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Analyticky roztok pro provedeni metody LAMP k detekci mutaci SARS-CoV-2

Oblast techniky

Technické tfeseni se tyka analytického roztoku pro realizaci testi metodou LAMP k odhaleni
mutaci virové nakazy SARS-CoV-2.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé se ukazuje, ze pii pandemicke virové nadkaze je jednim ze slabych mist spolecnosti
nedostatecnd kapacita a flexibilita testovani obyvatel pro fizeni G¢innych protiepidemickych
opatfeni.

Aktuélni hrozbou spolecnosti je SARS-CoV-2, ktery je novym typem vysoce infekéniho
koronaviru zpusobujiciho onemocnéni COVID-19. Toto onemocnéni se muize projevovat
1 zavaznym onemocnénim dychacich cest a vaznym zanétem plic, pficemz je velice rizikové pro
osoby trpicimi jinymi dal§imi zdravotnimi problémy. Jednim z charakteristickych rysi SARS-
CoV-2 je velmi vysoka pfenositelnost, to znamena, ze infikovani jedinci bez jakychkoli piiznakt
mohou virus dale pfenést na ostatni. Pro dal$i omezeni Sifeni pandemie je proto velmi zasadni
ptipravit testovaci sady tak, aby bylo mozné tyto ¢asné infekce ti€inné identifikovat.

Vzhledem k celosvétové pandemii je dilezité mit propracovany rychly a zaroven spolehlivy
detekeni postup k v€asnému zachytu onemocnéni, resp. infikovanych osob. Vyhoda navrhované
molekularné-biologické metody s nazvem ,,loop mediated isothermal amplification” — Cesky
izotermalni amplifikace zprostifedkovand smyckou (dale v textu jen LAMP) spociva ve vysoké
procesivit¢ LAMP reakce.

Pouziti metody LAMP bylo poprvé zdokumentovano a ovéteno pii detekcei viru hepatitidy B v roce
2000. Metoda byla vyvinuta k rychlé amplifikaci DNA se zachovanim vysoké specifi¢nosti,
ucinnosti a za izotermickych podminek. Na rozdil od zndmé a primarné pouzivané metody PCR
(Cesky polymerazova fetézova reakce) tedy nevyzaduje cyklovani, pricemz ve srovnani
s tradi¢nimi detek¢énimi metodami je specificita LAMP extrémné vysoka. Bylo zjisténo, ze metoda
LAMP je 10x az 100x citlivéjsi nez metoda PCR. Ve srovnani s metodami PCR a PCR v redlném
¢ase ma LAMP vyhody v jednoduchosti reakce a ve vyssi t€innosti amplifikace. Obrovska vyhoda
LAMRP je i v Gispofe ¢asu, protoze se¢ DNA amplifikuje 10°x - 10'°x za 15 az 60 minut, coz miZze
ve srovnani s PCR usetfit i jednu hodinu. Od svého zavedeni byla metoda LAMP optimalizovana
k detekci patogenti humannich, zivociSnych irostlinnych (viry, bakterie, protozoa), ¢i
nejruznéjsich potravinovych kontaminantd.

Vstupni material metody LAMP je pak ziskavan z nejriznéjSich tkani (krev, faeces, atd.).
K amplifikaci je pouzivana termostabilni DNA polymerdza z bakterie Geobacillus
stearothermophilus (resp. Bacillus stearothermophilus) s dislokdzovou aktivitou, kterda ma
5’- 3’endonukleazovou aktivitu a sada specifickych primert. Reakéni smér pro amplifikaci se
v odbornych kruzich oznacuje pojmem mastermix.

Primery jsou fetézce nukleové kyseliny (DNA) dlouhé nékolik bazi, které slouzi jako pocatecni
misto replikace templatové DNA. Bez primeru by enzym DNA polymeraza nebyl schopen zacit
syntézu nového fetézce. V souCasné dobé jsou primery komeréné dostupné, a to bud jako
predptipravené, nebo syntetizované na zakazku. Pro rozliSeni se primery oznac¢uji pismeny a ¢isly.

Néktery ze znamych primert 1ze pro metodu LAMP fluorescencné€ oznacit, aby slouzil jako tzv.
sonda. Sonda je v podstaté oligonukleotid s fluorescencni znackou (hydrolyzacni fluorofor), ktery
funguje jako tzv. reportér. Soucasné se sondou musi byt pfitomen zhase¢ (BHQ — ,,black hole
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quencher®), aby doslo k detekovatelné fluorescenci pouze v piipadé separace molekuly reportéru
od molekuly zhase€e. Princip funkce sondy lze zjednodusSené popsat tak, Ze sonda naseda na
sekvenci mezi primery a pti syntéze nového fetézce (tzn. pii LAMP analyze) dojde k uvolnéni
sondy a dojde k emisi fotonu, ktery se pfistrojem zaznamena.

Druhym pal¢ivym problémem, ktery se musi pii aktualni pandemii onemocnéni virem
SARS-CoV-2 fesit, je rozliSovani jeho mutaci u nakazenych jedincii. Kazda znama mutace viru ma
specifické vlastnosti, proto je nezbytné nejenom testovat na pozitivni a negativni vysledky (na
ptitomnost viru SARS-CoV-2 v analyzovaném roztoku), ale idedln€ i na to, jakd mutace viru je
v téle nakazeného jedince pfitomna.

Tento problém se v Ceské republice doposud fesi tak, ze pokud dojde k pozitivnimu vysledku
pomoci PCR testu, tak je proveden druhy test a to tzv. diskriminacni PCR test, ktery umoznuje
stanovit, zda se v konkrétnim ptipad¢ jedna o mutaci, pro kterou je navrzen.

To je nevyhodné, protoze, pokud se jedna pii ndkaze o mutaci, pro kterou neni diskrimina¢ni PCR
test navrzen, tak je provedeni testu ztrata zdroji a ¢asu, zejména v pripad¢, Ze virova nakaza ma
vice nez dvé mutace. Coz SARS-CoV-2 spliiyje, nebot’ jsou v soucasné pandemii dominantni Ctyti
hlavni mutace, a to alfa, beta, gama a delta.

Ukolem technického fesent je pfinést vefejnosti analyticky roztok pro provedeni metody LAMP,
ktery by umoznil pouzit tuto rychlou a levnou metodu k detekci mutaci SARS-CoV-2, aby mohly
byt nahrazeny pomalej$i a nakladnéjsi druhy testl, zejména diskrimina¢ni PCR testy, nebo
sekvenovani.

Podstata technického feSeni

Vytceny tikol je vyfeSen pomoci analytického roztoku pro provedeni metody LAMP k detekci
mutaci SARS-CoV-2 vytvoreného podle nize uvedeného technického feseni.

Podstata technického feSeni spociva v tom, zZe analyticky roztok pro provedeni metody LAMP
k detekci mutaci SARS-CoV-2 obsahuje mastermix s termostabilni polymerazou s dislokazovou
aktivitou, a dale primer F3 se sekvenci

CAGGACTTGTTCTTACCTTTC pro SARS-CoV-2 - mutace alfa, nebo se sekvenci
AGCCTCTTCTCGTTCCTCAT pro SARS-CoV-2 - mutace beta, nebo se sekvenci
CGGCAGTCAAGCCTCTTC pro SARS-CoV-2 - mutace gama, primer B3 se sekvenci
AGTAGGGACTGGGTCTTC pro SARS-CoV-2 - mutace alfa, nebo se sekvenci
AGTGACAGTTTGGCCTTGTT pro SARS-CoV-2 - mutace beta, nebo se sekvenci
GTGACAGTTTGGCCTTGTTG pro SARS-CoV-2 - mutace gama, primer FIB se sekvenci
GGACAGGGTTATCAAACCTCTTAGTCAATGTTACTTGGTTCCATGC pro SARS-CoV-2
- mutace alfa, nebo se sekvenci
GCCAGCCATTCTAGCAGGAGAACACGTAGTCGCAACAGTTCA pro SARS-CoV-2

- mutace beta, nebo se sekvenci
GCCAGCCATTCTAGCAGGAGAATTCCTCATCACGTAGTCGCA pro SARS-CoV-2

- mutace gama, primer BIP se sekvenci
AATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCAGAATCTAAAGTAGTACCAAAAATCC

pro SARS-CoV-2 - mutace alfa, nebo se sekvenci
GCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGTTGGCCTTTACCAGACA

pro SARS-CoV-2 - mutace beta, nebo se sekvenci
GGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCTTGTTGGCCTTTACCAGACA

pro SARS-CoV-2 - mutace gama, a dale sondu komplementarni k sekvenci analyzované mutace
SARS-CoV-2, a dale k sond¢ kompatibilni zhasec.
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Praktické zkouSky ukazaly, ze kombinace téchto ¢ty primerd a sondy komplementarni
k analyzované mutaci SARS-CoV-2 dokaze detekovat konkrétni mutaci virové nakazy
SARS-CoV-2. Je velice vyhodné, Ze uvedené primery jsou trzn¢ dostupnym artiklem, a proto je
ptiprava analytického roztoku podle technického feseni financn¢ pfizniva a relativn€ snadna.

Mezi vyhody technického feSeni patii umoznéni provadét detekei mutaci SARS-CoV-2 metodou
LAMP. Je tedy vyhodné, Ze detekce mutaci SARS-CoV-2 zalozena na metodé¢ LAMP umoznuje
rychly skrining potencialné infikovanych pacientl, a to i napi. pfimo na odbérovych mistech,
vcetné rozpoznani mutace virového onemocnéni u pozitivnich pacientt, a jejich déleni na skupiny
podle mutaci virové nakazy.

Objasnéni vykresu

Uvedené technické feSeni bude blize objasnéno na nasledujicim vyobrazeni, kde obr. 1 je
grafem specificity metody LAMP s analytickym roztokem podle technického feSeni na mutaci alfa
SARS-CoV-2.

Piiklad uskuteénéni technického feSeni

Rozumi se, ze dale popsané a zobrazené konkrétni pfipady uskute¢néni technického feseni jsou
predstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni technického feSeni na uvedené piiklady.
Odbornici znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho
experimentovani veétsi ¢i mensi pocet ekvivalentd ke specifickym uskutecnénim technického
feSeni, kterd jsou zde popsana.

Analyticky roztok se piipravi smichanim primerti F3, B3, FIB a BIP v mastermixu s termostabilni
polymerazou s dislokdzovou aktivitou, a dale pfimichanim sondy a k ni kompatibilniho zhasece.
Uvedené slozky analytického roztoku je mozné zakoupit, jako katalogové zbozi do laboratofi,
avsak sonda je v ramci technického feseni nastavena pro reakci se sekvenci konkrétni mutace viru
SARS-CoV-2, to znamena s mutaci alfa, beta, ¢i gama.

Priklad analytického roztoku podle sekvence — SARS-CoV-2 - mutace alfa

F3 CAGGACTTGTTCTTACCTTTC

B3 AGTAGGGACTGGGTCTTC

FIP GGACAGGGTTATCAAACCTCTTAGTCAATGTTACTTGGTTCCATGC

BIP AATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCAGAATCTAAAGTAGTACCAAAAATCC

sonda FAM-ACGCTGAGGACCCGGATGCGAATGCGGATGCGGATGCCGATA
TCTCTGGGACCAATGGT

zhaSe¢ TCGGCATCCGCATCCGCATTCGCATCCGGGTCCTCAGCGT-BHQ
Na obr. 1 je znazornén graf specificity metody LAMP podle vyse uvedeného prikladu.

Sondu a zhaSe¢ dokaze odbornik v rdmci rutinni prace analogicky pfipravit na dal§i sekvence
mutaci SARS-CoV-2.
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Praktické testy ukazaly, ze mutace delta obsahuje pfilis§ malo opakujicich se usekii nukleové
kyseliny, proto 1ze mutaci delta detekovat nepiimou metodou, a to postupnym vylu¢ovanim mutace
alfa, beta a gama.

Pokud by byla v nésledujicich mésicich, ¢i letech, pomoci sekvenovani odhalena dalSi mutace
SARS-CoV-2 (napt. praveé se rozmahajici varianta omikron), ktera bude mit dostatek opakujicich
se usekd nukleové kyseliny, bude velice pravdépodobné mozné sondu nastavit i na tyto piichozi
mutace SARS-CoV-2.

Analyticky roztok s komponenty podle technického feSeni se pouzije v ramci RT-LAMP detekce
(izotermalni amplifikace zprostiedkované smyckou s reverzni transkripci). Reakce RT-LAMP se
provadi na pfenosné mobilni platformé napt. Smart-DART™ (Diagenetix, USA). Reakéni smési
LAMP se inkubuji po dobu 30 minut pfi 65 °C v pienosné mobilni platformé Smart-DART™,
nacez nasleduje zahtivani na 98 °C po dobu 2 minut pro ukoncéeni reakci. RT-LAMP detekce
umoznuje vyhodnoceni pozitivity/negativity reakce a dle rychlosti nastupu amplifikacni kiivky
1 kvantifikaci pozitivity. VSechny testy LAMP jsou replikovany alesponi dvakrat a vSechny
experimenty obsahuji negativni kontroly (bez templatu virové nukleové kyseliny).

Prumyslova vyuzitelnost

Analyticky roztok pro provedeni metody LAMP k detekci mutaci SARS-CoV-2 podle technického
feSeni nalezne uplatnéni ve zdravotnictvi a vyzkumu.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Analyticky roztok pro provedeni metody LAMP k detekci mutaci SARS-CoV-2, vyznacujici
se tim, ze obsahuje mastermix s termostabilni polymerazou s dislokovanou aktivitou, a dale

primer F3 se sekvenci CAGGACTTGTTCTTACCTTTC pro SARS-CoV-2 - mutace alfa,
nebo se sekvenci AGCCTCTTCTCGTTCCTCAT pro SARS-CoV-2 - mutace beta,

nebo se sekvenci CGGCAGTCAAGCCTCTTC pro SARS-CoV-2 - mutace gama,
primer B3 se sekvenci AGTAGGGACTGGGTCTTC pro SARS-CoV-2 - mutace alfa,
nebo se sekvenci AGTGACAGTTTGGCCTTGTT pro SARS-CoV-2 - mutace beta,

nebo se sekvenci GTGACAGTTTGGCCTTGTTG pro SARS-CoV-2 - mutace gama,
primer FIB se sekvenci

GGACAGGGTTATCAAACCTCTTAGTCAATGTTACTTGGTTCCATGC
pro SARS-CoV-2 - mutace alfa,

nebo se sekvenci

GCCAGCCATTCTAGCAGGAGAACACGTAGTCGCAACAGTTCA
pro SARS-CoV-2 - mutace beta,

nebo se sekvenci

GCCAGCCATTCTAGCAGGAGAATTCCTCATCACGTAGTCGCA
pro SARS-CoV-2 - mutace gama,

primer BIP se sekvenci

AATGATGGTGTTTATTTTGCTTCCAGAATCTAAAGTAGTACCAAAAATCC
pro SARS-CoV-2 - mutace alfa,

nebo se sekvenci

GCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGTTGGCCTTTACCAGACA
pro SARS-CoV-2 - mutace beta,

nebo se sekvenci

GGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCTTGTTGGCCTTTACCAGACA
pro SARS-CoV-2 - mutace gama,

a dale alespon jednu sondu komplementarni k analyzované mutaci SARS-CoV-2, a dale zhasec
kompatibilni k sondé.

1 vykres
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Specificita LAMP pro mutaci Alfa
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Obr. 1
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