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Souhrn

Hepatitida typu C patii mezi zavazna onemocnéni a jeji vyskyt je vazany na
sociockonomickou troven populace. Onemocnéni je zptuisobeno virem hepatitidy C, ktery se
fadi do celedi Flaviviridae. Virova hepatitida typu C se rozviji velice pomalu (az nékolik
desitek let) a v koneéném dusledku postihuje jatra. I kdyz je toto onemocnéni v mnoha
ohledech omezujici, nemusi byt vzdy pfi¢inou smrti.

Prace se v teoretické Casti zaméfuje na literarni pifehled dosavadnich poznatkl
tykajicich se bezprostifedné viru hepatitidy C, tedy jeho systematického zatazeni, morfologie,
epidemiologie, patogeneze, laboratorni diagnostiky a podobné. V praktické ¢asti se pak prace
zabyva ovéfenim metody, kterd je bézné pouzivdna v klinické praxi pro stanovovani genotypii
viru hepatitidy C. Jedna se o pouziti metod, jako jsou polymerazova fetézova reakce spojena
sreverzni transkripci areverzni hybridizace. Zavér prace je vénovan vyznamu urcovani
genotypi viru hepatitidy C, jenz spociva predev§im v rozdilnosti reakci jednotlivych

genotypl na soucasnou lécbu.



Summary

Hepatitis type C is considered to be one of the serious diseases and its rate depends on
the socio-economic level of population. This disease is caused by hepatitis C virus which is
currently classified as a member of Flaviviridae family. Viral hepatitis C is characterized by
slow progress (which can persists for more than decades) and in the end it affects the liver.
Even though this disease is limiting for patients in many ways, it does not have to be mortal.

In theoretical part, this thesis is focused on a review dealing with existing knowledge
related to viral hepatitis C such as classification, morphology, epidemiology, pathogenesis,
laboratory diagnostics and so on. The experimental part of this thesis is focused on
verification of the method commonly used for genotyping of hepatitis C virus in clinical
practice. These methods include reverse transcriptase-polymerase chain reaction and reverse
hybridization. The last part of the thesis concerns the importance of hepatitis C virus
genotyping which is valuable mostly because of different responses to treatment between

particular genotypes.



Podékovani

Rada bych podékovala vedoucimu své bakalatské prace Ing. Daliboru
Novotnému, Ph.D. za odborné vedeni, ochotu, ¢as a poskytnuti zdzemi v laboratofi, stejn¢ tak
dékuji jemu avsem zaméstnancim Laboratofe molekularni biologie, Oddéleni klinické
biochemie FN Olomouc za vstiicny ptistup a odborné rady. Dale dékuji svym rodi¢im za

umoznéni bakaléafského studia a svému piiteli za poskytnuti nesmirné psychické podpory.



Obsah

LUVOD ... 8
2 TEORETICKA CAST ..ottt 10
2.1 Systematické zafazeni HCV ... 11
FZ\Y/ o] o (0] (oo - USROS 11
2.3 Virovy genom, genotypy HCV ..o s 14
2.3.1 1dentifikace GeNOLYPU...........cccoiiiiiiiii ittt 16

2.4 Zivotni CYKIUS HOV ...ocouvicieciciceceeece ettt 19
PSR = o110 (=T g1 To] [T =SSO 20
2.5.1 EPIdeMIOIOZIE V CR ...t 21

2.6 PAOgBNEZE ... ittt nae e 22
2.6.1 Mechanismy perzistence HCV .........cociiiiiiiiiicc et 23
2.6.2 Heterogenita HCV .......oviie ettt 24

2.7 KIINICKY Obraz ONeMOCHENT.......civiiiiirierieieie sttt s 25
2.7.1 ARutni infekce HOV ..o 25
2.7.2 Chronickd infekce HCV ... 26

2.8 Laboratorni diagnosStiKa..........ccviiiiiiiiiiiiicie e 26
2.8.1 Sérologické detekCni MetOdy ..............ccccooiiiiiiiiiiiiiiii e 27
2.8.2 Molekuldrni biologie a hepatitida C ..........cccooovviiiiiiie e 27

3 PRAKTICKA CAST ..ot 29
BT CHLPIACE. ..ttt 30
3.2 Material @ METOTIKA ........ccueiieiieieceee et e e nneeneas 31
3.2.1 PFIStroje @ POMUCKY .........c.ccouiiiiiiieiii et 31
3.2.2 CREMIKALIE ...ttt 32
3.2.312018CE HCV RNA ...t 35
324 PCR @RT-PCR ...ttt bbbttt bbb 36
3.2.5 Reverzni hybridizace.................ccooouiiiiiiiiiiiiie e 39

3.3 VPSIEAKY ettt bbbt 41
BLA DISKUZE ...ttt 45

B ZAVER ..o e e ettt e ettt e et e et r s 46



5 SEZNAM LITERATURY

5.1 Seznam hypertextovych 0dKazil ..........coovuiiiiiiiiiiiiiiii e
6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cooiiiiiiineeieiisisnsesssesssssesesssssssssssssssssssesssasssnns



1 UVOD

Hepatitida je zanétlivé onemocnéni jater, které je ve vétSiné pripadi zplisobeno
virovou infekci. V soucasné dob¢ se rozlisuje pet hlavnich typa virti zpiisobujicich hepatitidu,
jedné se o typy oznacované jako A, B, C, D a E. Tyto typy hepatitid jsou brany nejvice
V ivahu, a to predev§im kvili jejich epidemickému Sifeni a moznosti zplisobit az smrt.
Konkrétné typ C miize po ¢ase dospét do chronického stadia infekce, kterym trpi celosvétove
stovky milionti lidi a zarovei je také nejcastéjsi pti¢inou jaterni cirhozy a rakoviny.

Hepatitida C je obvykle vysledkem parenteralniho kontaktu jedince s infikovanymi
télnimi tekutinami. Mezi béZzné zpusoby pienosu se pak fadi pfijeti kontaminované krve nebo
jiného krevniho produktu pacientem, i kdyz toto riziko je v soucasné dobé zasadné
omezovano dikladnym testovanim krve darcii. Déle je pfenos mozny V prabchu invazivniho
1¢katského zasahu za pouziti kontaminovanych nastrojii nebo injekcnich jehel, nevylucuje se
ani pfenos z matky na dité nebo pii sexudlnim kontaktu. Nejvice rizikovou skupinou jsou
intraven6zni uzivatelé drog.

Akutni infekce mliZze mit jen omezené a nebo zadné ptiznaky, v opacném ptipadé se
projevuje zezloutnutim kize a ofniho bé€lma, tmavou moci, extrémni Gnavou, zvracenim
a bolestmi bficha.

Inkubacni doba hepatitidy C se pohybuje od dvou tydnii do Sesti mésici. Po ni
U piiblizné 75-85 % nové infikovanych osob se rozvine infekce chronicka a 60-70 % z nich
pak trpi chronickym onemocnénim jater. U 5-20 % jedincti dochazi ke vzniku cirhozy a
nakonec 1-5 % z téchto osob v dusledku cirhézy ¢i rakoviny jater umira (Www.who.int).

Diagnostika akutni infekce neni ve vétSin¢ pfipadi mozna, a to pravé kvili
nedostate¢nému projevu symptomu. BéZnymi metodami k detekci protilatek, jako je naptiklad
enzymova imunoanalyza, neni mozné odlisit akutni infekci od chronické, protoze pfitomnost
protilatek znaci, ze dana osoba byla ¢i stale jeste je infikovana. Z toho divodu se pro zjisténi
infekce pouzivaji molekularni metody jako ptima detekce ribonukleové kyseliny viru.

Hepatitida typu C nevyzaduje ve vSech ptipadech 1écbu antivirotiky. V souc¢asné dobé
je rozeznavano Sest zdkladnich genotypi viru hepatitidy C a odpoveéd’ kazdého z nich na 1écbu

je odlisna. Genotypizace viru je tedy nutnd pied zahdjenim 1éc¢by samotné, aby mohl byt



pacientovi poskytnut nejvhodnéjsi piistup. Proti hepatitidé typu C dosud neni mozné se

oc¢kovat.



2 TEORETICKA CAST
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2.1 Systematické zarazeni HCV

Ke klasifikaci virit se vyuziva n¢kolika hledisek. Patii mezi n€ typ nukleové kyseliny
(DNA nebo RNA), pocet vlaken nukleovych kyselin a jejich konstrukce (jednovlaknova,
dvouvldknovd, linearni, cirkularni), polarita virového genomu, symetrie nukleokapsidu,
pfitomnost - nebo nepiitomnost lipidového obalu. Na zaklad¢ téchto kritérii jsou viry tiidény
do kment, Celedi arodi. Virus hepatitidy C patii do kmene RNA vird, ¢eledi Flaviviridae,
rod Hepacivirus (Collier a Oxford, 2000). Spole¢né s n¢kolika dalsimi viry podobného typu,
jako jsou napiiklad viry ozna¢ované GB-A, GB-B a GB-C (maji podobné vlastnosti, ov§em
jsou antigenné a geneticky odlisné), je virus hepatitidy C fazen do ¢eledi Flaviviridae. Zde se

fadi také rody Flavivirus ¢i Pestivirus (Frankova, 1996).

2.2 Morfologie

Celed’ Flaviviridae se vyznacuje sférickymi ¢asticemi o velikosti 55-65 nm. Na jejich
povrchu se nachéazi lipidova membrana s kratkymi glykoproteinovymi vybéZzky, obalovymi
proteiny. Protein kapsidy ma v praméru 33-40 nm a vyznacuje se ikosahedrickou symetrii,
pticemz délka jedné strany hexagonu je piiblizné 20 nm. (Kaito a kol., 2006)

Mezi strukturédlni proteiny HCV se fadi virovy kapsidovy protein. Jedna se o bazicky
protein, ktery spolu s nukleovou kyselinou vytvari nukleokapsid. Kapsidovy protein je tvofen
prvnimi 191 aminokyselinami a lze jej rozdélit do tfi domén na zaklade¢ jejich hydrofobity.
Doména 1 (slozena zaminokyselin 1-117) obsahuje hlavné bazické zbytky se dvéma
kratkymi hydrofobnimi oblastmi. Doména 2, ktera je tvorena aminokyselinami 118-174, je
méné bazicka avice hydrofobni. Doména 3, slozena zaminokyselin 175-191, je vysoce
hydrofobni a vystupuje také jako signalni sekvence pro obalovy protein E1 (Bukh
akol., 1994). Kapsidovy protein muize vazat virovou RNA pomoci domény 1 a jejich
aminokyselin 1-74. Kapsida je cytozolicky na membrané vazany protein, ktery je asociovan
s endoplazmatickym retikulem, lipidovymi shluky, mitochondriemi a nukleovou kyselinou.
Protein kapsidy muze byt také piimo ¢i nepfimo zahrnut v hepatokarcinogenezi (Hope
a kol., 2002; Lerat a kol., 2002).

Dalsi slozkou strukturdlnich proteini jsou obalové glykoproteiny (tvofi

glykoproteinové vybeézky virionu). Glykoprotein E ma schopnost vazat se na bunétné
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receptory a pusobi jako hemaglutinin. Membranovy protein se vyskytuje pouze na zralych
extracelularnich virionech, jinak je pfitomen uvnitt buiikky jako glykosylovany prekurzor
(prM). Na viru HCV se nachazi dva takové glykoproteiny a jsou oznacovany jako El a E2.
Oba z téchto proteini jsou vysoce glykosylovany a hraji dilezitou roli pii vstupu virové
castice do hostitelské buiiky. Obalovy glykoprotein E1 obsahuje ctyfi nebo pét glykant
vazanych pies dusik a naproti tomu protein E2 obsahuje 11 vazebnych N-glykosylovanych
mist, ovSem pocCty téchto mist zavisi na virovém genotypu. Tato mista na obou proteinech E1
i E2 jsou velice konzervativni aV jejich oblasti se vyskytuje vysoké mnozstvi manozovych
postrannich fetézcti. HCV glykany hraji podstatnou roli pti skladani obalovych glykoproteint
apti receptorovych interakcich viru (Goffard akol., 2009). Obalové proteiny ziejmé
umoznuji vstup do buriky, ato rozpoznanim bunéénych membranovych receptorti (Bartosch
a kol., 2003). Oblast E2 obsahuje navic dvé hypervariabilni oblasti (HVR1 a HVR2), ve
kterych dochazi k ¢astym mutacim ato proto, Ze jsou pod neustalym selekénim tlakem
neutraliza¢nich protilatek (Boulestin a kol., 2002; Polyak a kol., 1998).

Mezi strukturalni proteiny se fadi i protein p7. Jedna se o polypeptidovou sekvenci 63
aminokyselin a je lokalizovana mezi oblastmi genu kodujici proteiny E2 a NS2. Je to protein
vazany na membranu endoplazmatického retikula (ER) hostitelské buniky a jeho sestiih je
zprostiedkovan signdlnimi peptiddzami ER. Dvé transmembranové domény (TMD) jsou
propojeny cytoplazmatickou smyckou a orientovany naproti lumenu ER. Bylo také dokazano,
ze karboxylovany konec TMD proteinu p7 miiZze fungovat jako signalni sekvence, ktera
spousti translokaci NS2 do lumenu ER, kde dochéazi k pfislusSnému sestfihu za ucasti
signalnich peptidaz hostitelské buiiky. Proteiny p7 formuji v buiice iontové kanaly, které hraji
zékladni roli pfi virové infekci (Griffin akol., 2003). Protein p7 ma tedy charakteristiky
podobné skuping proteinit zvané viroporiny a je taktéZ nezbytny pro skladani virovych castic
a uvolnéni infekénich virionti (Steinman a kol., 2007).

Dalsimi proteiny, jez jsou kdodovany virovym genomem, jsou proteiny nestrukturalni.
Protein NS2 je transmembranovy a ma velikost 21-23 kDa. Je nezbytny pro dokonceni
replikaéniho cyklu viru (Pietschmann a kol., 2006). NS2 obsahuje vysoce hydrofobni zbytky
na N-koncich aty formuji tfi nebo Ctyfi transmembranové Sroubovice, které jsou pak
vkladany do membrany ER. Cast proteinu NS2 na svém C-konci je v cytoplazmé (spolu
s N-koncovou doménou NS3) dilezitd pro autoprotedzovou aktivitu komplexu NS2/3
(Grakoui akol., 1993). Proteiny NS2 a NS3 byly oznaceny jako metaloproteazy, ato na

zéklad¢ vyzkumit, kdy bylo zjiSténo, Ze exogenni zinek je schopen stimulovat protedzovou
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aktivitu a na druhou stranu chelatacni ¢inidla, jako napiiklad EDTA (etylendiamin tetraoctova
kyselina), jejich proteazovou aktivitu inhibovala. Zinek, jako esencialni prvek, miuze
stabilizovat strukturu aktivniho mista NS3 (Reed a kol., 1995).

V ptipadé NS3 se jedna o protein o velikosti 67 kDa ajeho aktivita mize byt
ruznorodd. N-konec NS3 se vyznaCuje serin protedzovou aktivitou a C-konec ma
NTPazovou/helikazovou aktivitu (Gallinari a kol., 1998). NS3 protein se vaZze na membranu
ER spolu s proteinem NS4A (Wolk akol., 2000). Protein NS3 zahrnuje taktéz kratkou
sekvenci, ktera interaguje s katalytickou podjednotkou proteinkinazy A (PKA). Tato interakce
pak vede k zadrZzeni katalytické podjednotky PKA v cytoplazmé, ¢imz se zabrani jejimu
vstupu do jadra. PKA modifikuje intracelularni proteiny navdzanim fosfatové skupiny a tim
dojde ke zmén¢ funkce daného cilového proteinu. Z toho ditvodu miiZe interakce NS3 s PKA
deregulovat  vnitrobunéénou  signalizaci  (Borowski akol., 1997). Enzymaticka
NTPazova/helikazova aktivita NS3 je nepostradatelnd pro replikaci HCV RNA. Mezi
predpokladané funkce NS3 béhem replikace patii naptiklad rozvinuti dvouvlaknovych RNA
meziproduktil, eliminace vzniku sekundarnich RNA struktur nebo odd¢leni vlastniho genomu
od proteint vazajicich nukleovou kyselinu (Serebov a Pyle, 2004; Levin a kol., 2005).

NS4A je protein o délce 54 aminokyselin, ktery vystupuje jako kofaktor proteinu NS3.
Tento protein ma vysoce hydrofobni N-konec a studie prokazaly, ze je zahrnut v procesu
cileni NS3 do membrany ER (Wolk akol., 2000). Usuzuje se, Ze poslednich dvacet
aminokyselin vytvafi transmembranovou Sroubovici, ktera pak upeviiuje komplex NS3/NS4A
v membrané ER. Tato interakce umoziuje ¢innost aktivaéniho mista NS3 a také vice efektivni
sestfih proteazami (Kim a kol., 1996). Ptitomnost NS4A je rovnéz pozadovana pro fosforylaci
NS5A a s timto proteinem miZze i pfimo interagovat (Asabe a kol., 1997).

Maly, hydrofobni protein NS4B 0 velikosti 27 kDa ma dilezitou roli pfi piijimani
jinych virovych proteind buiikou. Obsahuje Ctyfi transmembranové domény. Cytoplazmaticky
C-konec NS4B a N-konec mohou mit dvoji umisténi, kde vétsina struktury ¢eli lumenu ER
(Lundin a kol., 2006).

Oproti tomu NS5A je hydrofilni fosfoprotein, ktery se ucastni virové replikace,
modifikuje bunéc¢né signalni drahy a odpovéd’ na interferon (Macdonald a kol., 2004; Reed
akol.,, 1997). NS5A neobsahuje zadnou transmembranovou doménu. Asociace NS5A
s membranou je tedy zprostiedkovana pomoci unikatniho amfipatického alfa helixu,
lokalizovaném na jeho N-konci (Brass a kol., 2002; Penin a kol., 2004). Mutace tohoto helixu

narusuje asociaci s membranou a brani tak tvorbé bunék, ve kterych by mohly vznikat virové
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replikony (Elazar akol., 2003). Pfedpoklada se, ze protein NSS5A interaguje s cetnymi
proteiny ovliviiujicimi buné¢nou signalizaci. NS5A muze regulovat tfi zakladni MAPK
(mitogenem aktivované proteinkinazové) drahy zahrnuté v mitogenni signalizaci hostitelské
bunky, které reguluji naptiklad rist. NS5A je schopen regulace bunék jak proapoptickymi tak
protiapoptickymi mechanismy (Macdonald a kol., 2004).

NS5B je protein o velikosti 65 kDa avystupuje jako RNA dependentni RNA
polymeraza. Hraje tedy roli pii syntéze nového RNA genomu viru (Bahrens a kol., 1996).
Proces replikace probihd pies syntézu komplementarni zdporné nabité RNA za pouziti
genomu jako templatu, nasleduje syntéza genomické kladné RNA z piedchoziho zaporného
meziproduktu. Jelikoz je protein NS5B hlavni slozkou virové replikace, je také prednim cilem

antivirovych zasahi (De Francesco a Migliaccio, 2005).

2.3 Virovy genom, genotypy HCV

Genom ma povahu RNA s pozitivni polaritou, je nesegmentovany a obsahuje 9379
nukleotidd. Jeho relativni molekularni hmotnost je 4 x 10°. Struktura genomu a jeho zakladni
charakteristiky odpovidaji z velké c¢asti charakteristikam celedi Flaviviridae. Genom viru
hepatitidy C je tvofen kladnou jednovlaknovou RNA o velikosti 9,6 kb. RNA obsahuje
nepiekladané sekvence na 5° a 3” koncich a 3’ konec neni polyadenylovan. V genomu jsou
také obsazeny tzv. UTR oblasti (neptfekladané sekvence; Untranslated Regions), které jsou
nezbytné pro virovou translaci a replikaci. Potadi kodovanych proteini od 5° k 3’ konci je C,
El, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A a NS5B, jak je uvedeno na obrazku 1 (Obr. 1).
Virovy genom vystupuje zaroven jako mRNA ama pouze jediny otevieny Cteci ramec
(Collier a Oxford, 2006). Virova RNA koduje pouze jeden gen o velikosti 9600 bazi, na jehoz
zakladé¢ je exprimovan polyproteinovy prekurzor, jenz je tvofen pfiblizné¢ 3010
aminokyselinami (Urbanek a Husa, 2010). Mezi strukturalni proteiny patii protein kapsidy C
adva obalové proteiny E1 aE2, které jsou vyznamné z divodu piitomnosti antigennich
epitopt. Ty se uplatnuji pfi neutralizaci viru protilatkou. V oblasti genu kodujici E2 protein se
navic nachdzi hypervariabilni oblast se schopnosti rychle mutovat (pod vlivem protilatek), coz
usnadiiuje virovou perzistenci. Ke své replikaci potifebuje HCV nestrukturalni proteiny (NS2,
NS3, NS4, NS5), patii mezi né piedevs§im virova proteaza, helikaza a RNA-dependentni RNA
polymeraza (Votava, 2003).
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Standardni systém pro klasifikaci HCV je dulezity zejména z hlediska studia
epidemiologie, evoluce a patogeneze. Specialni vyznam se klasifikaci ptiklada hlavné
v klinické praxi, jelikoz odpovéd’ organismu na kombinovanou I1éEbu interferonem-a
a ribavirinem zavisi pravé na typu genotypu HCV. Klasifika¢ni systém tedy musi byt solidni,
zalozeny na objektivnich kritériich a musi byt schopen pfizpiisobeni se nové objevovanym
genetickym variantam a rekombinantnim formam HCV. Aby mohly byt splnény tyto
pozadavky, klasifikacni systém (stejné jako jiné biologické systémy) musi byt zalozen na
evoluéni ptibuznosti jednotlivych druhti (Simmonds a kol., 2005).

Kdyz byl vdevadesatych letech dvacatého stoleti objeven rozsah genetické
heterogenity HCV, prudce vzrostl pocet metod, které se zacaly pouzivat k jejich klasifikaci.
Kazd4d ztéchto metod se pak lisila popisem jednotlivych genotypii. Vzdy vSak byly
rozliSovany dvé urovné genetické variability at€ém byla nasledné pro rozliSeni postupné
piifazovana Cisla (genotypy) a mala pismena (subtypy). Genotypy se pak oznacuji jako HCV
1a, 2b, a podobné. Pro vyteseni téchto nejasnosti v klasifikaci HCV byl navrhnut klasifika¢ni
systém zalozeny na fylogenetickych metodach. Tento systém pak ¢leni typy HCV do Sesti
genetickych skupin. Na obrazku 2 (Obr. 2) je zobrazen evolu¢ni strom genotypt v zavislosti
na jejich vyskytu v jednotlivych oblastech svéta (Simmonds a kol., 2005). Tyto ptiblizné
stejné vzdalené genetické skupiny obsahuji kazdd rizné mnoZstvi blize souvisejicich
(geneticky a epidemiologicky) subtypti. Genotypy se lisi jeden od druhého na nukleotidové
urovni o 31-33 %, pro ¢lenéni do subtypll je nutnd odliSnost v dalich 20-25 % nukleotida.
Navzdory sekvenc¢ni diverzit¢ HCV, vSechny genotypy sdileji Vv otevieném cCtecim ramci
identicky komplement ko-linearnich genti o podobné (nebo stejné) velikosti (Robertson a kol.,
1998). Tato zjisténi umoznila provizorni zatazeni mnoha doposud znamych variant HCV na
zaklade¢ parcialnich sekvenci ze subgenomickych oblasti jako naptiklad core/E1 nebo NS5B
(Simmonds a kol., 1994). Nejvice konzervativni oblasti genomu je 5’UTR a 99 koncovych
bazi na 3’UTR. Odvozena aminokyselinovd sekvence kapsidového proteinu je v ramci
genotypl také pomérné¢ stald. Nejvice variabilni oblasti genomu HCV je pak hypervariabilni
oblast (HVR), nachazejici se v oblasti genu pro E2 protein (Weiner a kol., 1991).

VySe zminéné genotypy 1 az 6 se vyskytuji v rozdilnych geografickych lokalitach.
Genotypy 1, 2 a 3 jsou pricinou infekci v zapadni Evropé a v Severni Americe, genotyp 4 je
bézny v severni a sttedni Africe a na Strednim Vychodé, genotyp 5 se vyskytuje v jizni Africe

a nakonec genotyp 6 je rozSifen v jihovychodni Asii. Geografické odliSnosti je mozno
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pozorovat i mezi jednotlivymi subtypy HCV. Bylo také zjisténo, ze existuje zavislost
zavaznosti onemocnéni na typu genotypu viru hepatitidy C (Stransky, 1999).

I kdyz primarni rozdé€leni variant HCV do Sesti zékladnich genetickych skupin je
evidentni z fylogenetickych analyz, byla rozpoznana vétsi geneticka diverzita mezi skupinami
2, 3 a 6. Dodate¢né byla tedy navrhnuta klasifikace skupin 3 a 6 jako hlavnich separovanych
genotyptt HCV. Tyto genetické skupiny byly piejmenovany na klady. Do kladu 6 byly
zahrnuty genotypy 6, 7, 8, 9 a 11; obdobn¢ klad 3 obsahoval varianty klasifikované jako
genotypy 3 a10. Tim padem doslo k rozdéleni pojmi genetickd skupina a genotypy, které
diive oznacovaly totéZ (Robertson a kol., 1998; Tokita a kol., 1994). Vynuceni dalsi Grovné
variability vedlo krozhodnuti o rozsahlych klasifikacnich zménach, které ohroZzovaly
jednoduchost ptivodniho systému. Kromé obtizi s odliSenim hranice mezi genotypy a klady,
byla vysledna klasifikacni hierarchie rozporuplna. V nékterych piipadech obsahoval klad
pouze jeden genotyp atyto pojmy pak mohly byt zaménitelné, jiné klady mohly naopak
obsahovat i pét a vice genotyptu. VSechny vySe zminéné divody vedly k tomu, ze se klady
a genotypy oznacovaly v rozdilnych publikacich rizné. Byly tedy ustanoveny klasifikacni
zasady, né€které znich jsou nasledujici: zakladni rozdé€leni variant HCV ziistdva do Sesti
genetickych skupin, bez ohledu na vzristajici mnoZstvi subtypu a variant do nich patficich.
Genetické skupiny je mozné oznacovat jako genotypy, oznaceni skupiny jako kladu je pouze
alternativni. Pro identifikaci novych genotypti je pozadovana dusledna a nezavisla

fylogeneticka analyza (Simmonds a kol., 2005).

2.3.1 Identifikace genotypii

Identifikace genotyptl, neboli genotypizace, je klinicky dilezita, jelikoz genotypy 1 a 4
jsou vice rezistentni na soucasnou standardni kombinovanou lé€bu pegylovanym
interferonem-o a ribavirinem nez genotypy 2 a3 (Hnatyszyn, 2005). VétSina 1é¢ebnych
protokolt vyzaduje ureni genotypu HCV, aby na jeho zakladé mohla byt piesné stanovena
délka lécby a davka léku. Genotypizacni testy jsou obvykle zaloZzeny na sekven¢ni analyze
amplifikovaného segmentu genomu. BéZné se jednd o 5’UTR, jelikoZz je cilem vétSiny
diagnostickych testi pro detekci HCV RNA. I kdyZ je tato oblast vysoce konzervativni,
vyskytuje se v ni fada dobie znamych polymorfizmi, které predpovidaji genotyp. Ten je pak

urCen hybridizaci se sondou, detekci zmén v restrikénich mistech nebo piimym
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sekvenovanim. Dosud pouzivané testy vyuzivajici 5’UTR oblasti jsou pfijatelné piesné, s vice
nez 95% shodou s genotypy identifikovanymi nukleotidovym sekvenovanim NS5B oblasti,
nebo jsou shodné s jinymi kodujicimi oblastmi genomu. Je ale nepravdépodobné, Ze tyto testy
budou stejné spolehlivé v geografickych oblastech s vysokou diverzitou HCV (Simmonds
a kol., 2005). Dokonce i u dobie charakterizovanych variant HCV (jako ty, vyskytujici se
V zapadnich zemich) mohou byt sekvenc¢ni rozdily v 5’UTR oblasti variabilni a nebo zadné.
Napftiklad sekvencni polymorfizmus v pozici 243, jenz je bézné¢ pouzivan pro odliSeni
subtypt 1a a 1b, je nespolehlivy. Byly prokazany ptipady, kdy doslo k nespravnému uréeni 6
z 80 subtypt la na zakladn¢ pravé tohoto polymorfizmu (Smith akol., 1995). Dokonce
relativné kratké kodujici oblasti genomu poskytuji presnéjsi informace o genotypu nebo
subtypu HCV nez oblast 5’UTR. I kdyz klinicky tyto poZadavky nejsou nutné, nukleotidové
sekvence subgenomickych oblasti (vCetné¢ konzervovaného genu pro kapsid) umoziuji
definitivni identifikaci genotypu, obecn¢ subtypu a dokonce jsou schopné ptredpovédéet
existenci nové, dosud nepopsané varianty HCV. Pro vSechny genotypizacéni testy, at’ uz jsou
zalozené na identifikaci 5’UTR nebo jiné oblasti genomu, plati jisty predpoklad, Ze genotyp
odvozeny pouze zjedné oblasti odrazi genom jako celek. Ackoli bylo popsano néckolik
rekombinantnich forem, Siteni HCV variant jako 2k/1b a produkce dalSich hybridnich virt by
mohlo vice omezovat piesnost genotypizacnich testdi a dilezitost v jejich klinickém uziti

(Simmonds a kol., 2005).

SUTR | | e1| 2 |o7]| Ns2 NS3 sl NSAB | NSSA nssg |2 UTR

Obr. 1: Grafické znazornéni genomu HCV ajeho jednotlivych usekii kodujicich
polyproteinovy prekurzor (Podle Thurner a kol., 2004).
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Obr. 2: Evolucni strom jednotlivych genotypii HCV v zavislosti na rozsireni v ruznych

oblastech sveta (Podle Simmonds a kol., 2005).
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2.4 Zivotni cyklus HCV

Obecné je prvni fazi zivotniho cyklu jakéhokoliv viru vniknuti virové ¢astice do téla
hostitele. To se v piipadé viru hepatitidy C déje pfenosem télnich tekutin, pfevazné krvi.
Vstup HCV je prvnim krokem interakce s cilovou buiikou, coZ je pozadovéano pro iniciaci
infekce. Vstup HCV do buiiky je pomaly, komplexni, mnohastuptiovy proces. Receptory pro
virovou cCastici mohou byt na povrchu bunék glykosaminoglykany (GAG), CD81,
scavangerové receptory tiidy B typu I, LDL (low-density lipoproteins) nebo lektiny vazajici
mano6zu (Helle a Dubuisson, 2008; Barth akol., 2006). Receptory LDL a GAG ziejmé
usnadiiuji inicidlni pfipevnéni virové cCastice k hostitelské buiice. Tato interakce je tedy
usnadnéna lipoproteiny, které jsou asociovany s viriony HCV. Po této inicialni vazbé Castice
interaguji S CD81 nebo se scavangerovymi receptory. HCV obalovy protein E2 se s vysokou
afinitou vaze na velkou vné&jsi smycku CD81 (Helle a Dubuisson, 2008). Navzdory expresi
vSech dosud znamych vstupnich faktord zlstavaji mnohé lidské bunécné linie pro virus
neproniknutelné. Pro buiiku je tedy nutna ptitomnost dalSich faktort, které jsou nezbytné pro
vstup HCV. Po vniknuti zstava virova ¢astice navazana na receptorovy komplex a dochézi
k internalizaci. Pouze nukleokapsid je uvolnén do bunétné cytoplasmy. Nasledné dochazi
k oddéleni kapsidy a genomickda HCV RNA je pouzita pro translaci areplikaci. Oba tyto
procesy probihaji v cytoplazmé hostitelské burnky. Translace HCV RNA je iniciovana vazbou
virového mista IRES (Internal Ribosomal Entry Site) na ribozom hostitelské bunky. Vse se
odehrava v misté¢ drsného endoplazmatického retikula a produktem translace je pouze jediny
polyprotein, jenz je naslednymi kotransla¢nimi a postranslaénimi upravami §tépen na samotné
Ctyfi strukturalni a Sest nestrukturalnich proteini. Na sestfihu se podili virové i bunétné
proteazy. Mezi vznikajici polypeptidy patii naptiklad neglykosylovany protein kapsidy, dva
povrchové glykoproteiny (které vznikaji za Gcasti bunécnych proteaz) a Ctyii nestrukturalni
proteiny (NS2-NS5), jez vznikaji St€penim virovymi protedzami. HCV, stejné jako jiné
jednovlaknové viry pozitivni polarity, indukuje zmény v bunééné membran¢ (Collier
a Oxford, 2006; El-Hage a Luo, 2003). RNA-dependentni RNA polymeraza (NS5B protein)
pak replikuje genom syntézou negativniho vlakna RNA, které posléze slouzi jako templat pro
syntézu pozitivniho vlakna RNA. Replikace a postranslatni modifikace se odehravaji
vV mistech bunééné membrany, kde diive doSlo k jejim zménam. Tato mista se vyznacuji
vyskytem virovych nestrukturdlnich proteinti a proteinti hostitelské buiiky a oznacuji se jako

replikacni komplex. Nova HCV RNA je obalena kapsidem v endoplazmatickém retikulu
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hostitelské bunky a cely nukleokapsid ziskava své obalové proteiny v Golgiho aparatu, kde
dochazi k maturaci. Nové vzniklé viriony jsou uvolnény do tésné blizkosti bun¢k exocytdézou

(Penin a kol., 2004).

2.5 Epidemiologie

Vzhledem k rtiznorodosti genotypi HCV a jejich specifickému rozsifené ve svété je
ziejmé, ze epidemiologie se ponékud lisi pro jednotlivé oblasti. Témér vzdy se da ale
konstatovat, Ze v jist¢é mife souvisi se socioekonomickou situaci daného obyvatelstva,
respektive populace. Zptisobu pienosu viru je hned nékolik. Pfed rokem 1986 kontrolni studie
pacientll s nové ziskanymi symptomy non-A non-B hepatitidy zjistily vyznamnou asociaci
mezi infekci jedince a jeho pllrocni historii tykajici se transfuze, intraven6znim uZzitim drog,
sexudlnim nebo domacim kontaktem Snemocnym, vysokym poctem sexualnich partner
a nizkou socidlné-ekonomickou trovni. Perkutanni vystaveni infekci, jako je transfuze krve
a krevnich derivati nebo transplantace organi a tkdni z nemocnych déarct a sdileni
kontaminovanych jehel mezi i. v. narkomany, je spojovano s nejvice u¢innym pifenosem
HCV. Skupinami s naprosto nejvyssi prevalenci anti-HCV dosahujici az 90 % jsou hemofilici,
podstupujici ¢etné transfuze krve, ve kterych se ¢asto nachazely nelé€itelné koncentrace viru
a také 1. v. narkomani. HCV je dnes jen zfidka pfendSen transfuzi, jelikoz se provadi testy
krve, které vylou¢i infikované darce. SouCasny odhad ziskéni infekce pii transfuzi se
pohybuje mezi 0,01 % az 0,001 %. Distribuce béZné rozpoznavanych rizikovych faktort
podle pacientd s akutni hepatitidou C je nasledujici: i. v. narkomani 43 %, sexualni riziko
15 %, transfuze 4 %, domaci prostiedi 3 %, povolani 4 %, jina vysoka rizika 30 %, neznama
rizika 1 % (Alter, 1997).

Parenteralni pfenos HCV je nejCastéjSim zplsobem pienosu a zaroven je to také
nejsnadnéjSi cesta. Mezi rizikové faktory parenterdlni infekce HCV patii: transfuze krve
a krevnich derivatl, i. v. narkomanie, dialyza, transplantace orgénu a chirurgické zakroky,
jaterni onemocnéni vyskytujici se v roding, postiZeni jater vlivem alkoholu, sexuélni kontakt,
profesionalni nakazy a pobyt v endemické oblasti. Muze také dochazet ke kombinaci nékolika
z vyse uvedenych rizikovych faktord. O sporadickou infekci se pak jedna ptiblizné v 12 % az

13 % piipadd. Nejvice infekénim materidlem je krev nemocného, dale pak také sliny, které
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mohou obsahovat virovou RNA. Pfenos slinami vSak nastdva pouze po jejich kontaktu s krvi,
naptiklad pti pokousani a podobné.
Vyskyt protilatek u pacientt stoupa s vékem, nerozliSuji se rozdily mezi pohlavimi ani

geografickymi oblastmi (Stransky, 1999).

2.5.1 Epidemiologie v CR

Zptisoby nakazy a pienosu viru hepatitidy C jsou v Ceské republice prakticky shodné
S cestami pfenosu (a epidemiologii celkove) ve svété. OvSem ve 20-25 % piipadi neni nikdy
objasnéno, jakému zrizikovych faktori byl nakazeny jedinec vystaven (Ehrmann
a Hilek, 2010). Kolisani po¢tu noveé nakazenych je zaznamenano v tabulce (Tab. 1) a nasledné
pak zobrazeno v grafu 1. Ten zobrazuje pocet nové nakazenych v obdobi od roku 2002 az do

roku 2011. V Ceské republice se prevalence genotypu 1b pohybuje kolem 75-80 %.

Tab. I: Pocet nove nakazenych v letech 2002-2011.

Rok na kI;;Z?\tVCh
2002 858
2003 846
2004 868
2005 844
2006 1022
2007 980
2008 974
2009 836
2010 709
2011 812
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Graf 1: Vyskyt poctu nové nakazenych jedincii v CR v obdobi let 2002-2011.
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Zdroj dat: http://www.szu.cz

2.6 Patogeneze

Virus hepatitidy C je celosvétov€ hlavni pfi¢inou chronickych jaternich nemoci.
Chronické hepatitida typu C je hlavnim divodem vyskytu cirhozy jater a hepatocelularniho
karcinomu av mnoha zemich jsou pravé tyto dva problémy pfi¢inou transplantace jater.
Infekce HCV je typicka svou nachylnosti k chronicité. Diky své genetické variabilité ma
HCV schopnost unikat imunitnimu systému hostitele. Infekce HCV neni piimo cytopaticka,
poskozeni jaternich bunck je zprostfedkovano imunitnimi mechanismy. Kofaktory, které
ovlivituji kone¢ny vysledek infekce, jako je ve€k, pohlavi a mnozstvi konzumovaného
alkoholu, jsou jen malo prozkoumany a jejich vliv na pribéh infekce neni zcela prokazan.
Ostatni faktory — imunologické a genetické — vSak hraji dileZitou roli. Vaznost jaterniho
poskozeni se pohybuje od asymptomatickych ptipadii s normalnimi vysledky jaternich testd
az po jiz zminéné piipady s vyskytem cirhozy a hepatocelularniho karcinomu (Boyer
a Marcellin, 2000).
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2.6.1 Mechanismy perzistence HCV

Kvalita bunééné imunitni odpovédi je rozhodujici pro eliminaci nebo naopak
perzistenci HCV v organismu. Dulezitou funkci v imunopatogenezi HCV maji CD4+
T-lymfocyty a jejich cytokiny se zanétlivymi a regula¢nimi funkcemi. Tyto T-lymfocyty se
diferencuji na dva typy pomocnych T-lymfocytu (Th lymfocyty), ato typy Thl a Th2. Thl
bunky produkuji interleukin 2 (IL-2) a interferon gama, coz jsou hlavni podnéty pro rozvoj
hostitelské antivirové imunitni odpovédi, véetné produkce cytotoxickych T-lymfocytid (CTL)
a aktivace NK bun¢k (natural killers; pfirozeni zabijeci). Naproti tomu Th2 bunky produkuji
interleukin 4 ainterleukin 10 (IL-4 a IL-10), které zvySuji produkci protilatek, zaroven ale
snizuji odpovéd” Thl lymfocyth. Tato nerovnovéha mezi obéma typy pomocnych
T-lymfocytd (Thl a Th2) je moznou pii¢inou neschopnosti organismu eliminovat infekci
HCV (Boyer a Marcellin, 2000).

Pacienti trpici akutni HCV infekci, u kterych doslo k samovolnému potlaceni infekce,
vykazovali silnou odpovéd Thl T-lymfocytl a slabou nebo dokonce zddnou odpovéd Th2
T-lymfocytid. Naopak pacienti, u kterych doSlo k chronickému rozvoji infekce, vykazovali
pievazné¢ odpovéd Th2 ajenom slabou odpovéd Thl T-lymfocyta (Gonzales-Peralta
akol., 1992). Tato pozorovani pak naznacuji, ze pusobeni Thl cytokind je stéZejni pro
ochranu organismu proti infekci HCV, zatimco produkce Th2 cytokintl, jeZ je preferovéna,
muze mit inhibi¢ni efekt na imunitni systém pacienta a tim padem umoziuje perzistenci HCV
infekce. Priméarni pfi¢iny této Casné imunitni odpovédi u akutni infekce nejsou znamy,
nicméné zména pomeéru téchto cytokini muze byt vyuzita pii 1é¢bé chronické hepatitidy
typu C.

Vyskyt infekce HCV byl prokazdn v mononukledrnich bunikach periferni krve,
v monocytech alymfocytech. Mimoto vSak byla detekovana zaporné nabita RNA
Vv hematopoetickych buiikach, zc¢ehoz plyne, ze replikace viru HCV je mozna
I v extrahepatalnim prostiedi, tedy mimo jatra (Lerat akol., 1996). Tento extrahepatalni
vyskyt infekce muze taktéz hrat svou roli v mechanizmu perzistence HCV v organizmu. Je
mozné, ze timto zpusobem dochazi ke zméné imunitniho systému nebo k preferenci infekce
jaternich bun¢k. Bunécny protein oznacovany jako CDS81 (ktery vaze virovy protein E2) je
exprimovan na povrchu nékolika typti bunék, véetné lymfocytt a hepatocytt, a je oznaCovan

jako receptor pro HCV (Pileri a kol., 1998).
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Produkce protilatek je kriticka pro neutralizaci volnych virovych ¢astic a pro prevenci
vstupu viru do hostitele. Studie ukazuji, Ze navzdory rozvoji nemoci v chronickou infekci,
dochazi v organismu k produkci neutralizacnich protilatek (Shimizu a kol., 1994). Nejvice
pravdépodobné vysvétleni pro netcinnost odpovédi protilatek proti HCV je rychly vznik
virovych mutaci. Tim virus zabrani plivodné vytvofenym neutralizaénim protilatkdm

Kk rozpoznani nové vzniklych epitopit mutovaného viru (Farci a kol., 1994).

2.6.2 Heterogenita HCV

Kromé vyse zminénych mechanizml perzistence viru hepatitidy C v organizmu je
dalsim dalezitym prvkem pro pieziti HCV jeho variabilita a heterogenita. Unik protilatkam
aodpovédi CTL je vysledkem mutaci v disledku vysoké wvariability HCV. Virova
RNA-dependentni RNA polymeraza je vysoce nachylna k produkci chyb a postrada
sebeopravnou funkci. Odhadovana frekvence spontannich nukleotidovych substituci je velmi
vysoka, piiblizng 102-10" substituci na nukleotid za rok. Diky tmto substitucim se v jedné
populaci vyskytuji heterogenni viriony lisici se nukleotidy o 1-9 % (Bukh akol., 1995).
Biologickym diisledkem vznikajicich mutaci je tedy tnik humorélni i buné¢né imunité, vznik
bunéénych tropismi (lymfotropismus, hepatotropismus) zapficinujicich selhavani vakcin
a taktéz rozvoj lékové rezistence. HCV se vyznacuje vysokou genetickou variabilitou,
pfedevSim v oblastech genomu kodujicich proteiny E2 a NS1. Tyto dvé oblasti se nazyvaji
hypervariabilni a oznacuji se HVR1 a HVR2 (Hijikata a kol., 1991; Weiner a kol., 1991).
Vysoka cetnost mutaci v téchto oblastech je vysledkem selektivniho tlaku hostitelského
imunitniho systému. Vznik neutralizacnich protilatek proti HCV je moZzny, ale extrémné
vysoky stupen variability HVR1 a HVR2 umoziuje selekci mutantt, proti nimz zatim nebyly
protilatky syntetizovany. Vse je jesté podpofeno vysokou rychlosti mnozeni viru v organizmu

hostitele, kde dochazi ke vzniku 10*°-10" virionii za den (Neumann a kol., 1998).
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2.7 Klinicky obraz onemocnéni

Klinicky obraz hepatitidy C muze byt pomérné rozlicny a pfi jeho studiu je nutno
pocitat s n¢kolika nevyhodami. Mezi né€ patii naptiklad obtizné zjisténi doby ziskani infekce,
asymptomaticky pribéh primarni infekce anakonec velmi pomaly rozvoj onemocnéni.
Ptiblizn€ v 75-80 % ptipadii infekce HCV dochazi k pfechodu z akutniho onemocnéni na
chronické. Mnozstvi pfipadi je ale ovlivnéno vékem, pohlavim, rasou a imunitni odpovédi. Je
tedy ziejmé, ze klinicky priibéh akutni a chronické infekce HCV se bude také ponckud lisit
(Sarin a Kumar, 2012).

2.7.1 Akutni infekce HCV

Akutni infekce HCV byva jen ojedinéle diagnostikovdna, ato zejména proto, Ze
prabéh akutni infekce HCV je u vétSiny piipadii bezptiznakovy. Infekci Ize oznacit za akutni
v pripad¢, ze v dobé jejich klinickych pfiznakd byla stanovena doba nakazeni v prubéhu
poslednich Sesti mésicti. O akutni infekci se jednd v méné neZ 15 % ptipadli nové vzniklych
infekci a ptiblizné u 20-30 % ptipadii akutni infekce dospélych dojde pozdéji k prechodu do
jeji chronické formy. Prvni z detekovatelnych pfiznaki se za¢inaji objevovat piiblizné 3 az 12
tydnd po vystaveni infekci. Mezi jedny z prvnich symptomt se fadi nevolnost, slabost,
nechutenstvi a zZloutenka. Mezi dalsi privodni jevy onemocnéni patii zejména nespecifické
pfiznaky, nevyskytuji se ani extrahepatalni pfiznaky, jako tomu je v pfipadé¢ podobné
hepatitidy typu B. I pti mozné absenci vizualnich ptiznakl je vSak typické zvySeni hladiny
sérové alanin aminotransferazy (ALT) 2 az 8 tydni po infekci. Jedna se o enzym bézné se
vyskytujici v jatrech a jeho stanoveni je zakladnim diagnostickym vySetienim pro zhodnoceni
zdravotniho stavu jater. Hladina tohoto enzymu se v ptipad¢ akutni infekce HCV muze zvysit
az desetinasobné oproti horni hranici normdlniho stavu. V piipad€ akutni infekce je dale
mozné detekovat HCV RNA v séru pacienta a to pfiblizn€ 1 az 2 tydny po vystaveni infekci.
Hladina HCV RNA vyrazné stoupa v prvnich nékolika tydnech po infekci ajeji hodnoty
vrcholi v rozmezi 10° a 10" 1U/ml v dobg, kdy se zagina zvy3ovat hladina ALT a zaGinaji se

objevovat priznaky (Ehrmann a Hulek, 2010; Thimme a kol., 2001).
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2.71.2 Chronicka infekce HCV

Za chronickou infekci jsou povazovany vSechny pifipady pienosu, ke kterym doslo
diive nez pted Sesti mésici od klinickych projevii nemoci. Chronicka virova hepatitida je
mnohem cast¢j$i variantou onemocnéni nez jeji akutni forma. Taktéz u chronické infekce
HCV jsou jeji klinické ptiznaky zcela nespecifické, velmi ¢asto dokonce zadné, a pouhou
nahodou dojde k odhaleni infekce pfi jinych obtizich. Viditelny projev pifiznaku pak nastiava
v pokroc¢ilejsich  stadiich nemoci, kdy dochdzi kcirhdze jater nebo ke vzniku
hepatocelularniho karcinomu. Pfirozeny pribéh nelécené infekce neni zcela znam, predevsim
diky véasné zahajovanym antivirovym léébam (Ehrmann a Hulek, 2010). Mira rozvoje
chronické infekce je ovliviiovana mnoha faktory. Patii mezi né€ napiiklad vék v ¢ase nakazeni,
pohlavi, etnicka pfisluSnost a vyvoj zloutenky v dobé akutni faze infekce. V mensi mife se
objevuje chronicka infekce u jedinci do 25 let (piiblizné 56 %), u jedinci starSich 25 let dojde
k rozvoji chronické infekce ptiblizné v 87 % ptipadi (Bellentani a Tiribelli, 2001). Co se
pohlavi tyka, chronickou infekci HCV trpi méné Zeny, obzvlasté v mladém ve&ku. Z etnického
hlediska jsou k chronicit¢ HCV vice nachylni Afroameri¢ané, na druhou stranu mensi vyskyt
chronicity byl prokazan u jedinct, u kterych doslo k projevu ptiznaki a vzniku Zloutenky jiz
v akutni fazi infekce. Dal§im vyznamnym faktorem ovliviujicim infekci HCV jsou genetické
predispozice hostitelského organizmu. Genetickd modifikace hostitele totiz ovliviiuje
heterogenitu clearance mezi jedinci. Varianty genil, které jsou zahrnuty v imunitni odpovédi,
jsou spojovany s vyslednou akutni infekci HCV ana jejich zakladé je ovliviiovana sila

a kvalita imunitni odpovédi jedince (Sarin a Kumar, 2012).

2.8 Laboratorni diagnostika

Metody k detekci infekce HCV se vétSinou déli na sérologické metody, kdy se v séru
pacienta detekuje ptimo pfitomnost protilatek k HCV, tedy anti-HCV; druhou moznosti ke
zjisténi infekce v organismu jsou metody molekularné genetické, jimiZ je mozno detekovat

samotnou virovou nukleovou kyselinu - HCV RNA (Ehrmann a Hulek, 2010).
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2.8.1 Sérologicke detekcni metody

Ptitomnost protilatek anti-HCV u nemocného je dikazem kontaktu jedince s HCV.
Anti-HCV protilatky nejsou neutralizacniho charakteru, jejich piitomnost tedy nevyvolava
naslednou imunitu organismu. Ve zna¢né mife protilatky pretrvavaji u pacientd uspé$né
vyléCenych protivirovou terapii astejné tak 1 u pacientl, u kterych dosSlo ke spontanni
eliminaci viru. Protilatky se nejcastéji detekuji metodou EIA (enzymova imunoanalyza), jejiz
specificita i senzitivita se pohybuji kolem 98 %. Pfi enzymové imunoanalyze jsou K vazbé na
stény mikrotitra¢ni desti¢ky pouzity rekombinantni antigeny. Protilatky se navazi na antigeny
a jejich piitomnost je pak prokazana vazbou sekundarnich protilatek, které jsou znacené
enzymem. Tento enzym Kkatalyzuje rozklad pfitomného substratu na barevny produkt a tim je
vizualizovana pfitomnost protilatek. Pouha detekce protilatek ke stanoveni ptitomnosti HCV
v organizmu ale neni dostacujici (Ehrmann a Hulek, 2010; Chavaliez, 2011). Pii akutni
infekci nemusi byt anti-HCV detekovatelné u vSech pacientti, i kdyz hladiny ALT jsou
zvySené. Detekce anti-HCV je pak mozna az o nékolik tydnt pozdé€ji (Puoti a kol., 1992).
Navic u pacientii s potlacenou funkci imunity (napiiklad pacienti s koinfekci HIV) je hladina
anti-HCV nedetekovatelna po celou dobu infekce HCV (Marcellin a kol., 1994).

Pro detekci anti-HCV je kdispozici fada antigend odvozenych z proteinu
nukleokapsidu nebo z nékolika nestrukturdlnich proteinti (NS3, NS4 aNS5). Zadny
z komer¢né dostupnych testi ale neobsahuje antigeny odvozené z celého genomu, coZ zvysuje
moznost, Ze sérum obsahujici pouze uzké spektrum antivirovych specifik poskytne falesné
negativni vysledky. Genomicka variabilita je pak problémem pfi detekci, kdy protilatky

ziskané proti jednomu z genotypti nemusi reagovat s genotypem jinym (Irving, 2002).

2.8.2 Molekularni biologie a hepatitida C

Molekularné genetickymi metodami 1ze prokazat pfitomnost virové nukleové kyseliny
ptimo ze séra (nebo tkang) infikovaného jedince. Ke kvantitativnimu stanoveni viremie je
V soucasnosti pouzivana mezinarodni jednotka (IU) Vjednom mililitru séra (1U/ml).
Nejrozsitengjsi metodou k amplifikaci virové nukleové kyseliny je v dneSni dobé PCR
(polymerazova fetézova reakce; Polymerase Chain Reaction). Pritomnost HCV RNA

v periferni krvi je spolehlivym markerem virové replikace. HCV RNA mize byt detekovéana
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jeden az tfi tydny po infekci, coz je pfiblizné jeden mésic pied objevenim anti-HCV
protilatek. Molekularn¢ genetickymi metodami lze kromé kvantitativniho stanoveni provést
zaroven i genotypizaci virové nukleové kyseliny (Ehrmann a Hulek, 2010; Pawlotsky, 2002).
Technika real-time PCR (PCR v redlném c¢ase) ma Siroky dynamicky rozsah v kvantifikaci,
navic je citliveéjsi nez klasicka technika PCR. Tyto metody svym uspofaddnim minimalizuji
falesné pozitivni vysledky zptisobené zejména kontaminaci amplikonem z piedchozich analyz
a mohou byt i pln¢ automatizovany. Z téchto divodd je real-time PCR preferenéné pouzivana
pro detekci HCV RNA v klinické praxi (Chavaliez, 2011).
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3 PRAKTICKA CAST
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3.1 Cil prace

Vypracovat teoretickou praci o vyznamu hepatitidy C a metodach laboratorni
diagnostiky. Praktické seznameni se zakladnimi laboratornimi metodami z oblasti
molekularni biologie. Ovéfeni metody pro urCeni genotypi HCV analyzou péti vzorkt

pacientt V Laboratoti molekularni biologie Fakultni nemocnice Olomouc.
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3.2 Material a metodika

3.2.1 Pristroje a pomiicky

Pro provedeni praktické ¢asti byly v jednotlivych krocich pouzity nasledujici pfistroje

a pomticky.

Pro izolaci HCV RNA:
e Laminarni box MSC 12, Jouan, Francie
e Centrifuga BR4i, Jouan, Francie
o Vortex UNIMAG-ZX3, UniEquip, Némecko
e Mikropipety 2-20 ul (20-200 ul), Autoclavable Nichipet, NICHIRYO,
Japonsko
e Mikropipeta 100-1000 ul, Hamilton, Svycarsko
¢ 1,5ml mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko
e Centrifuga¢ni kolonky, GeneProof, Ceska republika
e 2ml sbérné zkumavky, GeneProof, Ceska republika

e Spicky, Eppendorf, Némecko

Pro provedeni RT-PCR:
e Termocyklér CFX 96, Bio-Rad, USA
e Software Bio-Rad CFX Manager 2.1, BioRad, USA
e Pocitac
e Centrifuga BR4i, Jouan, Francie
e Vortex UNIMAG-ZX3, UniEquip, Némecko
e Mikropipeta 0,1-2 ul TIPOR-V+, Orange Scientific, Belgie
e Mikropipeta 2-20 ul (20-200 pul), Autoclavable Nichipet, NICHIRYO,
Japonsko
e Mikropipeta 100-1000 ul, Hamilton, Svycarsko
¢ 1,5ml mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko

e Spicky, Eppendorf, Némecko
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Pro provedeni reverzni hybridizace:

e Tiepacka Wellmix, Ani Labsystems Ltd., Finsko

e Termostat M, MLW

e Mikropipeta 2-20 ul (20-200 pul), Autoclavable Nichipet, NICHIRYO,
Japonsko

e Teplomér

e Hybridiza¢ni prouzky, NLM diagnostici, Italie

e Plastova vani¢ka, NLM diagnostici, Italie

e Interpretaéni karticka, NLM diagnostici, Italie

e Mikropipeta 100-1000 pl, Hamilton, Svycarsko

e Spicky, Eppendorf, Némecko

3.2.2 Chemikalie

Pro izolaci virové nukleové kyseliny byl pouzit izola¢ni kit od firmy GeneProof

s oznac¢enim ,,PathogenFree RNA isolation kit Cat. No. IRNAO50“. Obsahem tohoto kitu jsou
nasledujici chemikalie:

e lyzaéni pufr RAV1

e promyvaci pufr RAW

e promyvaci pufr RAV3 (koncentrat)

e RNase-free voda

e clucni pufr RE

e lyofilizovany RNA nosi¢

Dalsi chemikalii nutnou k izolaci HCV RNA je 96% etanol.

Vsechny komponenty kitu lze skladovat pii pokojové teploté (20-25 °C) po dobu
maximalné jednoho roku; lyza¢ni pufr RAV1 s nosi¢em RNA lze skladovat 1-2 tydny pfi
pokojové teploté, po tuto dobu nedochazi ke vzniku precipitatu, skladovani pfi teploté 4 °C je
mozné po dobu Ctyf tydnl a pro dlouhodobé uchovani se doporucuje zamrazeni pii teploté
-20 °C. Dojde-li ke vzniku precipitatu, je nutné jej odstranit zahtatim na teplotu 40-60 °C na

dobu maximalné pét minut; zahtati se nedoporucuje provadet vice jak 4x. Promyvaci pufr
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RAV3 s etanolem lze skladovat pti pokojové teplote (20-25 °C) po dobu maximaln¢ jednoho
roku.

Pfed samotnou izolaci je nutné rozpustit lyofilizovany RNA nosi¢ v 1 ml lyza¢niho
pufru RAV1 atuto smés nasledné vratit do pivodni lahvicky s RAV1. Dojde-li vsak pfi
reakci ke vzniku precipitatu, je nutné jej pfed samotnou izolaci odstranit. Dal§im krokem pted
izolaci je smichani 12,5 ml koncentrovaného pufru RAV3 s 50 ml 96% etanolu a v neposledni
fad¢ je tieba predehiat RNase-free vodu na teplotu 70 °C.

Izolace se provadi z biologického materialu pacientt:

e plné krev
e sérum
e plazma

V nasem piipadé¢ byly pouzity sérové vzorky pacientl s jiz urCenym genotypem, které
byly zamrazeny na -70 °C.

Pted pouzitim je vhodné vzorky vytemperovat na laboratorni teplotu, promichat na
vortexu a kratce stocit na centrifuze. Uchovani vzorku plné krve je mozné po dobu maximalné
6 hodin pfi teploté 2-25 °C; sérum nebo plazmu je mozné uchovat po dobu maximalnég tii dnd
pfti teploté 2-8 °C, v pfipadé delsiho uchovani je mozné vzorky séra a plazmy zamrazit na
teplotu niz§i nez -70 °C; zamrazeni a rozmrazeni vzorkd je mozné provést v kazdém ptipadé
maximalné 3x.

Pro reverzni transkripci a PCR byl pouzit ,,RT-PCR mix for kit GEN-C* firmy NLM
diagnostici, kat. ¢islo AC032. Soupravu je nutné uchovavat v mrazicim boxu pii teploté

-20 °C. Soucasti kitu jsou nasledujici chemikalie:

e HCV-RT MIX

o Tris HCI
o MqgCl;
o DTT

o dNTPs < 0,006 %
o sense primer < 0,002 %

o antisense primer < 0,003 %
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e ribonukleazovy inhibitor (40U/ul)

o HEPES-KOH
o KCI

o DTT

o Glycerol

e reverzni transkriptaza (200U/ul)

o Tris HCI
o NaCl

o EDTA

o DTT

o Nonidet
o Glycerol

e DNA polymeraza

Pfi pfipravé mixu je nutné pracovat s reagenciemi i s RNA vzorky na ledu. Pro jeden
vzorek se do zkumavky pipetuje HCV MIX o objemu 32,6 ul; déle ribonukleazovy inhibitor
1,2 ul; reverzni transkriptaza 0,6 ul a DNA polymeraza o objemu 0,6 pul. PCR mix se
ptipravuje vzdy pro dany pocet reakci zvétseny o jednu. Do kazdé oznacené PCR zkumavky
se pipetuje PCR mix o objemu 35 pl anasledné se pfida 25 pl izolovaného vzorku RNA,
smés se musi opatrné promichat. Takto pfipravené vzorky se vlozi do termocykléru a spusti se
vhodny program.

Pro reverzni hybridizaci se pouziva souprava ,,GEN-C Reverse Hybridization Strip
Assay“ od firmy NLM dignostici, kat. ¢islo AC004. Soupravu je nutno uchovavat v lednici.

Souprava pro reverzni hybridizaci obsahuje nasledujici chemikalie:

e denaturacni roztok
e hybridizaéni pufr

e promyvaci roztok A
e promyvaci roztok B

e konjugat
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e substrat

Pfed genotypizaci je nutno vytemperovat vodni lazen i termostat na teplotu 45 °C.

3.2.3 Izolace HCV RNA

vvvvvv

muze byt velmi snadno rozlozena vSudypifitomnymi RNazami, je tedy nutné pii izolaci
genomové RNA zajistit ochranu pied jejim rozkladem. RNazy jsou velmi stabilni enzymy,
které odolavaji velkému mnozZstvi chemickych ¢inidel a jsou také odolné teplotnim zméndm.
Nejcastéji pouzivany inhibitor RNaz je guanidin thiokyanat (GTC) (Ruazickova, 2005).
Samotna izolace HCV RNA byla provedena niZe popsanym zptisobem.

Ke 150 pl vzorku se napipetuje 600 ul pufru RAVI. Smés se promicha, vortexuje
a inkubuje 5 minut pfi teploté 70 °C. Pokud zlstane roztok zakaleny, musi se centrifugovat po
dobu 1 minuty pfi 11.000 X g a vznikly supernatant je nutné odstranit. Déle se ke smési ptfida
600 pul 96% etanolu, vse se vortexuje a kratce stoc¢i. 700 pl z takto upraveného lyzovaného
vzorku se pfenese na kolonku, ktera je vlozena ve sbérn¢ zkumavce. Nasleduje centrifugace
po dobu 1 minuty a pietizeni 8.000 x g. Kolonky se pfenesou do novych sbérnych zkumavek
a zbytek lyzovaného roztoku se ptenese na kolonku. Opét se provede centrifugace po dobu 1
minuty pii pretizeni 8.000 X g a kolonky se musi opé€t pienést do novych sbérnych zkumavek.
Na kolonku se nanese 500 ul RAW pufru a centrifuguje se pti 8.000 x g po dobu jedné
minuty. Obsah sbérnych zkumavek se vylije, na kolonku se nanese 600 ul RAV3 pufru
a provede se centrifugace za stejnych podminek (8.000 x g po dobu jedné minuty). Sbérné
zkumavky i s obsahem se vyhodi, kolonky se vlozi do novych sbérnych zkumavek a piida se
200 ul RAV3 pufru. Aby doslo ke kompletnimu odstranéni pufru z kolonky, je nutné provést
centrifugaci, tentokrat pfii pretizeni 11.000 X g po dobu 2-5 minut. Kolonka se nasledn¢ vlozi
do nové 1,5ml mikrozkumavky Eppendorf, na kolonku se nanese RNase-free voda predehrata
na 70 °C avse se necha inkubovat 1-2 minuty. Na zavér se provede centrifugace, ktera trva
1 minutu pii pietizeni 11.000 x g (User Manual, PathogenFree RNA Isolation Kit,
GeneProof). Izolovana HCV RNA zustane na dn¢ mikrozkumavky a pouzije se Kk nasledné
RT-PCR.
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3.2.4 PCR a RT-PCR

PCR (polymerazova tetézova reakce; Polymerase Chain Reaction) jako takova byla
zavedena jako metoda molekularni biologie Kary B. Mullisem v roce 1985. Mezi jeji hlavni
vyhody patii to, ze umoznuje amplifikaci DNA, aniz by musela byt pfedem klonovana ve
vektorech. PCR vychazi ze zakladniho molekularniho mechanismu vSech Zivych organismu —
je zalozena na replikaci nukleovych kyselin. Ve své podstaté dochazi pti PCR k syntéze
novych fetézci konkrétnich usekli dvouvlaknové DNA, ato piicyklicky se opakujicich
enzymovych syntézach. Prostfednictvim DNA polymerazy dochazi k syntéze novych vlaken
DNA ve sméru 5° — 3. Useky, jeZ jsou syntetizovany pifi reakci, jsou vymezeny vazbou
dvou primeru. Ty se vazi na protilehla vlakna DNA tak, aby jejich 3’-konce byly
nasmérovany proti sobe. V reakéni smési je pfitomnd DNA polymeraza a volné nukleotidy.
DNA polymeraza pak na volné 3’-OH konce primert piidava nukleotidy komplementarné
k templatovému vlaknu. K syntéze dochazi na obou matricovych vlaknech zaroven, ale
v opacénych smérech. Jelikoz PCR probiha za vysokych teplot, je nutné, aby pouzita DNA
polymeraza (popiipadé jiné enzymy) byla termostabilni. Pro syntézu DNA pomoci PCR se
tedy pouzivaji termostabilni polymerdzy plivodné¢ se vyskytujici v termofilnich
mikroorganismech. Naptiklad Tag DNA polymerdza vyznacujici se DNA-dependentni DNA
polymerazovou aktivitou, kterd odolavd denatura¢nim teplotim DNA, byla izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. Timto zpusobem je zajisténo, aby k syntéze DNA dochazelo
opakované ve form¢ cykli. Kazdy z cyklu je sestaven ze tii po sob¢€ nésledujicich krok, které
jsou zavislé na teploté reakéni smési. Jedna se tedy o tfi odliSné d€je majici specifické naroky
na teplotu. Prvnim krokem je v béZzné PCR denaturace dvoufetézcovych molekul DNA pfti
teplot¢ 94 °C, druhym krokem je pfipojeni primert k jiz oddélenym jednovlaknovym
fetézcim DNA pfi teploté 30-65 °C a poslednim, tfetim krokem je vlastni syntéza novych
molekul DNA prostfednictvim DNA-polymerazy za teploty 65-75 °C. Reakce PCR probihaji
V zafizeni zvaném termocyklér. Jedna se o pfistroj, kde se teplota cykli méni v ¢asovych
intervalech zcela automaticky. Opakovanim cykli se exponencialné zvySuje mnozstvi kopii
ptvodni DNA, kdy dochazi ke vzniku 2" kopii, kdy ,,n“ je rovno poctu cykli. Takovym
zpusobem je mozné pii 32 cyklech ziskat az jednu miliardu kopii ptivodni DNA (Pantacek
a Doskar, 2005).

Pro amplifikaci nukleové kyseliny HCV se vSak pouzivd modifikace PCR, ato

tzv. PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR). Reverzni transkripce (RT) je nutna z toho
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diavodu, ze genomem HCV neni dvouvldknova DNA, ale jednovldknova RNA. Ta nemize
slouzit jako templat, je tedy nutné ji nejprve pievést do CDNA (komplementarni DNA), a to
za pomoci retrovirové reverzni transkriptazy (izolované napiiklad z AMV - Avian
myeloblastosis virus). Jako alternativu k reverzni transkriptaze je mozné pouzit i termostabilni
Tth DNA polymerazu izolovanou z Thermus thermophilus. Tato polymeraza je v pfitomnosti
manganatych iontt (M n2+) schopnd RNA-dependentni DNA polymerdzové aktivity a uc¢inné
a specificky pifevadi RNA na DNA pii teploté¢ 72 °C. K iniciaci RT-PCR se bé&zné pouziva
oligo(dT)-primer. Jelikoz ale HCV RNA neni polyadenylovéana, rozeznava tento primer
nahodné hexanukleotidy na konci RNA a z tohoto mista za¢ina syntéza. Nasledna amplifikace
cDNA pak probihd stejnym postupem, ktery byl popsan vyse, 1ii se pouze teplotnim profilem
jednotlivych krokt a ivodni reverzni transkripci (Panticek a Doskat, 2005). Vazba primert
pro reverzni transkripci se odehrava pfi teploté 37 °C po dobu 45 minut, nasleduje samotna
reverzni transkripce za ucasti reverzni transkriptazy a vznik cDNA. Pti teploté 94 °C po dobu
5 minut pak dochazi k pocate¢ni denaturaci komplexu RNA a cDNA. Pii stejné teploté po
dobu 30 sekund probiha denaturace cDNA, na ni navazuje ,,annealing* (pfipojeni primert) za
teploty 50 °C po dobu 30 sekund a nakonec elongace fetézce DNA probiha pfi teploté 72 °C
v prubéhu 45 sekund. Posledni tii kroky jsou v piipadé¢ amplifikace HCV RNA opakovany
45X, finalnim krokem probihajicim v termocykléru je ochlazeni amplikonti na 4° C, coz je
teplota, pfi niz lze produkty PCR uchovavat, nasleduje-li jejich pouziti pro genotypizaci
tentyZ den. V piipad€ delSiho uchovani produktd RT-PCR je nutné jejich ulozeni pfi teploté
-20 °C. Schéma RT-PCR je znadzornéno na obrazku 3 (Obr. 3). V prabéhu toho kroku dochézi
k amplifikaci neptekladané oblasti na 5’-konci genomu (5’-UTR). Tato oblast je dulezita pro
urceni genotyptit HCV. Jedna se o velice konzervativni oblast genomu, ale na druhou stranu se
Vv ni vyskytuji specifické, dobfe popsané polymorfizmy, na jejichz zékladé¢ 1ze ur¢it, o jaky typ
HCV se jedna (User manual, RT-PCR mix for GEN-C kit (AC004), NLM diagnostici).
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3.2.5 Reverzni hybridizace

Zakladnim materidlem pro metodu reverzni hybridizace byla v nasem pfipadé
extrahumanni RNA, izolovana ze séra pacienta aamplifikovana pomoci RT-PCR. Pri
RT-PCR jsou primery znaceny biotinem a jsou komplementarni k 5’UTR oblasti, ktera je
nepiekladana anachazi se na 5’-konci genomu. Virova RNA, jez byla amplifikovana
v RT-PCR, nasledné hybridizuje jiz v podobé DNA se sondami. Ty jsou Vv paralelnich liniich
pfichyceny k membrané. Detekce hybridizovanych sekvenci se pak provadi streptavidinem
navazanym na alkalickou fosfatazu. Alkalicka fosfataza pak rozklada pfitomny substrat za
vzniku specifického zbarveni membrany v mistech, kde jsou navazany sondy. Genotypizace
HCV je omezena na takové genotypy HCV, pro které jsou sondy komeréné dostupné, a které
jsou soucasné klinicky relevantni. (Razickova, 2005).

Genotypizaci pomoci GEN-C Reverse Hybridization Strip Assay je mozné
identifikovat genotypy la-1c, 2a-2d, 3a-3f, 4a-4k, 5a, 6a, 10a.

Samotna hybridizace probihd pfi teplot€¢ 45 °C. Je tedy nutné piipravit tfepacku
svodni lazni a to tak, aby hladina vody sahala piiblizné do poloviny vysky plastového
stojanku. Vodni lazen je nutné vytemperovat na 45 °C + 5 °C. Dale je nutné piedehiat
hybridizaéni pufr a promyvaci roztok A na teplotu 45 °C, aby doslo k rozpusténi precipitatu.
Do kazdé linie stojanku se napipetuje 30 ul denaturaniho roztoku a néasledné se do této kapky
pfida 30 pl amplifikacniho produktu a smés se propipetuje. Roztok se po ptidavku vzorku
zabarvi modre. Smés se inkubuje 5 minut pii pokojové teploté. Nasledné se do kazdé linie
stojanku ptida 1 ml hybridiza¢niho pufru pfedehiatého na 45 °C. Smés se jemné promicha
a modré zabarveni se vytrati. Pfi pfidavani hybridiza¢niho pufru je nutné pouZzit pro kazdou
linii novou $picku pipety, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky. Pro kazdy vzorek se
vyjme jeden strip ze soupravy. Vyjmuti je nutné provadét v rukavicich a €istou pinzetou,
kazdy strip se pak oznaci obycejnou tuzkou avloZi se oznaCenou stranou nahoru do
odpovidajici linie a je nutné jej cely potopit. Prouzky se inkubuji 30 minut ve vodni ladzni
0 teploté 45 °C za stalého promichavani.

Nasledujicim krokem je promyvani prouzkd, které také probiha pfi teploté 45 °C. Po
ukonceni hybridizace se stojdnek vyjme z vodni lazné a z kazdé linie stojanku se opatrné
odsaje zbyly roztok pipetou. Do kazdé¢ linie se piida 1 ml promyvaciho roztoku A o teploté
45 °C akratce se stripy oplachnou. Roztok se odsaje a znovu se pfidd promyvaci roztok A

0 stejné teploté¢ do kazdé linie. Prouzky s promyvacim roztokem A se inkubuji po dobu
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15 minut na vodni lazni o teploté 45 °C, vzorky je nutné stale protiepavat na tiepacce
rychlosti piiblizné 50 rpm. Roztok se odstrani pipetou, do tietice se pfida 1 ml promyvaciho
roztoku A piredehiatého na 45 °C a opét se provede inkubace po dobu 15 minut na tfepaéce ve
vodni lazni o teploté 45 °C. Nakonec je z kazdé linie promyvaci roztok A odstranén pipetou.

Poslednim krokem reverzni hybridizace je vyvolani zbarveni prouzkt na stripech. To
se provadi pii pokojové teploté a za stalého promichavani. Do kazd¢ linie se stripem se piida
1 ml konjugatu a s nim se stripy inkubuji 15 minut pii pokojové teploté. Konjugat se odstrani
a prida se 1 ml promyvaciho roztoku B. Prouzky se promyji, roztok se odstrani a opét se ptida
1 ml promyvaciho roztoku B. Nyni vSak stimto roztokem probéhne inkubace po dobu
5 minut za pokojové teploty na ttepacce (piiblizné 50 rpm). Roztok se odstrani a opét se piida
stejné mnozstvi promyvaciho roztoku B, opét probéhne inkubace po dobu 5 minut za
pokojové teploty. Poté, co je promyvaci roztok odstranén, je ke stripim ptidan 1 ml roztoku
vyvijejiciho zbarveni prouzkii (substratu). Stimto roztokem je nutné stripy inkubovat
15 minut pfi pokojové teploté¢ ve tmé za stalého promichavani. Nakonec je reakce zastavena
odstranénim roztoku a oplachnutim stripti v destilované vod¢, stripy se nechaji uschnout
V temnu na savém papire.

Vyhodnoceni nabarvenych stripti a uréeni genotypi se provadi porovnanim poctu
a polohy prouzkii na stripu s transparentni dekodovaci kartou z kitu a vyhodnocenim dle
interpretacni tabulky v navodu vyrobce (klasifikace podle Simmondse, genotypy la-1c, 2a-2d,
3a-3f, 4a-4k, 5a, 6a, 10a.). Kontrola kvality je pro kazdy vzorek monitorovana kontrolnimi
prouzky na kazdém stripu (User manual, GEN-C Reverse Hybridization strip assay, NLM

diagnostici).

40



3.3 Vysledky

Po reverzni hybridizaci, kterd se provadi vySe uvedenym zptisobem na specialnich
membranovych prouzcich s navdzanymi sondami, se na jednotlivych stripech zabarvi ta mista,
na ktera byly specificky navazany fragmenty virové RNA daného genotypu. Vysledné stripy,
na kterych jsem metodu ovéfovala, jsou zobrazeny na obrazku 4 (Obr. 4). Metoda byla
oveéfovana na péti stripech, které jsou v nasledujicim textu oznacovany malymi pismeny a-€.
Pro uréeni genotypti podle vzniklych barevnych prouzk na stripech je nejprve nutné
ocislovat jednotlivé prouzky, a to podle dekodovaci karticky, kterd je soucasti soupravy pro
reverzni hybridizaci a je zobrazena na obrazku 5 (Obr.5). Dekodovaci karticka je prihledna a
je na ni zobrazen vzor prouzki, které jsou opatieny Cisly. Po pfiloZeni stripu k této kartiCce
tak, aby byly v jedné linii jak ¢ervena, tak modra znacka stripu a karti¢ky, je mozné kazdému
prouzku piifadit ¢islo. Cisla pfifazena danym stripim a-e jsou zaznamenana v tabulce Il
(Tab. 1I). Poté, co jsou jednotlivym znakam ptifazena Cisla podle dekddovaci karticky, se
tato Cisla vyhledaji v interpreta¢ni tabulce. V té jsou uvedeny vSechny kombinace Cisel
odpovidajici danym genotyptim. Napiiklad genotypy urcené v priibéhu praktické €asti jako
1b, se vyznacuji Cisly prouzki 1, 2 a 5. Interpretacni tabulka je zobrazena na obrazku 6
(Obr.6).

Tab. II: Cisla prouzkii na stripech odectend z dekédovaci karticky po provedeni reverzni
hybridizace a urcené genotypy podle interpretacni tabulky na zdkladé predem
identifikovanych cisel prouzkii.

Strip a b c d e
Cisla 1,2,4 1,2,5 1,2,5 1,2,5 11, 12, 13
Genotyp la 1b 1b 1b 3a

V Ceské Republice je nejvyssi prevalence genotypu 1b, a to piiblizng 75-80 %. Stejné

tak vétsina z ovéfenych vzorki odpovidala pravé tomuto genotypu.
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Obr. 4: Vysledné stripy se zabarvenymi prouzky po provedeni reverzni hybridizace.

a) genotyp 1a; b) genotyp 1b; c) genotyp 1b; d) genotyp 1b; e) genotyp 3a
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Obr. 5: Ndkres dekédovaci karticky. PouzZiva se pro ocislovani prouzkii vzniklych v priibéhu
reverzni hybridizace na stripech. Do levé casti se prilozZi strip tak, aby si odpovidaly
modré a cervené znacky. Ze vzoru, ktery je zobrazen na pravé strané, se odectou

cisla jednotlivych prouzkii stripu. Prouzky jsou cislovany 1-18 od shora dolu.
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Obr. 6: Interpretacni tabulka k urceni genotypii na zdklade prirazeni cisel prouzkim na

stripech. NLM diagnostici, /tdlie.
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3.4 Diskuze

Vsechny kroky metody pro genotypizaci HCV (izolace, amplifikace a reverzni
hybridizace) byly provadény ru¢né. Metody nejsou plné€ automatizovany, coz plyne zejména
Z pouzitého postupu, dostupného pfistrojového vybaveni a poctu vySetfovanych vzorki.
V prabéhu praktické ¢asti nedoslo k zddnym komplikacim. I kdyZ mnozstvi izolovan¢ HCV
RNA nebylo nijak méteno, dikazem uspésné izolace patogenni RNA byla jeji nésledna
amplifikace pomoci RT-PCR, které je schopna amplifikovat pozadovany fragment nukleové
kyseliny jiz pfi jeho minimalnim mnozstvi. Oba kroky tedy probéhly podle ptedpokladi.
Vysledky byly porovnany se vzorky, které byly typizovany piredem v béZném provozu
laboratoie a ve vSech pfipadech byla pozorovana shoda. Nedoslo ani ke kontaminaci vzorkl
mezi sebou ani ke kontaminaci z jiného externiho zdroje, Ize tedy tvrdit, Ze genotypizace byla
provedena spravné a presné. Na péti vzorcich o pfedem znamém genotypu viru hepatitidy C
byla ovétena funkénost metody. Ta se v tomto ptipadé jevi jako 100%, avsak V literatuie je
uvadéna spolehlivost pfiblizné 98 %, a to zejména z dlivodu vysoké heterogenity viru, kterou
je schopen ziskat velice rychle. Tato heterogenita pak nemusi byt v pribéhu klinickych testt
zaznamenana, jelikoZ souprava pro reverzni hybridizaci je schopna detekovat pouze nékteré
z genotypt. Konkrétné se jedna o genotypy la-1c, 2a-2d, 3a-3f, 4a-4k, 5a, 6a, 10a. Za
predpokladu pfitomnosti jiného nez vysSe uvedeného genotypu pak mohou testy poskytovat

fale$né€ negativni vysledky.
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4 ZAVER

Samotna genotypizace je nutnym klinickym vySetienim, doporu¢ovanym odbornymi
autoritami zejména na pocatku terapie chronické virové hepatitidy C, které by méli pacienti
trpici hepatitidou C podstoupit a to z divodu rozdilnych reakci odliSnych genotypi na
soucasnou lécbu pegylovanym interferonem-o a ribavirinem. Rzné genotypy reaguji na
1é¢bu jinak citliveé, z toho divodu se na zakladé genotypu viru urcuje jak délka 1é¢by pacienta,
tak davka 1éku, kterda mu bude po tuto dobu podavana. Efektivita 1écby vSak neni zavisla
pouze na genotypu viru, ktery je pfitomen v organismu pacienta, ale také na genové
determinaci pacienta samotného. V lidském genu pro interleukin 28B se vyskytuji
jednonukleotidové polymorfizmy, které taktéz ovliviiuji, do jaké miry bude lécba pacienta

uspeésna.
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ALT
Anti-HCV
cDNA
CTL
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EIA
ER
GAG
GTC
HCV RNA
HCV
HEPES
HIV
HVR
IL
IRES
kb

LDL
MAPK
mMRNA
PCR
PKA
RNA
RNéza
RT
RT-PCR
Th
TMD

6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Alanin aminotransferdza

Protilatky proti HCV

Komplementarni DNA

Cytotoxické T-lymfocyty
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxynukleotidtrifosfat

Dithiothreitol

Etylendiamin tetraoctova kyselina
Enzymova imunoanalyza
Endoplazmatické retikulum
Glykosaminoglykany

Guanidin thiokyanat

Ribonukleova kyselina viru hepatitidy C
Virus hepatitidy C (Hepatitis C Virus)
kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova
Virus lidské imunitni nedostate€nosti
Hypervariabilni oblast

Interleukin

Misto pro vazbu ribozomu

Kilobaze

Low-density lipoproteins

Mitogenem aktivované proteinkinazy
Mediatorova RNA

Polymerazova fetézova reakce
Proteinkinidza A

Ribonukleové kyselina

Ribonukleédza

Reverzni transkripce

Polymerazova fetézova reakce spojend s reverzni transkripci
Pomocné T-lymfocyty

Transmembranové domény
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Tris
UTR

tris(hydroxymetyl)aminometan

Nepiekladana oblast genomu
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