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Souhrn

Infekce virem hepatitidy C a onemocnéni ji zpuisobené piedstavuji vyznamny problém
pro celou lidskou populaci. Virem je v soucasnosti nakazeno téméf 170 miliont jedinct
na svété, tedy 3 % populace. Virus je schopny unikat mechanismiim imunitniho dohledu
hostitele a pfetrvavat v organismu. Vyviji se chronicka infekce spojena s vaznymi
onemocnénimi jater. Velkym problémem zlstava terapie chronické infekce, kdy u fady
pacientd neni ani pii opakované terapii dosazeno vyléCeni. Situaci komplikuje fakt,
ze akutni faze infekce nebyvaji nakazenymi rozpozndny, virus se miize déle §ifit a 1écba je
zahdjena az piili§ pozd€. U nékterych jedinch dojde ke spontdnni eliminaci infekce.
Pravdépodobnost spontanniho uzdraveni a usp&snost terapie jsou ovlivnény mnozstvim
faktorii pochazejicich jak od viru, tak od hostitele. Jednim z nich je i jednonukleotidovy
polymorfismus -3176C/T (rs12979860) v oblasti lidského genu pro interleukin 28B.
Jedinci s genotypem CC v tomto polymorfismu vykazuji az dvakrat vyssi Gspésnost terapie
nez pacienti s genotypem TT. V experimentalni ¢asti této bakalaiské praci byla ovéfena
diagnostickd metoda stanovujici genotyp v polymorfismu -3176C/T genu pro interleukin
28B u pacientl. V klinické praxi se stanoveni vyuziva k predikci uspé$nosti terapie a pro

preferenci nékterych 1é¢ebnych postupti pied jinymi.



Summary

Hepatitis C virus infection is a major problem for the whole human population.
The infection affects about 170 million people worldwide, which is 3 % of the world
population. The virus escapes the mechanisms of the host‘s immune system and persists
in the organism. Then the chronic infection related to serious liver disease develops.
The treatment of chronic infection is still problematic, many patiens are not successfully
cured despite the repeated therapy. In addition, many people do not recognize the acute
phases of infection. The virus spreads and the treatment is initiated too late. However,
afew individuals spontaneously clear the infection. The likelihood of clearance
of the infection and the success of treatment is influenced by many host and viral factors.
One ofthe most important ones is asingle nucleotide polymorphism -3176C/T
(rs12979860) near the human IL28B gene. The CC genotype is associated with a twofold
greater rate of curing that the TT genotype. The diagnostic method which is used
for determitaion of -3176C/T genotype was verified in the experimental part of this
bachelor thesis. This determination has many clinical applications, it can predict
the success of therapy and doctors can select suitable therapeutic treatment according

to the patient.
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1. UVOD

Prvni zaznamy o existenci viru hepatitidy C pochazi z 80. let minulého stoleti,
k samotné identifikaci viru doslo az v roce 1989. Virus byl tehdy popsan jako ptvodce
potransfizni hepatitidy nezpisobené virem hepatitidy A nebo hepatitidy B. Proto byva
virus hepatitidy C ¢asto oznaCovan jako non-A-non-B virus. V nasledujicim obdobi se
védci snazili charakterizovat vlastnosti viru a onemocnéni jim zptsobené. V roce 1994 pak
byla piijata prvni klasifikace, nomenklatura pro stabilni formy viru, tzv. genotypy viru
hepatitidy C. S dal§im studiem viru pfichazely nové poznatky, které doprovazely nové
vyvstavajici otazky, z nichz fada nebyla dosud plné zodpovézena. Ukazalo se, ze virus
hepatitidy C je schopen unikat imunitnimu dohledu hostitele a jeho genom vykazuje
vysokou genetickou variabilitu. Coz pfispiva k tomu, ze ke spontanni eliminaci viru
avymizeni akutni infekce dojde jen u pftiblizn¢ 30 % nakazenych. U zbylych 70-80 %
infikovanych se vyviji chronickd infekce doprovazena vaznymi onemocnénimi jater, jako
je hepatocelularni karcinom. Podle nejnovéjsSich vyzkumt Svétové zdravotnické
organizace je virem hepatitidy C v soucasnosti nakazeno az 170 miliont jedinct, pfiblizné
3 % svetové populace. Roéné podlehne nasledkiim infekce nékolik stovek tisic lidi. Infekce
virem hepatitidy C tak ptedstavuje vyznamnou zatéz pro celou populaci. Studium viru
zustava v popiedi zajmu zdravotniki i védct, a proto se jim zabyvam i v bakalarské praci.

Velkym pretrvavajicim problémem je lé¢ba chronické infekce virem hepatitidy C.
Jednotlivé genotypy viru reaguji na dnes standardné pouZivanou lécbu (pegylovanymi
interferony v kombinaci s ribavirinem) odlisnym zpGsobem a u fady pacienti neni
dosazeno uzdraveni ani pii opakované terapii. Nové prisliby v uspéSnosti terapie poskytuji
aktudlni védecké studie. Klinickému testovani je podstoupeno néckolik typl tzv. pfimo
pasobicich virostatik, z nichz nektera jsou jiz v fad¢ zemi zavadéna na trh. Dale byly
v rozsdhlych genomovych studiich pacientli objeveny jednonukleotidové polymorfismy
v oblasti genu IL28B, ktery koduje interferon typu Il zapojeny do imunitni odpovédi
hostitele. Zda se, ze odlisné genotypy v téchto polymorfismech mohou zpusobovat rozdily
ve spontanni eliminaci infekce a VvV uUspéSnosti standardni terapie mezi jednotlivymi
pacienty. Nejvétsi vyznam je prikladan polymorfismu -3176C/T (rs12979860) v oblasti
genu pro interleukin 28B. Stanoveni genotypu vtomto polymorfismu ma vyznam
predevS§im V klinické praxi. Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo ovéfeni
diagnostické metody vyuzivajici komeréni soupravy pro stanoveni genotypu

v polymorfismu -3176C/T v oblasti genu pro interleukin 28B.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Systematické zaiazeni viru hepatitidy C

Hepatotropni viry, respektive viry vyvolévajici hepatitidy, tvoii rtznorodou
a komplikovanou skupinu srozdilnym systematickym zafazenim. Virus hepatitidy B
(HBV) je tazen do pomérné nedavno vzniklé ¢eledi Hepadnaviridae a virus hepatitidy
A patii do ¢eledi Picornaviridae. Virus hepatitidy C (hepatitis C virus, HCV) nalézame
v ¢eledi Flaviviridae, spolu s HCV do této celedi klasifikujeme téz virus hepatitidy G.
Zbylé znamé viry této skupiny, jako naptiklad virus hepatitidy D a virus hepatitidy E, maji
naprosto odlisné zafazeni (Raj¢ani, 2006).

Virus hepatitidy C je klasifikovan do jednoho ze tii rodi, rozdélenych na zakladé
biologickych vlastnosti, celedi Flaviviridae, tj. do rodu Hepacivirus. Vedle rodu
Hepacivirus obsahuje ¢eled’ jesté rod Flavivirus (virus klistové encefalitidy a dalsi) a rod
Pestivirus (virus moru prasat atd). V &eledi Flaviviridae, ktera diive tvofila podéeled
Celedi Togaviridae, se nachazi ptfiblizné sedmdesat vird. Nazev této Celedi vychazi
ze skute€nosti, Ze se geny zafazenych virli pfepisuji odliSnym mechanismem jako geny
virll ¢eledi Togaviridae. Mezi charakteristické vlastnosti této Celedi patii jednovldknova
pozitivni ribonukleova kyselina (RNA), malé obalené viriony o priméru 40-50 nm
a schopnost aglutinace Cervenych krvinek, ¢ehoz se vyuziva v detekci ptisluSnych virt
(Raj¢ani, 2006).

ZjednoduSené lze systematické zatazeni viru hepatitidy C zapsat podle nésledujiciho

schématu — Schéma 1.

Schéma 1: Systematické zafazeni HCV (Rajcani, 2006)
Celed’ — Flaviviridae
Rod — Hepacivirus

Druh, typy zastupct — Virus hepatitidy C
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2.2 Morfologie

Pro virus hepatitidy C jsou charakteristické obalené sférické ¢astice, jejichz lipidovy
obal tvoii dva glykoproteiny — E1 (30 kDa) a E2 (70 kDa). Castice dosahuji praméru
30-80 nm, pficemz vnitini kapsid mé piiblizn€¢ 33-35 nm. Virus hepatitidy C patii mezi
sSRNA (single-stranded RNA, jednovlaknové RNA) viry s pozitivni polaritou (Raj¢ani,
2006). Piesna podoba virioni HCV nebyla zndma az do roku 1994, kdy Kaito et al.
pomoci elektronového mikroskopu tyto castice nalezli a vyfotografovali (pracovali se
vzorky plazmy pacientl). Tehdy je popsali jako sférické Céstice s hrotnatymi vycnélky
na povrchu. Témito prvnimi a dal$§imi pozorovanimi byla odhalena morfologie HCV
(Stransky, 1999).

2.3 Virovy genom, genotypy

Jednovlaknova molekula RNA tvofici genom HCV se skladé piiblizné z deseti tisic
nukleotidi @ ma jeden dlouhy otevieny ¢teci ramec (open reading frame, ORF). Z hlediska
usporadani je molekula RNA zakoncena tzv. netranslatnimi oblastmi genomu, které nejsou
piekladany, tedy 5° UTR (untranslated region) a3” UTR oblastmi. Bylo zjisténo,
ze 5" transla¢ni oblasti genomu koduji strukturni proteiny tvofici nukleokapsid a obal
anazakladé¢ 3° translacni oblasti genomu jsou syntetizovany nestrukturni proteiny.
Translaci je vytvofen polyproteinovy prekurzor (3000 aminokyselin), jehoz N-terminalni
proteiny (po rozstépeni: C — core protein, E1, E2/NS1 — obalové proteiny) plni strukturni
funkci a C-terminalni proteiny (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) hraji dilezitou
roli v pribéhu replikace. NS3 protein je proteaza a helikaza, fosfoprotein NS5A ma
vyznam pii replikaci a NS5B protein ma RNA-polymerazovou aktivitu (Stransky, 1999).

Virus hepatitidy C je znam vysokou genetickou variabilitou. Jedna se o sekven¢ni
nukleotidovou variabilitu, kterd je odliSna pro rizné oblasti genomu akterd vede
Kk antigennim a biologickym zménam. Mezi oblasti zachovavajici si konzervativnost patii
5" UTR oblast a N-terminalni usek oblasti pro core protein. Naopak pomérné vysoce
variabilni jsou oblasti genomu pro E1, E2, NS2, NS4, NS5 proteiny a 3" netranslacni
oblast. Vyznamna jsou antigenni mista s rozdilnou aminokyselinovou sekvenci nachazejici
se na hypervariabilnim tseku oblasti E1 a E2/NS1 (Stransky, 1999).

V prabéhu infekce HCV se virus pokousi uniknout imunitni reakci, a proto vytvari

tzv. obalové mutanty, které jsou vSak nestabilni. Stabilni formy viru, které oznacujeme
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jako genotypy HCV, pravdépodobné vznikly podobnym zptsobem, av$ak dlouhodobym
procesem doslo kjejich ustaleni. V minulosti existovalo nékolik metod stanoveni
a klasifikace genotypti HCV (Stransky, 1999). V devadesatych letech minulého stoleti byla
ptijata klasifikace dle Simmondse, na jejimz zakladé vznikla celosvétova oficialni
nomenklatura. Pomérné slozitd metoda klasifikace byla zaloZzena na variacich sekvenci
ve vybranych oblastech genomu HCV (NS5, E1 a5° UTR), naslednych matematickych
vypoétech azapisovani do fylogenetickych stroml. Vysledkem bylo stanoveni
Sesti zakladnich genotypt HCV, tedy HCV 1-6, jejichz nukleotidova sekvence byla oproti
celému virovému genomu rozdilnd o 31-33 %. Nekteré genotypy byly dale rozclenény
na subtypy (napft. 1a-1c) lisici se o 20-25 % (Simmonds et al., 1994; Stransky, 1999).

V nasledujicich deseti letech byly postupné objevovany dal$i genotypy a subtypy
HCV, kter¢ byly oznaCovany piisluSnymi vyS§imi cisly. RovnéZz byl v urcitych
geografickych oblastech zaznamenén vyskyt rekombinantnich forem mezi jednotlivymi
genotypy HCV (Kalinina etal., 2002). Proto bylo nutné vytvofit stabilni klasifika¢ni
systém zaloZeny na objektivnich kritériich, ktery by byl schopny pojmout jak noveé
rozpoznané genetické varianty, tak rekombinantni formy. V roce 2005 byla piijata nova
verze klasifikace vychazejici z fylogenetické analyzy urcitych oblasti genomu (core, E1
a NS5B) a ze zjistovani kompletnich genomovych sekvenci HCV. Bylo ustanoveno Sest
zakladnich genotypt (neboli kladii) HCV, nové objevené genotypy byly pfejmenovany
a zatazeny jako subtypy téchto zakladnich genotypli. Rovnéz byla stanovena pravidla pro
pfijeti novych subtypii a pro oznaovani rekombinantnich forem (Simmonds et al., 2005).

Zjistovani genotyptt HCV u infikovanych pacienti ma vyznam piedev§im v klinické
oblasti. U infekci jednotlivymi genotypy lze pozorovat odliSny pribéh a rozdilnou
odpovéd na lécbu pegylovanymi interferony a ribavirinem (Hnatyszyn, 2005). Proto
se v klinické praxi ke genotypizaci pouzivaji testy vychazejici z polymerazové tetézové
reakce (PCR) za pouziti specifickych primeri a sond (Stransky, 1999).

Jak bylo uvedeno diive, v pribéhu replikace viru dochézi k astym vyskytim mutaci,
pfedevS§im v hypervariabilni oblasti E2/NS1, které davaji vzniknout velkému mnoZstvi
variabilnich a nestabilnich mutantti. Tyto mutanty, ktefi jsou Si ovSem blizce geneticky
pfibuzni, nazyvame kvazispecies. V popiedi souboru mutantli zlstdva plivodni ‘master
genom® s vysokou replikacni aktivitou, jehoz je tudiz v populaci nejvice. Kvazispecies tak
diky své variabilité¢ (pfedevSim v obalovych proteinech viru) zvysSuji schopnost HCV
vyhnout se imunitnim reakcim, adaptace a setrvani v hostiteli, zapficinuji rezistenci vuci

1éktim (interferoniim) a komplikuji nalezeni vakciny (Stransky, 1999).
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2.4 Zivotni cyklus

Nékteré faze zivotniho cyklu HCV v hostitelskych bunkach zatim nebyly zcela
objasnény, jeho zaklad je vSak obdobny jako u dalSich virti z ¢eledi Flaviviridae. Sklada se
tedy z adsorpce, penetrace, rozbaleni virionu, translace a replikace, skladani a uvoliovani
novych viriont. Adsorpce virionit HCV na hostitelské bunky probiha na zéklad¢ interakce
virovych glykoproteini E1 a E2 abunéfnych receptori (Raj¢ani, 2006). V lidském
organismu nalézame hned nékolik moznych receptorii plnicich tuto tlohu (Chevaliez
et Pawlotsky, 2006). Jedna se piedev§im o CD81 receptor na povrchu bunék mnoha typt,
jako jsou B a T lymfocyty a hepatocyty (Kitadokoro et al., 2001), ktery pravdépodobné
pusobi jako koreceptor pro nasledné interakce (Cormier et al., 2004). Dal§imi receptory
jsou napiiklad tzv. SR-BI (scavanger receptor B, typ I) na povrchu hepatocytid a také
LDL-R (low-density lipoprotein receptor). Predpoklada se, Ze vSechny zminéné bunééné
receptory interaguji s glykoproteinem E2 (Chevaliez et Pawlotsky, 2006).

Nasleduje penetrace zahajend fuzi obalu virionu s Cytoplazmatickou membranou
buniky. Poté probiha vezikuldrni endocyt6za virového nukleokapsidu pomoci bunécnych
receptortt zprosttedkovavajicich endocytézu do cytoplazmy. Fuaze je pod kontrolou
specifickych virovych proteinti (jsou ziejmé souéasti E1 a E2), prunik se déje za pomoci
glykoproteind E1 a E2 (Chevaliez et Pawlotsky, 2006; Lescar et al., 2001).

Virova RNA je wuvolnéna =z vezikuly vzniklé endocytdézou, respektive
z rozpadlého nukleokapsidu, do cytoplazmy a dale slouzi jako templat pro syntézu
polyproteinového prekurzoru. Translaci reguluje IRES (internal ribosome entry site),
sekvence umisténa v 5~ UTR oblasti avpocatku oblasti pro core protein. IRES
zprostiedkuje interakci virové RNA s ribozomem (na drsném endoplazmatickém retikulu -
- ER) a spolu s dalsimi faktory iniciuje translaci (Chevaliez et Pawlotsky, 2006; Rajcani,
2006). Vznika polyproteinovy prekurzor, ktery je transportovan do lumenu ER, kde
podléha posttranslaénim tUpravam (McLauchlan et al., 2002). Dojde k postupnému
roz§tépeni na jednotlivé strukturni a nestrukturni proteiny U¢inkem virové endogenni
proteazové aktivity, pomoci NS2 a NS3 proteind (Raj¢ani, 2006).

Infekce HCV vede k piestavbé intracelularnich membran bohatych zejména na mastné
kyseliny a cholesterol (tzv. lipidové rafty). Takovou je i membrana ER, ktera je pak
predpokladem vzniku replikaéniho komplexu. Iniciaci jeho tvorby provadi protein NS4B.
Komplex se sklada z virovych proteinil, bunécnych komponent a vznikajicich RNA fetézct

(Chevaliez et Pawlotsky, 2006). Replikace HCV probiha ve dvou krocich katalyzovanych
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proteiny NS5B (RNA-dependentni RNA polymeraza, RdRp) a NS3. Kdy je nejdiive
na zaklad¢ pozitivné nabité jednovldknové RNA syntetizovana negativné nabitd RNA,
kterd je templatem pro produkci velkého mnozstvi kladné RNA, jez je dale vyuzita
v raznych procesech. Jednim znich je vystavba novych viriont uskutecnujici se
V cytoplazmé na povrchu membrany ER (Bartenschlager et al., 2004; Rajc¢ani, 2006).
Zformované kapsidy se obaluji membranou vezikul uvolnénych z ER, témito vezikulami
jsou poté viriony transportovany po cytoplazmé a uvolnény, obdobné jako pfi praniku

do buiiky (Rajéani, 2006).

'\ ss(+)RNA
E1 f Nukleokapsid
Lipidova membrana

Uvolﬁova'rh Struktura virionu HCV
novych viriontl

A

Skladani

/ O CIC NI
3&8 Mechanismus replikace RNA

o
N
/ & k)
§ / Replikace

Rozbaleni
vmonu N
\’ Translace

Obr. 1: Zivotni cyklus HCV (pfevzato a upraveno dle Chevaliez et Pawlotsky, 2006)
N — jadro, rER — drsné endoplazmatické retikulum, G — Golgiho komplex
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2.5 Epidemiologie

Podle souhrnného prizkumu, jehoz vysledky vroce 2004 zvefejnila Svétova
zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO), je virem HCV celosvétove
infikovédno piiblizn€ 130-170 milionl jedinctl, coz predstavuje asi 2-3 % celé populace.
Odhaduje se, ze ro¢n¢ na nasledky infekce virem hepatitidy C zemie az 350 tisic lidi.
Souvisi to srozvojem tzv. chronické hepatitidy avyvinem naslednych onemocnéni
(cirhoza jater, hepatocelularni karcinom). Infekci HCV a zejména jeji chronické formée je
tedy pfisuzovana pomérné vysoka morbidita i mortalita (Averhoff et al., 2012; Perz et al.,
2006).

V prevalenci infekce HCV nachdzime v ramci celého svéta znacné rozdily, kdy se
napiiklad vyznamné li§i pocty infikovanych pii porovnani dvou sousednich statli nebo
I vramci geografickych region jedné zemé¢ (WHO, 2004). Plnohodnotné zhodnoceni
prevalence HCV vsak komplikuje omezené ziskavani epidemiologickych dat v nékterych
rozvojovych zemich. Rada nakazenych navic ani nevi o vlastni infekci, protoze se u nich
po delsi dobu neprojevuje (Averhoff et al., 2012). Obecné Ize fici, ze v USA
a ve vyspélych zemich (zapadni Evropa, Australie) je prevalence HCV nizs$i, a to mén¢ nez
2 % populace. Naopak Vv fad¢ rozvojovych zemi (vychodni Evropa, byvaly Sovétsky svaz,
Jizni Amerika, Afrika, zem¢ Stfedniho vychodu, jizni Asie apod.) se promotfenost HCV
zvySuje (vice nez 3 % populace). K zemim s nejvyssim procentem infikovanych patii
Egypt (vice nez 10 % obyvatelstva) a Pakistan (WHO, 2004). V Ceské republice bylo
v roce 2011 evidovano pies 800 nakazenych virem HCV (www.szu.cz). Celkové doslo
Vv uplynulych padesati letech k vyznamnému rozsifeni infekce po celém svéte (WHO,
2004).

Za nejrozsitenéjsi zpusob infekce HCV je povazovan parenteralni pienos, a to krevni
transfize, dialyza, transplantace orgédnu, chirurgicky zékrok, narkomanie, profesiondlni
nakazy (ndhodné pichnuti jehlou) apod. (Stransky, 1999). Hlavni zdroj infekce diive
predstavovala krevni transfize, kvili cemuz byly zavedeny testy darované krve na HCV
(Horak et Stritesky, 1999). I pfesto krevni transfuze a pfijem krevnich derivati zlstava
jednim z rizikovych faktorii, pfedevSim v rozvojovych zemich, kde krev neni dostate¢né
kontrolovana. V téchto zemich je obvykle zdravotnictvi na nizké Grovni, $patné podminky
a neadekvatni pouZzivani jehel a dalSich nemocni¢nich nastroji zde vedou k vysokému
poctu nové infikovanych HCV. Ro¢né se jedna az o 2 miliony nakazenych (Hauri et al.,

2004). Mezi dalsi faktory infekce zahrnuté do zdravotnictvi fadime transplantaci solidnich
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organt a tkani (rovnéz nutné testovat na HCV), 1écbu chronickou hemodialyzou pfi selhani
ledvin a stomatologické vykony (pfitomnost HCV RNA byla prokazana i ve slinach).
Infekce se tak mize vyvinout u stomatologii s dlouhodobou praxi. Ohrozeni jsou i dalsi
nemocni¢ni pracovnici, ktefi mohou byt infikovani pii vykonavani zakrokd, procento
nakazenych neni pfili§ vysoké (Horék et Sttitesky, 1999).

Velmi vysoka prevalence HCV byla zaznamenana u nitrozilnich narkomant, zejména
v Cing. V Mexiku, Pékistinu a Thajsku je odhadovano vice nez 80 % infikovanych
narkomanii. V rozvinutych zemich se v soucasnosti stava nitrozilni uziti drog primarnim
zdrojem infekce HCV (Nelson et al., 2011). Zatimco skupinu nitrozilnich narkomant tvofi
zejména mladsi jedinci nakazeni genotypem 3a, skupina nakazenych prostfednictvim
krevni transfuze nebo z neznamého zdroje zahrnuje star$i osoby s infekci genotypem 1b
(Horak et Stritesky, 1999). Jedinci narozeni v letech 1945-1965 ptedstavuji odhadem az tfi
¢tvrtiny vSech infikovanych HCV, tento trend se velmi vyrazné uplatiiuje v Japonsku
a na Taiwanu (Alter, 2007).

K ptenosu HCV muze dochazet i perkutanni cestou, ato nejéastéji potfisnénim
sliznice nebo kuze infikovanou krvi. Mozna je i infekce prostiednictvim otevienych ran
na kizi, vazngjSich popalenin akoznich onemocnéni (Stransky, 1999). K rizikovym
faktorim infekce HCV pfifazujeme tetovani, akupunkturu, holeni, propichnuti usnich
boltcil, nékteré kulturné specifické praktiky v 1é¢itelstvi apod. (Horak et Stritesky, 1999).
Hlavni pfi¢inou markantni prevalence HCV v Egypt¢ je program zaméfeny na eradikaci
schistosomidzy v Sedesatych a sedmdesatych letech minulého stoleti, kdy byly opakované
pouzivany stejné injekéni stiikacky (Averhoff et al., 2012).

U vyznamného procenta (30-50 %) nakazenych HCV nelze zjistit pfesny zdroj infekce
nebo nelze dokazat, ze jedinci mohli byt exponovani infekci zkrve. Existuji
nonparenteradlni moznosti pfenosu, ato jiz zminovany pifenos slinami a také spermatem,
virus byl prokdzan 1 v moc¢i. MoZny je heterosexudlni a homosexualni ptfenos, avSak
pravdépodobnost infekce je nizkd, rizikovou skupinu predstavuji prostitutky ¢i jedinci
s dlouhodobym sexualnim vztahem s infikovanym. Prokazana byla infekce HCV mezi
jednotlivymi rodinnymi piislusniky — rodi¢e, manzelé, sourozenci. K vertikalnimu pfenosu
z matky na dit¢ dochazi ziejmé¢ v pribéhu porodu, ale jen vzacné. Pokud je vSak matka
soucasn¢ HIV pozitivni, disponuje vetsi viremii ariziko pfenosu na dité se zvySuje.
Soucasnd infekce HCV a HIV ma rovnéz negativni vliv na rychlost pritbéhu souvisejicich
onemocnéni jater (Horak et Stiitesky, 1999). Podle nejnovéjsich odhadd postihuje
koinfekce HCV vice nez 30 % z 33 miliont nakazenych HIV (Price et Thio, 2010).
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2.6 Patogeneze infekce HCV a imunitni odpovéd’ hostitele

Infekce virem hepatitidy C mize mit v lidském organismu akutni nebo chronicky
charakter. U vétSiny postizenych (70-80 %) infekce pretrvava a u pfiblizné triceti procent
znich se pak vyviji zanéty avazna chronicka onemocnéni jater, ptedev§im cirhoza
a hepatocelularni karcinom. Avsak asi u 30 % infikovanych dochazi ke spontanni eliminaci
akutni infekce HCV. Na to, zda dojde k vyvinu chronického onemocnéni nebo naopak
k vymizeni akutni infekce, maji vliv epidemiologické a virové faktory i faktory pochazejici
od hostitele (Thomas et al., 2009). Hlavni roli zde zastava piedev§im imunitni odpovéd
hostitele ajeji komplexni interakce s HCV, které udavaji povahu nasledného vyvinu
a progrese infekce (Rehermann et Nascimbeni, 2005). Imunitni odpovéd’ zapficinuje
i vlastni akutni ¢i chronicka onemocnéni jater. HCV je totiz hepatotropni, avSak
nevykazuje pifimy cytopaticky ucinek na buiniky. PoSkozeni jater je vysledkem plsobeni

specifickych lymfocytt proti infikovanym jaternim bunkam (Bertoletti et Ferrari, 2003).

2.6.1 Patogeneze akutni infekce HCV

Patogeneze akutni infekce HCV ma obvykle nasledujici postup. HCV RNA byva
v séru detekovatelna do dvou tydnl po vystaveni infekci virem, jeji hladiny se rychle
zvySuji v dusledku replikace viru (Bertoletti et Ferrari, 2003). Délka inkuba¢niho obdobi
se odviji od zplisobu prenosu infekce HCV. Pti infekci menSim mnoZstvim virovych castic
Ize HCV RNA v séru detekovat obvykle az po delsi dobé (Maasoumy et Wedemeyer,
2012). Po fazi rychlé replikace nasleduje obdobi dlouhé 4-6 tydni, kdy zustavaji hladiny
HCV RNA v séru piiblizné stejné nebo se jen mirné zvysuji (Bertoletti et Ferrari, 2003).
mechanismy, které vrozenou imunitni odpovéd’ zmirnuji (Rehermann, 2005). V této prvni
fazi infekce zfejmé HCV potlacuje i ziskanou imunitni odpovéd’. Diky imunologickym
studiim bylo dokéazano, Ze ocekavana specifickd bunécnd imunitni reakce byva
zaznamenana az po 1-2 mésicich od infekce HCV (Bertoletti et Ferrari, 2003) a humoralni
imunitni odpovéd dokonce az po 2-3 mésicich (Rehermann et Nascimbeni, 2005).
Lymfocyty proti HCV tedy nejsou produkovany a zatim nemohou zpulsobovat jaterni
poskozeni, infekce se obvykle wvyviji bez pftiznaki, bez zloutenky (Rehermann
et Nascimbeni, 2005). Replikacni faze je také spojena se zvySenou aktivitou
aminotransferaz, které se nachazeji v jaternich a svalovych buiikach. V prabéhu infekce

jsou aminotransferazy nadmeérné uvoliiovany z poskozovanych jaternich bun¢k do krve
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(Horak et Stfitesky, 1999). Po dosazeni maximalni koncentrace aminotransferaz v Krvi
obvykle nasleduje faze, kdy se hladiny HCV RNA v séru postupné snizuji (Heller
et Rehermann, 2005).

V nasledné patogenezi infekce HCV jsou u jednotlivych pacienti pozorovany znacné
rozdily. Vlivem dostate¢ného pusobeni vrozené a ziskané humoralni a predev§im bunécné
imunitni odpoveédi mize dojit k vymizeni akutni infekce HCV (Fafi-Kremer et al. 2012).
V né¢kterych piipadech potlaceni infekce nebyly v Krvi ani zaznamenany zadné specifické
protilatky proti HCV (Heller et Rehermann, 2005). Jsou znamy situace, kdy se akutni
z jaternich bunék (Rehermann et Nascimbeni, 2005). U tady pacientll po akutni infekci
vznikd chronické onemocnéni, ato vlivem slabé imunitni reakce a mechanismu, diky
kterym virus unikd imunitnimu dohledu (Fafi-Kremer et al., 2012). Objevuji se také
pacienti, u kterych ma onemocnéni od zac¢atku chronicky charakter (Horak et Stfitesky,
1999). Po vyvinu chronické infekce dochazi k eliminaci HCV jen velmi ziidka (Maasoumy
et Wedemeyer, 2012).

2.6.2 Vrozena imunitni odpovéd’ proti HCV a gen pro interleukin 28B

Vrozena imunita pfedstavuje prvni obranny mechanismus organismu namifeny proti
infekci HCV. K tomuto typu imunity patii endogenni sekrece interferonu a ptisobeni NK
bunék (natural killer) (Caruntu et Benea, 2006).

V pribéhu akutni faze infekce je jednim z prvnich krokd vrozené imunitni odpovédi
produkce interferoni typu I, ke kterym jsou fazeny interferon o (IFN-a) a interferon P
(IFN-B). Interferon typu | ma nékolik antivirovych a imunomodulaénich ucinki (Bertoletti
et Ferrari, 2003). Aktivuje buné¢nou proteinkinazu a zpusobuje tak inhibici proteinové
syntézy v infikovanych buikéach. Dale inhibuje virovou replikaci aktivaci enzymu
2’-5" oligoadenylat syntetazy a specifickych proteint. Zvysuje expresi genti hlavniho
histokompatibilniho komplexu (human leucocyte antigen, HLA) v antigen prezentujicich
a infikovanych buiikach. Stimuluje ¢innost NK bunék, dendritickych bunék a CD8"
lymfocyti, taktéz podnécuje vliv molekul podilejicich se na apoptdze infikovanych bunék.
V podminkach in vitro je virus vuci interferonu citlivy, ukazuje se vsak, ze HCV vyvinul
rizné strategie, diky kterym potlacuje antivirové pusobeni interferonu in vivo. HCV
snizuje intracelularni produkci interferonu o prostfednictvim nékterych svych

nestrukturnich proteintt (NS4A, NS5A), které ovlivituji regulacni faktory produkce
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interferonu. Dale virové proteiny E2 a NS5A tlumi aktivitu specifického enzymu, ktery je
aktivovan interferonem a ucinkuje proti virové replikaci (Caruntu et Benea, 2006). Virus
tedy v prvnich fazich infekce podnécuje tvorbu interferonu, avsak zda se, ze je proti jeho
uc¢inku relativné rezistentni (Heller et Rehermann, 2005).

Vedle interferonu typu | (IFN-a a IFN-B) jsou do imunitni odpovédi proti viru HCV
pravdépodobné zapojeny také interferony typu III. Mezi které patii IFN-A1, IFN-A2,
IFN-A3, unichz se predpoklada stejny ucinek, jako u interferonu typu I, protoze jsou
indukovany virovou infekci aVv podminkach in vitro vykazuji antivirovou aktivitu
(Kotenko et al., 2003). V piipad¢ IFN-AL je prokazan inhibi¢ni vliv na HCV, indukuje
zvySeni exprese interferonem stimulovanych gent a podporuje antivirové ptisobeni IFN-a
(Marcello et al., 2006). IFN-A3 ziejmé ucinkuje stejné jako IFN- A1 (Thomas et al., 2009).

Gen pro interleukin 28B (IL28B) kodujici IFN-A3 lezi u ¢lovéka na dlouhém
raménku chromozomu 19, v blizkosti genti pro IFN-A1 (gen 1L29) a IFN-A2 (gen IL28A).
Piesna lokalizace genu je vyobrazena na obrazku (Obr. 2). V jednom z recentnich
vyzkumi byl identifikovan  jednonukleotidovy  polymorfismus  rs12979860,
neboli -3176C/T, v oblasti genu pro interleukin 28B (Ge et al., 2009). Predpoklada se,
ze tento  polymorfismus zpasobuje zménu funkce IFN-A3, coZ ma nasledné vliv
na eliminaci infekce HCV. Jsou znamy dvé alelové formy tohoto polymorfismu, alela
CaT.V dalsi studii bylo zjisténo, ze genotyp CC je izce spojen se spontdnnim vymizenim
akutni infekce HCV. Alela C je recesivni, genotypy TT a CT nevykazuji pozitivni u€inek
faktorti spojenych s pfirozenym vymizenim infekce HCV. V jedné z naslednych kapitol
bude prezentovano vyuziti uréovani genotypu U pacientl pii 1é¢bé infekce HCV (Thomas
et al., 2009).

Bylo objeveno né¢kolik dalsich polymorfismt v oblasti genu IL28B, kde za ptiznivé
genotypy s pozitivnim efektem v eliminaci infekce jsou povazovany TT rs8099917,
TT rs8105790, AA rs12980275 a CC rs10853728 (Rao et al., 2012).

19



IL28-1L29 region

T

*rs12979860

Obr. 2: Lokalizace genu IL28B a polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) na dlouhém

raménku lidského chromozomu 19 (ptekresleno dle Hayes et al., 2012)

Vrozend imunita zahrnuje rovnéz NK buiky, jejichz aktivita miZze byt ovlivnéna
pusobenim virovych proteind. Proteiny se vazi na povrch NK bun¢k a blokuji jejich
aktivitu, cytotoxicky efekt ataké sekreci cytokind. Signaly z vrozené imunitni reakce
pusobi na maturaci dendritickych bun€k propojujicich vrozenou a specifickou imunitu.

Dendritické buriky patii mezi antigen prezentujici buniky (Caruntu et Benea, 2006).

2.6.3 Specifick4 imunitni odpovéd’ proti HCV

Specificka bunééna imunita je vSeobecné povazovana za rozhodujici faktor udavajici
pribéh infekce HCV v organismu. Podili se na ni ptsobeni CD4" aCD8" T lymfocyti
specifickych vici HCV a jejich sekrece cytokint (Caruntu et Benea, 2006). V¢asna, silna,
polyklonalni a multispecificka bunééna odpoveéd’ obvykle vede k eliminaci infekce HCV.
Naopak pii pozdni, kratkodobé, slabsi bunééné reakci namifené jen proti nékolika virovym
epitoptum prechazi infekce do chronické podoby (Orland et al., 2001).

CD4" pomocné T lymfocyty rozpoznavaji kratké exogenni antigenni peptidy navazané
prostfednictvim HLA molekul II. tfidy na povrchu antigen prezentujicich bunék, mezi
které patii dendritické bunky, makrofagy a B lymfocyty (Koszinowski et al., 1991).
Nejvice imunogennimi virovymi antigeny jsou core protein, NS3 a NS4 proteiny
(Tsai etal., 1997). Tato imunitni odpovéd’ je tedy namifend pfevazné proti nestrukturnim
proteiniim a vysoce konzervovanym epitoptim. CD4" T lymfocyty pak pomoci produkce

lymfokint reguluji aktivitu antigen specifickych B lymfocytti a CD8" T lymfocyt (Cerny
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et Chisari, 1999). Thl cytokiny stimuluji cytotoxické CD8" T lymfocyty, Th2 cytokiny
zase produkci protilatek B lymfocyty. Ukazuje se, ze intenzivni produkce cytokint Thl je
obvykle spojena se spontanni eliminaci infekce HCV (Caruntu et Benea, 2006).

CD8" cytotoxické T lymfocyty interaguji svymi receptory S antigennimi virovymi
peptidy syntetizovanymi v buiikach. Ty jsou na povrchu infikovanych buné€k prezentovany
diky HLA molekuldm I. tfidy, kterymi disponuji vSechny jaderné bunky v téle.
CD8" T lymfocyty rozpoznavaji jak konzervované, tak variabilni epitopy vsech proteindi
HCV. Tento typ lymfocyti pusobi cytotoxicky avétsinou tedy vede Kk apoptoze
infikovanych bunék. U¢inek CD8" T lymfocytii nemusi byt namifen pouze p¥imo proti
infikovanym bunkdm, ale miize ovliviiovat i neinfikované bunky v okoli pomoci
sekretovanych mediatori podporujicich apoptozu (Cerny et Chisari, 1999). Pti rezistenci
bunck k témto medidtorim casto vznika hepatocelularni karcinom (Horédk et Stitesky,
1999). Pokud je tento typ bunétné odpovédi dostatecné intenzivni, mize dojit k eliminaci
infikovanych bunék atedy i virové infekce. Obvykle vsak plisobeni CD8" T lymfocytl
neni adekvatni, coz vede k persistenci viru a vzniku chronického poskozovani jaternich
bunck. U vétSiny pacientl i pfes stalou polyklonalni a multispecifickou imunitni odpoveéd’
cytotoxickych T lymfocytd infekce pretrvava a objevuji se chronicka onemocnéni jater
(Cerny et Chisari, 1999; Doherty et Zinkernagel, 1974).

Specifické CD4" T lymfocyty pravdépodobné plisobi i po odeznéni akutni infekce
az po dobu nékolika let, zatimco odpovéd CD8" T lymfocytl s postupem &asu vymizi
(Caruntu et Benea, 2006).

Humoralni odpovéd zistavala po dlouhou dobu opomijena a byla povazovana
za mén¢ dulezitou a ucinnou v obrané proti infekci HCV. K tomu pravdépodobné prispél
I nedostatek modelovych systému a organismt pro studium jejiho vyznamu. V poslednich
letech se vSak objevily vyzkumy odhalujici role neutraliza¢nich protilatek anti-HCV, které
si kladou za cil naleznout G¢innou vakcinu (Fafi-Kremer et al., 2012). Neutraliza¢ni
protilatky mohou byt v séru detekovany ptiblizn€ v dobé po vypuknuti bunééné imunitni
reakce a po zvySeni hladiny aminotransferaz v krvi (Heller et Rehermann, 2005). Bylo
zjisténo, ze prvni detekovatelné protilatky cili na NS3 a core proteiny. Poté se objevuji
protilatky specificky zaméfené proti obalovym glykoproteinim E1 a E2 (Caruntu et Benea,
2006). Zejména pro regiony kodujici glykoprotein E2 je piizna¢na vysoka geneticka
variabilita, ktera snizuje celkovy ucinek protilatek a omezuje jejich G¢innost pii reinfekci
HCV (Fafi-Kremer et al., 2012). Proto protilatkam anti-HCV neni ptisuzovan neutraliza¢ni

efekt v imunitni obrané organismu (Www.ces-hep.cz).
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2.6.4 Mechanismy persistence infekce HCV, patogeneze chronické infekce HCV

Virus hepatitidy C unikd imunologickému dohledu hned na nékolika Grovnich pomoci
riznych mechanismil. Rada z nich zatim nebyla zcela objasnéna. Né&které strategie, které
virus Vv prubéhu evoluce vyvinul k obrané proti imunitni odpovédi, byly zminény
v piedeslych kapitolach (napf. rezistence k interferonu apod.) (Caruntu et Benea, 2006).

Za hlavni mechanismus uplatiiovany v perzistenci viru v organismu je povazovana
jeho vysoka geneticka variabilita. HCV RNA-polymeraza NS5B syntetizuje RNA s fadou
nepfesnosti a dava vzniku bodovym mutacim vedoucim ke genetické a posléze strukturni
variabilit¢ mezi jednotlivymi tzv. kvazispecies (Fafi-Kremer et al., 2012). Jak bylo
zminéno vyse, dochazi v primarni fazi infekce k opozdéni specifické imunitni odpovédi,
coz poskytuje viru dostatek prostoru acasu k vytvofeni mnoha riznych mutanti,
kvazispecies. Pfi nastupu specifické imunitni reakce jsou ztéchto mutantl rychle
selektovani ti, ktefi jsou odolni vuci specificky zaméfenym lymfocytim (Rehermann
et Nascimbeni, 2005). Kvazispecies unikaji bunétné odpovédi prostiednictvim vice
strategii. Jejich antigenni peptidy nemohou byt identifikovany nebo se nemohou vazat
na HLA molekuly a byt prezentovany na povrchu bunék, taktéz nemohou byt rozpoznany
specifickymi receptory lymfocytl, pifipadné protilatkami (Caruntu et Benea, 2006).
Nasledné plisobeni neutralizacnich protilatek také vyviji pozitivni selekéni tlak na virové
populace, coz vede k dalSimu rozsifovani diverzity mutantd a k perzistenci HCV. Virus je
tak stale o krok napfed pfed imunitnim systémem. Obecné plati, ze pokud virus
v organismu disponuje nizkou genetickou variabilitou, dochazi k eliminaci infekce. (Farci
et al., 2000). Naopak vysoce variabilni populace unikaji imunitni reakci organismu a vyviji
se chronicka infekce (Caruntu et Benea, 2006).

Virus miize imunitni odpoveéd’ piekonat i na zakladé kvantitativni pfevahy nad jejimi
faktory. Infekce analogicky pietrvava i diky kvantitativni ¢i kvalitativni nedostate¢nosti
imunitni reakce. Pfi dlouhodobé persistenci viru v organismu se rovné€z objevuje tolerance
T lymfocyti viaci viru. Virus muze dale regulovat, respektive snizovat expresi genu
zapojenych v obrané proti infekci (Cerny et Chisari, 1999).

Kniku pfispivaji i proteiny HCV, napiiklad core protein prokazateln¢ ovliviiuje
diferenciaci, proliferaci afunkci T lymfocyti. Dale virové proteiny potlacuji aktivitu
dendritickych bunék a zpisobuji sniZzeni sekrece jejich cytokint (Sarobe, 2006; Caruntu
et Benea, 2006).

Diky vSem témto a dal§im mechanismim virus v hostiteli pretrvava, pokud je HCV

RNA v séru detekovatelnd i po Sesti mésicich po pienosu, lze tento stav definovat jako
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chronickou infekci HCV (Maasoumy et Wedemeyer, 2012). HCV se neustale replikuje
a §ifi mezi jaternimi bunkami, coz vede K jejich poskozovani a apoptéze vlivem stalé,
I kdyz obvykle slabé, bunééné imunitni odpoveédi. Hepatocyty stimulované k apoptdze
produkuji latky, které aktivuji imunitni hvézdicovité bunky. Znich vznikaji
myofibroblasty, které syntetizuji kolagen, fibronektin a laminin. Vytvaii se extracelularni
vazivova matrix a jaterni fibroza (Horak et Stritesky, 1999). Vyviji se dalsi jaterni choroby,

které budou shrnuty v nasledujici kapitole.

Schéma 2: Mechanismy persistence viru HCV v organismu
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2.7 Klinicky obraz virové hepatitidy C

Mezi jednotlivymi jedinci s akutni ¢i chronickou infekci HCV lze pozorovat rozdily
ve vysledném klinickém obrazu onemocnéni. U vétSiny z nich se v prvnich fazich akutni,
respektive chronické infekce neobjevuji zadné ptriznaky. Na druhou stranu, u nékterych se
vyviji nespecifické ¢i specifické ptriznaky, pfipadn€é mimojaterni onemocnéni
a komplikace. Diky zptisobiim pienosu HCV je navic vyznamné procento pacienti vedle
HCYV infikovano také virem hepatitidy B nebo HIV. Tyto koinfekce a rovnéz nadmérna
konzumace alkoholu maji vyznamny vliv na prubéh infekce HCV a dané projevy
onemocnéni (Maasoumy et Wedemeyer, 2012).

Akutni infekce HCV obvykle neni doprovazena zddnymi ptiznaky, coz prispiva
K tomu, ze postizeni si nejsou védomi infekce, ktera se tak mize dale rozvijet. U nékterych
pacientll Ize zaznamenat nespecifické symptomy, naptiiklad tinavu, nauzeu, bolesti bficha,
ztratu chuti K jidlu, mirnou horecku, svalovou bolest apod. Ptipadné také specifické
projevy vyplyvajici z poskozeni jater, jako je zloutenka (Loomba et al., 2011). Zajimavé
je, ze u pacientd s rozvinutymi piiznaky dochazi s vétsi frekvenci k eliminaci infekce
HCV. Fulminantni prubéh infekce se vyskytuje jen v ojedinélych ptipadech (Maasoumy
et Wedemeyer, 2012).

Charakter chronického onemocnéni je u pacientll variabilni, mezi doprovodné,
nespecifické priznaky patfi nauzea, bolesti v pravé casti bficha, tnava, svalova
bolest, bolesti kloubti atd. (Maasoumy et Wedemeyer, 2012). V klinickém obrazu
chronické hepatitidy zaujimaji vyznamné postaveni i mimojaterni onemocnéni. Radime
zde smisenou kryoglobulinémii, pifi které se v krvi vyskytuji kryoglobuliny. Jedna se
0 imunoglobuliny precipitujici pfi teploté¢ niz§i nez 37 °C (Pischke et al., 2008).
Chronickou infekci HCV dale doprovazi i diabetes mellitus typu 2 a poruchy centralni
nervové soustavy, tinava a deprese (Maasoumy et Wedemeyer, 2012).

Jaterni cirhdza spojenad s jaterni dekompenzaci a hepatocelularni karcinom predstavuji
pokrocila stadia onemocnéni. Jaterni cirhoza je zaznamena asi u 15-56 % pacienti
s chronickou infekci. K faktorim, které zvySuji pravdépodobnost vzniku cirhozy,
zatazujeme zvySujici se ve€k pacientd vV kombinaci s postupujici fibrézou jaterni tkane,
rozdilnost genotypi HCV, vyvin jaterni steatdozy v prubéhu infekce ataké zvysenou
konzumaci alkoholu (Maasoumy et Wedemeyer, 2012). Cirhozu jater v fadé piipadi
nasleduje  vyvin  hepatocelularntho  karcinomu, ten  vSak mize  vznikat

I v infikovanych jatrech bez cirhozy (Lok et al., 2009). Karcinom je ¢asto prvni klinicky
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zaznamenanou komplikaci poskozeni jater a piedchazi celkové jaterni dekompenzaci.
Dekompenzaci provazi vyvin ascitu akrvaceni do traviciho traktu. Koneénym stadiem

onemocnéni je pak smrt (Maasoumy et Wedemeyer, 2012).

Schéma 3: Prub¢h infekce virem hepatitidy C (dle Maasoumy et Wedemeyer, 2012)
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2.8 Prevence

Strategie uplatiiované v prevenci proti infekci HCV a v kontrole jejiho $ifeni vyplyvaji
z epidemiologickych poznatkd a vysledkd pouziti 1é€by u pacientd (Thomson et Finch,
2005). V mnoha statech v tomto ohledu zatim nebyla pfijata auskuteénéna dostate¢na
opatfeni. Na druhou stranu v zemich, kde byly provedeny pfiislusné zasahy proti Sifeni
infekce HCV, itak neustale vzrustd morbidita a mortalita v disledku onemocnéni
spojenych s touto infekci (Averhoff et al., 2012). Situaci komplikuje cela fada faktord,
pfedevsim bezptiznakova prvotni stadia infekce. Nakazeni jedinci o vlastni infekci nemusi
po dlouho dobu védét, nepodstupuji 1écbu a predstavuji zdroj pro dalsi pfenos. Rozrlsta se
tak ,,skryta“ epidemie (Hagan et Schinazi, 2013).

Prevence vyzaduje v kazdé zemi ¢i regionu individudlni pfistup. Opatfeni by méla byt

obecné zaméiena na testovani potencialné infikovanych, 1écbu pacientti, zvyseni vetejného
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povédomi o HCV a zejména na zamezeni pienosu infekce na dal$i jedince ¢i piipadné
reinfekce (Averhoff et al., 2012). Zvlastni pozornost vyzaduji rizikové skupiny, jako
nitrozilni narkomani (ptikladem prevence je pravidelné vymeénovani jehel) a vézni.

Vyznamné je i vzdélavani ve skolach (Thomson et Finch, 2005).

2.9 Terapie

2.9.1 Terapie akutni a chronické infekce virem hepatitidy C

Lécba infekce virem hepatitidy C je i VsouCasnosti pfedmétem mnoha studii
a vyzkumil. Rada z nich piinesla v poslednich pfiblizné dvaceti letech vyznamné poznatky,
které ptispely k pomérné rychlému vyvoji novych terapeutickych postupti. Nové moznosti
nékolikandsobné zvysily uc€innost 1éCby anaopak redukovaly vyskyt nepiiznivych
vedlejsich ucinkl spojenych s terapii (Hagan et Schinazi, 2013).

Problematickym bodem zistiva vhodna iniciace terapie s ohledem na patogenezi
a klinicky pribéh onemocnéni, predevsim v piipad¢ akutni infekce HCV. V definici

a zavedeni l1é¢by akutni infekce 1ze pozorovat odlisné nazory odbornikti (www.ces-hep.cz).

U symptomatickych pacientli dochazi s velkou pravdépodobnosti ke spontdnni eliminaci
infekce, proto se zde nabizi odklad terapie. U mnoha infikovanych se vSak ptiznaky
nevyskytuji. Obecné je tedy doporuceno zahdjit terapii i u pacientll s akutni infekci,
dilezity je zde ale individualni ptistup (Caruntu et Benea, 2006; Thomson et Finch, 2005).

U vétsiny jedinci s chronickou infekci HCV je doporuceno zahgjit protivirovou
terapii, zejména u téch s rizikem vyvoje jaterni cirhozy. Cilem terapie je redukovat rozvoj
komplikaci hepatitidy, métitkem uspéSnosti 1é¢by je dosaZeni tzv. setrvalé virologické
odpovédi (sustained virological response, SVR), kterou definujeme jako negativni sérovou

HCV RNA ve 24. tydnu po skonceni terapie (Www.ces-hep.cz).

V 90. letech minulého stoleti byla zavedena lécba interferonem a aplikovanym ttikrat
tydné subkutanné v kombinaci s dennim podanim ribavirinu (RBV) jako syntetického
analoga nukleosidu. SVR bylo dosazeno jen u ptiblizné 40 % lé¢enych pacienti (Thomson
et Finch, 2005).

Nasledovalo uvedeni kombinované terapie S pegylovanymi interferony neboli
peginterferony  (peg-IFN).  Podavani  40-kDa  peginterferonu  a-2a  nebo
12-kDa peginterferonu a-2b v kombinaci s ribavirinem ztistava i v soucasnosti standardnim

postupem pii 1é¢bé infekce HCV (Manns et al., 2001). Kombinovana terapie peg-IFN
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s ribavirinem dosahuje daleko lepsich vysledki nez 1é¢ba aplikovana v 90. letech. Procento
SVR u pacientil se odviji pfedev§im od virového genotypu. U pacienti infikovanych
genotypy 2, 3, 5 a 6 pii 24 tydennim podani peg-IFN a RBV dojde k setrvalé virologické
odpoveédi az v 75-80 % ptipadd. V piipadé genotypu 4 dojde k SVR po 48 tydnech terapie
asi u 70 % osob (Hagan et Schinazi, 2013). Mensi efektivnost 1é¢by je pozorovana
u jedinct infikovanych genotypem 1, kdy byla zaznamenana uspésna terapie jen u asi 40 %
pacientd i po 48 tydnech podavani peg-IFN a RBV (Hagan et Schinazi, 2013; Thomson
et Finch, 2005). U mnoha pacientt podstoupivSich tuto kombinovanou terapii se objevily
vedlo kvysazeni 1éku atedy i naruseni 1é€by. Mezi hlavni faktory, které ovliviiuji
uspésnost standardni terapie, patii vedle genotypu HCV také polymorfismus genu
pro IL28B, rasovy puvod pacienta, absence/ptfitomnost cirhdzy, vek, pohlavi, vychozi
mnozstvi virové RNA a doba zahajeni 1é¢by (Hagan et Schinazi, 2013). Polymorfismu
genu pro interleukin 28B je v poslednich letech pfisuzovan pomérné velky vyznam

v predikci Gspésnosti terapie (Www.ces-hep.cz).

Novym pfiislibem pro stidle nevylééené pacienty se zdaji byt tzv. pfimo pulsobici
virostatika (directly acting antivirals, DAA), ktera by méla byt v brzké dobé Siroce
zavadéna. Pti pouziti DAA je ocekavano dosazeni SVR az u 90 % pacienti (Hagan
et Schinazi, 2013). Jedna se o latky, které narusuji replikacni cyklus HCV. Schvaleny
pro pouziti v terapii chronické infekce HCV byly zatim boceprevir a telaprevir
v kombinaci s peg-IFN aRBV. Telaprevir aboceprevir inhibuji virovou serinovou
proteazu. Mnoho podobnych 1€kt je v soucasné dobé ve fazi klinického testovani. DAA
zatim vykazuji 0¢innost predev§sim v 1é¢bé jedinci infikovanych genotypem 1, ktefi
po dlouhou dobu piedstavovali problematickou skupinu (EASL, 2011). Obecnym faktorem
komplikujicim 1écbu infekce HCV, véetné terapie DAA, je rychla selekce rezistentnich

variant HCV (www.ces-hep.cz).

2.9.2 Polymorfismus genu pro interleukin 28B

Mira UspéSnosti terapie chronické infekce HCV je ovliviiovana mnozZstvim faktord
pochazejicich jak od viru, tak od hostitele. I kdyz je kombinovana 1écba peg-IFN spolu
s RBV hodnocena jako pomérné G¢inna, u fady pacienti pii ni nedochazi K potlaceni
infekce. Také jsou pozorovany odchylky V uspé$nosti 1écby v riznych geografickych

oblastech, respektive v rasovych populacich, naptiklad pfi srovnani ¢etnosti SVR u jedinct
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evropského a afrického plivodu. Tyto adalsi indicie vedly k predpokladu existence
hostitelskych genetickych faktorti ptedpovidajicich efektivnost antivirové terapie
(Ge et al., 2009). Od roku 2009 bylo objeveno nékolik jednonukleotidovych polymorfismu
(single nucleotide polymorphism, SNP) v oblasti genu pro interleukin 28B, které,
jak se ukazalo, jsou silné spojeny s dosazenim SVR u pacienti. (Ge et al., 2009; Rauch
et al., 2010). Funkce a lokalizace genu IL28B byly popsany v kapitole 2.6.2.

Na vyznam SNP v oblasti genu IL28B poprvé vyraznéji upozornila studie Ge et al.
(2009), ktera poukazala na vliv SNP rs12979860 v kombinované virové terapii. SNP
lokalizovany v pozici -3176 se vyskytuje ve dvou alelovych formach, tj. jako alela C
aalela T. Ge et al. (2009) zjistili, ze u pacientd s genotypem CC vtomto SNP je
zaznamenana vice jak dvakrat vys$i uspéSnost kombinované terapie nezli u jedinct
sgenotypem TT. Tento fakt plati pro jedince jak evropského, tak afroamerického
¢1 hispanského piivodu. Déle objevili rozdily ve frekvenci alel a genotypii v jednotlivych
rasovych populacich, coz poskytlo vysvétleni pro vyssi ¢etnost SVR u pacientti evropského
puvodu. Ve studii byly rovnéz determinovany dalsi dva genetické polymorfismy v oblasti
genu pro interleukin 28B, které jsou ve vztahu se SNP rs12979860. Jedna se o SNP
rs28416813 ars8103142, kdy posledné jmenovany vede k zaméné aminokyseliny lysinu
zaarginin (Ge et al., 2009). Piedpoklada se, ze pravé tato zména muze ovliviiovat
vyslednou funkci kodovaného IFN-A3 (Thomas et al., 2009). Pfesny mechanismus, jakym
rizné varianty SNP rs12979860 ptlisobi pii terapii, vSak zatim nebyl zcela objasnén

(www.ces-hep.cz). Thomas et al. (2009) pozdéji ukazali roli tohoto polymorfismu

Vv pravdépodobnosti spontanni eliminace infekce HCV (viz kapitola 2.6.2).

Postupné byly determinovany i dal$i polymorfismy v oblasti genu pro interleukin 28B
pusobici na u¢innost 1écby, pifikladem miZze byt pozitivni vliv genotypu TT v SNP
rs8099917 (Rauch et al., 2010). Polymorfismus rs12979860 je vsak povazZovan
zanejvyznamngjsi, i kdyz tada vyzkumi zpochybnila jeho roli v 1écbé azejména
v predikci spontanni eliminace HCV (napf. Rao et al., 2012).

Pfi srovnani vlivu ptiznivého genotypu CC rs12979860 na vysledny efekt terapie
s faktory pochazejicimi od hostitele (v€k, pohlavi, stupenn fibrozy) a dalsimi faktory
(vychozi hladina HCV) byly ziskany pozoruhodné vysledky. Ukazalo se, Ze prediktivni
hodnota ucinnosti 1é¢by je u genotypti IL28B vyss$i nez u zbylych faktort a je vyssi

u virového genotypu 1 nez u genotypu 2 a 3 (Ge et al., 2009; www.ces-hep.cz). Vztah

mezi genotypem CC rs12979860 a dosazenim SVR se jevi jako zatim nejcitlivejsi

vvvvvv
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Stanoveni genotypl u pacientti postizenych chronickou infekci HCV ma tedy vyznam

v piedpovédi dosazeni SVR a uCinnosti terapie (www.ces-hep.cz). Muze tak ovlivnit

zavedeni 1é¢by peg-IFN spolu s RBV u konkrétniho pacienta (Ge et al., 2009). V roce
2010 byly uvedeny komer¢ni soupravy, které slouzi ke stanoveni genotypu
v polymorfismu rs12979860 (-3176C/T). Lékaii se pak mohou na zakladé zjisténého
genotypu a dalSich prediktivnich faktorG rozhodnout, zda u pacienta pouzit naptiklad
opakovanou 1é¢bu peg-1FN nebo radéji vyckat na dobu zavedeni DAA. Dale ma stanoveni
genotypll vyznam Vv iniciaci/odlozeni 1écby pacientl s akutni infekci HCV. Dulezité je si
uvédomit, Ze ptedpovédni hodnota genotypti v polymorfismech ve vztahu k u¢innosti 1é¢by
neni stoprocentni (Urbanek, 2011). V neposledni fadé ma genotypizace vyznam
Vv klinickych studiich s protivirovymi 1é¢ivy, kde slouzi krozdéleni infikovanych

do jednotlivych testovanych skupin (Www.ces-hep.cz).

2.10 Klinicka doporuceni pro diagnostiku a 1é¢bu HCV

2.10.1 Standardni laboratorni vySetfovaci metody

Ke standardnim laboratornim metodam pouzivanym Vv diagnostice (chronické) infekce
HCV patii sérologické detekéni a molekularné genetické metody. Sérologické detekéni
metody jsou zaloZeny na detekci protilatek anti-HCV Vv séru pacienta pomoci jedné
zvariant metody EIA, enzymové imunoanalyzy. VySetieni protilatek v krvi je
doporucovano piedevs§im u jedincd, u kterych je moznost, ze byli vystaveni infekci virem
hepatitidy C. Zvlastni diraz by mél byt kladen na ,,screening“ osob z rizikovych skupin,

jako jsou nitrozilni narkomani, zdravotnicti pracovnici apod. (www.ces-hep.cz).

Molekularn¢ genetické metody kvalitativné ¢i kvantitativné stanovuji ptitomnost HCV
RNA v séru a tkanich pacienta. Obvykle byva provadéna amplifikace nukleové kyseliny
vV realném cCase, neboli real-time PCR, které ptedchazi reverzni transkripce. V mnoha
ptipadech nasleduje po pribéhu PCR itzv. genotypizace viru infikovaného jedince.
Molekularné genetické metody byvaji pouzity u 0sob anti-HCV pozitivnich a podezielych

osob anti-HCV negativnich (www.ces-hep.cz).

29


http://www.ces-hep.cz/
http://www.ces-hep.cz/
http://www.ces-hep.cz/
http://www.ces-hep.cz/

2.10.2 Standardni terapeuticky postup pri chronické infekci HCV

Ceska hepatologicka spoletnost a Spolecnost infekéniho lékaistvi Ceské 1ékaiské
spoleCnosti Jana Evangelisty Purkyné vydaly vroce 2012 aktualizovany standardni
diagnosticky a terapeuticky postup chronické infekce HCV, ktery je nyni uplatiovan
Vv klinické praxi. Podle tohoto postupu by méla byt protivirova terapie zahdjena u naprosté
vétsiny pacientli s chronickou infekci HCV a pfedevsim u téch s rizikem vyvinu cirhézy
jater. K rozhodujicim faktorim zavedeni 1écby fadime detekci HCV RNA v séru, vysledky
jaterni biopsie, stupen aktivity zanétu a genotypy polymorfisma genu IL28B. Zvysena

hladina aminotransferaz nemusi byt vzdy prokazana (www.ces-hep.cz).

Po dlouhou dobu byl dodrzovan standardni postup kombinované 1écby pegylovanymi
interferony spolu s ribavirinem, kdy v ptipadé¢ chronické infekce genotypy HCV 1, 4,5 a 6
terapie trvala 48 tydnu, v ptipadé infekce genotypy 2 a 3 pak 24 tydnu. Tento postup byl
posléze castetné¢ modifikovan, také byl uzplsoben pro zavedeni piimo pusobicich

virostatik i na ¢esky trh (www.ces-hep.cz):

e U zatim neléCenych jedinci s chronickou infekci genotypem HCV 1 je
doporuceno aplikovat boceprevir nebo telaprevir v kombinaci s peg-IFN a RBV,

e problém piedstavuje opakovand terapie pacientd nelspéSné lécenych DAA
a infikovanych genotypem 1,

e U doposud neléCenych pacientli s infekei genotypy HCV 2 a 3 je doporuceno
pouzit modifikovany postup 1é¢by peg-IFN s ribavirinem.

Piimo piisobici virostatika nejsou prozatim v Ceské republice bézné vyuzivana, proto
je pro doposud nelécené pacienty s chronickou infekci genotypy 1, 2 a 3 doporuceno
vyuzivat modifikovanych standardnich postupl. V pifipadé pacientdi infikovanych
genotypem 1, u kterych doSlo k potlaceni kombinované 1éCby, je tfeba zvazit odklad
opakovani této terapie do doby ustaveni DAA do na$i republiky. Individudlni pfistup
Vv terapii chronické infekce i nadale vyzaduji zvlaStni skupiny infikovanych, mezi které
patii déti, aktivni uzivatelé drog, osoby s konfekci HBV nebo HIV, pacienti s nemocemi

jater v pokro¢ilém stadiu apod. (www.ces-hep.cz).

Stanoveni genotypli polymorfisml genu pro interleukin 28B je prozatim vyuZzivano
predevsim v predikci uspés$nosti 1é¢by. Pro to, zda je vhodné u pacienti s konkrétnimi
genotypy upiednostnit zavedeni 1écby DAA spolu s peg-IFN a RBV pied terapii peg-1FN

s ribavirinem, zatim nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi dat (www.ces-hep.cz).

Zakladnim kritériem vyléceni infekce je dosazeni SVR u pacienta (www.ces-hep.cz).
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3. CiL PRACE

Vypracovani teoretické prace o vyznamu hepatitidy C a metodach laboratorni
diagnostiky. Praktické seznameni se zakladnimi laboratornimi metodami molekularni

biologie. V praktické ¢asti ovéieni diagnostické metody.
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4. MATERIALY A METODIKA

4.1 lzolace genomové DNA ze vzorku, urceni C¢istoty a vypocet

koncentrace DNA

V prvni fazi praktické c¢asti  bakalarské prace byla izolovana genomova
deoxyribonukleova kyselina (DNA) pacientii ze vzorku plné krve. Izolace byla provedena
pomoci soupravy firmy QIAGEN - QIAamp DNA Blood Mini Kit. Cilem metody je rychla
extrakce DNA o adekvatni Cistot€¢ z bun¢k za soucasného odstranéni zbylych balastnich
komponent. Pouzitd souprava je =zaloZzena na purifikaci DNA diky jeji adsorpci
na membranu. Pfed purifikaci DNA je provedena lyze bunck prostfednictvim roztoku
QIAGEN protedzy. Vlastni purifikace sestavd ze ctyf zdkladnich kroki, ptipraveny
lyzovany roztok krve s DNA je aplikovan na kolonku se silikdtovou membranou.
Za optimalnich podminek nastavenych diky pouziti vhodnych roztokli poté béhem kratké
centrifugace dochazi k adsorpci DNA na membranu. Nasleduje postupné dvojité vymyti
prebyteénych balastnich molekul (proteiny atd.) z kolonky pomoci dvou riznych
vymyvacich pufri a opakované centrifugace. Konec¢ny krok purifikace ptredstavuje eluce
DNA z kolonky do shérné zkumavky (QIAGEN, 2010).

Poté bylo provedeno stanoveni Cistoty vzorku a koncentrace izolované genomové

DNA pomoci méfeni absorbance na spektrofotometru a naslednych vypocta.

4.1.1. Material, chemikalie a pouzité pristroje

Biologicky material

Biologickym materidlem pouzitym pro izolaci genomové DNA byla plna krev
pacientd odebrana do zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem (K3EDTA). Krev byla

uchovavana pfi teploté 4 °C.

Chemikalie
Izolace genomové DNA byla provedena pomoci soupravy QIAamp DNA Blood Mini
Kit, Cat. No. 51104, na 50 izolaci (QIAGEN). Souprava je sestavena z téchto roztoku

a chemikalii:
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QIAGEN Protease stock solution, k lyofilizované proteaze je tieba pied prvnim
pouzitim piidat Protease solvent (nukleaz zbavena voda obsahujici 0,04% azid
sodny; ke 24 mg je tieba pridat 1,2 ml solventu); rozpusténa proteaza je stabilni
2 meésice pii 4 °C; pro delsi skladovani by méla byt proteaza zamrazena
po alikvotech pii -20 °C

Buffer AL, pted pouzitim by mél byt roztok fadn¢ promichan protfepanim; pokud
je v roztoku vidét precipitat, je tieba jej pied pouzitim rozpustit pti 70 °C; roztok
je stabilni jeden rok pfii teploté¢ mistnosti

Buffer AW1, pufr je v soupravé dodavan jako koncentrat, proto je tiecba pied
prvnim pouzitim ptidat 96% etanol, k 19 ml Kkoncentratu piidat 25 ml
96% etanolu; pufr je stabilni jeden rok pfi teploté mistnosti

Buffer AW2, pufr je v soupravé dodavan jako koncentrat, proto je tieba pied
prvnim pouzitim ptidat 96% etanol, k 13 ml koncentratu ptidat 30 ml

96% etanolu; pufr je stabilni jeden rok pfi teploté mistnosti

Dalsi pouzité chemikalie:

96% etanol

destilovana voda

Pristroje a pomiicky

Kizolaci DNA a naslednému méfeni absorbance vzorku byly vyuzity tyto pfistroje

a pomucky:

1,5ml mikrozkumavky, Eppendorf , Némecko

QIAamp centrifugacni kolonky, QIAGEN, Némecko

2ml sbérné zkumavky, QIAGEN, Némecko

sada Spicek, Eppendorf, Némecko

mikropipety 2-20 ul, 20-200 pul, Autoclavable Nichipet, NICHIRYO, Japonsko
mikropipeta 100-1000 pl, Hamilton, Svycarsko

centrifuga BR4i, Jouan, Francie

tiepacka (vortex) UNIMAG-ZX3, UniEquip, Némecko
termoblok Major Science, USA

kyveta z kiemenného skla

spektrofotometr Helios Omega UV-VIS, Thermo Scientific, USA
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4.1.2 Pracovni postup izolace genomové DNA

Pied vlastni izolaci byly vzorky krve a destilovana voda vytemperovany na teplotu
mistnosti. Dale byl vytemperovan termoblok na teplotu 56 °C.

Nejprve bylo napipetovano 20 ul QIAGEN Protease roztoku na dno 1,5ml
mikrozkumavek, do kterych bylo dale pfidano 200 pl vzorku pIné krve a 200 ul Buffer AL
roztoku. Obsah uzavienych mikrozkumavek byl promichan na tfepacce po dobu 15 vtefin
tak, aby vzniknul homogenni roztok. Nasledovala inkubace po dobu 10 minut
v termobloku pfi teploté 56 °C. Poté prob&hla kratkd centrifugace mikrozkumavek
s roztoky pti pokojové teploteé.

Do mikrozkumavek bylo potom ptidano 200 pul 96% etanolu, po uzavieni nasledovalo
promichani obsahu mikrozkumavek na tfepacce po dobu 15 vtetin a kratkd centrifugace
mikrozkumavek. Smési z mikrozkumavek byly nasledné opatrné pteneseny na QlAamp
centrifuga¢ni kolonky umisténé ve 2ml sbérnych zkumavkach. Centrifugacni kolonky byly
opatrn¢ uzavieny. Prob¢hla centrifugace kolonek umisténych ve sbérnych zkumavkach,
ato po dobu 1 minuty pti 8000 otackach za minutu (revolutions per minute, rpm).
Po skonceni byly centrifugacni kolonky pteneseny do ¢istych 2ml sbérnych zkumavek.
V ptipadé, Ze filtrat pii centrifugaci kompletné neproSel kolonkou, byla centrifugace
opakovana pti vysSich otackach.

Po otevieni kolonek bylo peélivé piidano 500 ul roztoku Buffer AW1 tak, aby nebylo
namoceno vicko. Po uzavieni nésledovala centrifugace kolonek ve sbérnych zkumavkéch
pti 8000 rpm po dobu 1 minuty. Opét byly vyménény pouzité sbérné zkumavky za Cisté.
Centrifugacni kolonky byly otevieny, bylo opatrné piidano 500 pul roztoku Buffer AW2
tak, aby nebylo namoceno vicko. Kolonky byly uzavieny a prob&hla centrifugace po dobu
3 minut pii 14000 rpm. Poté byly odstranény pouzité 2ml sbérné zkumavky s filtratem
a kolonky byly umistény do ¢istych 1,5ml mikrozkumavek.

Po otevieni centrifugacnich kolonek bylo piidano 50 ul destilované vody, probéhla
inkubace pii teploté mistnosti po dobu 1 minuty. Nasledovala centrifugace kolonek
s mikrozkumavkami po dobu 1 minuty pii 8000 rpm. Kolonky byly odstranény,
mikrozkumavky byly uzavieny a fadné popsany. Timto byla izolovana genomova DNA

pfipravena pro dalsi pouziti, pro PCR. Vzorky izolované DNA byly uchovavany pii 4 °C.
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4.1.3 Pracovni postup urceni ¢istoty vzorku a vypoétu koncentrace DNA

Ze vzorku izolované genomové DNA bylo vzdy odpipetovano 20 pl do Cisté
mikrozkumavky. Nasledné bylo do mikrozkumavky ptidano 980 ul destilované vody,
roztok byl fadné promichan propipetovanim.

Ptiprava spektrofotometru pro méieni absorbance ziedénych vzorka spocivala
ve vytemperovani pfistroje a v méfeni tzv. blanku. Do kyvety byl aplikovan 1 ml
destilované vody, byla zméfena absorbance piti 260 nm a 280 nm pfistrojem a tim doslo
k jeho vynulovani. DuleZité je zde pfipomenout, Ze pro méfeni absorbance v UV oblasti je
nezbytné pouzivat kiemennou kyvetu. Poté byly do kyvety postupné nalévany ziedéné
vzorky a byla méfena jejich absorbance pii 260 nm a 280 nm.

Z naméfenych hodnot absorbance byla urcena Cistota vzorku izolované DNA. Index
Cistoty se vypocita jako podil absorbance (A) pti 260 nm a pti 280 nm:

index Cistoty = Ao/ Azgo

Pfi hodnoté indexu niz§i nez 1,8 se pravdépodobné jedna o vzorek vyraznéji
kontaminovany bilkovinami. Pokud je hodnota indexu mensi nez 1,4, vzorek neni vhodny
pro dalsi pouziti a je tfeba opakovat izolaci. Je-li hodnota indexu vétsi nez 1,8, vzorek
DNA dosahuje dostatecné Cistoty a miize byt pouzit v PCR.

Vypocet koncentrace izolované DNA ve vzorku vychazel z piedpokladu, ze je-li
absorbance pfi 260 nm rovna jedné, jedna se 0 roztok dsDNA (double-stranded DNA,
dvouvlaknova DNA) o koncentraci 50 pg/ml. Ziskana hodnota absorbance pii 260 nm byla
tedy vynasobena padesati, tak bylo vypocitano mnozstvi dSSDNA [ug] ve 20 pl vzorku. Pro
vypocet mnozstvi dsDNA [ug] v 1 pul vzorku je nutné takto ziskanou hodnotu vydélit
dvaceti, ¢imZ je ziskdna koncentrace dsDNA V jednotkach pg/ul. BéZn€ pouZivana
jednotka koncentrace je vsak ng/ul, proto je nutné vypocitanou hodnotu vynasobit tisicem.

Timto zpsobem byly vypocitany koncentrace vSech vzorki izolované genomové DNA.
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4.2 Polymerazova retézova reakce vV realném case, analyza krivky tani

Po izolaci genomové DNA nasledovalo provedeni polymerazové ietézové reakce
Vv realném case (real-time PCR), v soucasnosti jiz standardni metody molekularni biologie.
Metoda PCR umoziuje rychlou amplifikaci specifické sekvence DNA. Dochazi pfi ni
k pravideln¢ se opakujici syntéze novych fetézcli vybranych usekll dvoufetézcové DNA
ve smeéru 5" 3°. Syntéza je uskuteCnovana prostfednictvim enzymatického plisobeni
DNA-polymerazy. Syntéza novych fetézcti je umoznéna diky vymezeni dané sekvence
DNA navazanim dvou specifickych primert na protilehlé fetézce DNA, kdy jejich 3'OH
konce smétuji proti sobé. Na obou matricovych fetézcich DNA jsou pak v protisméru
syntetizovany nové fetézce. Soucasti PCR reakéni smési jsou tedy specifické primery
(oligonukleotidy o délce 18-25 nukleotidii), DNA polymeraza, nukleotidy a kofaktory
(hofe¢naté ionty Mg®"). Pro PCR reakci se obvykle pouziva Taq polymeriza izolovana
z organismu Thermus aquaticus, jez je termostabilni a odolava teplotam denaturace DNA.
Diky vlastnostem Tag polymerazy mtize PCR probihat v cyklech za neustalého stiidani se
tii zakladnich procest o charakteristickych teplotach. Nejprve piti 94-98 °C dojde
k denaturaci dvoufetézcovych molekul DNA, nasleduje snizeni teploty na 30-65 °C, coz
umoznuje pripojeni primert k matricovym vldknim DNA. Poslednim krokem je vlastni
syntéza novych fetézct pii 65-75 °C. Produktem PCR jsou zmnozené, primery vymezené
useky DNA nazyvané amplikony. V jednotlivych cyklech je vzdy pocet amplikonli
zdvojnasoben, optimalni pocet cykli byl stanoven na 25-35 cykll. V laboratotich je dnes
PCR vétsinou provadéna v zatizenich termocyklerech, které dokézou automaticky meénit
teplotu podle nastavenych parametrti a programu (Rosypal et al., 2002; Smarda et al.,
2005).

Pii tzv. real-time PCR dochazi k pfimé kvantifikaci amplifikovanych produkti jiz
Vv pribéhu samotné reakce, tedy v realném case. Pro provedeni real-time PCR je nutné
do reakéni smési ptidat fluorescenéni znacky (nespecificka fluorescenéni barviva,
fluorescencné znacené primery nebo komplementarni sondy). Systém je navrzen takovym
zpusobem, ze na zakladé detekce fluorescencniho signalu pfistrojem, Ize poté odvodit
mnozstvi PCR amplikond. Signal je obvykle detekovan v prubéhu kazdého cyklu reakce.
K nezbytnym pfistrojovym vybavenim patii specidlni termocykler schopny detekce

fluorescence a pocitag (Rosypal et al., 2002; Smarda et al., 2005).
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V piipadé stanoveni genotypu v polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu IL28B
jsou amplifikovany sekvence Vv oblasti genu IL28B, které jsou dlouhé 139 bazi. Pfima
kvantifikace probihd prostfednictvim specialnich fluorescen¢nich hybridizac¢nich sond
SimpleProbe. Jedna se o sondy, které specificky hybridizuji na cilovou sekvenci v oblasti
daného SNP, kdy hybridizované sondy vykazuji vyssi emitaci fluorescencniho signalu nez

sondy nenavazané. Vice viz Obr. 3 (www.roche-applied-science.com).

W%w

Obr. 3: Princip fungovani sond SimpleProbe (www.roche-applied-science.com)
A) v pribéhu denaturace DNA nejsou sondy navazany, poskytuji pouze tzv. fluorescen¢ni
pozadi; B) po denaturaci dojde k navazani primert a hybridizaci sond, fluorescence je
vys$i (neni zhasena), probihéa detekce fluorescencniho signalu; C) v pribéhu syntézy
novych fetézct je sonda uvolnéna; D) uvolnéna sonda je opét zhasena, vykazuje jen nizkou

fluorescenci

Na prubeh real-time PCR piimo navazovalo provedeni metody zvané analyza kiivky
tani, jeZ vychazi ze zékladnich vlastnosti DNA. Princip metody spocivd v tom, Ze pokud
jsou molekuly dsDNA pozvolna zahtivany, dochdzi k jejich postupné denaturaci, tedy
k odd€lovani komplementarnich fetézcu Cili k tzv. tani DNA. Teplotu, pii které je
denaturovano 50 % molekul dsDNA, oznacujeme jako teplotu tani Tn. Pii této teploté
probihd separace nejrychleji. Hodnota teploty tani zavisi na vice faktorech, mezi které patii
obsah GC bazi v sekvenci, délka studovanych fetézci apod. Pfi pouziti systému
pro real-time PCR lze po skonceni vlastni reakce piimo monitorovat proces tani. Roztok

dsDNA je ochlazen, poté postupné zahfivan az nad ofekavanou teplotu tani a soucasné je
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detekovan fluorescenéni signal. V prubéhu =zahifivani dSDNA a jeji denaturace
fluorescencni signal klesa. Intenzita fluorescenéniho signalu je tedy pfimo umeérna
mnozstvi dsDNA v méfeném roztoku. V piipadé pouziti vySe popsanych SimpleProbe
sond se tak d&je proto, Ze hybridizované sondy vykazuji vyssi fluorescenci nez sondy
nenavazané (oddélené denaturaci). Z naméfenych hodnot fluorescen¢niho signalu je
nasledn¢ sestaven graf zavislosti intenzity fluorescence (osa y) na stupajici teploté (osa x),
neboli kiivka tani (viz Obr. 4). Na kiivce tani je pak vyhledan inflexni bod, tedy bod,
ve kterém se méni zakfiveni kiivky. V inflexnim bod¢, jenz odpovida teploté tani (Tp,)
dsDNA, kiivka tani pomérné prudce klesd. Po provedeni derivace kiivky tani (provedeni
druhé derivace intenzity fluorescence) je ziskan graf s pikem s vrcholem v dané teploté
tani. Pti identifikaci SNP je vyuzito faktu, ze pouze jedna nekomplementarni baze muze
zménit teplotu tani sondy. Pii detekci SNP rs12979860 je pouZzit SimpleProbe oligomer
specificky pro alelu C v pozici -3176. Pokud je ve studované sekvenci DNA piitomna alela
C, vykazuje sonda urcitou teplotu tani. Pokud je vSak v pozici -3176 ptitomna alela T,
sonda neni optimalné¢ komplementarni, teplota tdni je tak v tomto pfipadé niZzsi.
Ze ziskanych kiivek tani a derivovanych kiivek tani s piky Ize pak pomérné€ snadno odecist

dany genotyp (Www.generi-biotech.com; www.roche-applied-science.com).
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Obr. 4: K#ivky tani (melting curves) - graf zavislosti intenzity fluorescence na stoupajici
teploté; derivace kiivky tani s piky s vrcholy v danych teplotach tani (melting peaks) - graf

zavislosti derivované intenzity fluorescence na teploté
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4.2.1 Material, chemikalie a pouzité pristroje

Biologicky material

Pro real-time PCR a naslednou analyzu kiivky tani byl pouzit roztok izolované

genomové DNA z plné krve pacientt, ktery byl ziskan izolaci pomoci soupravy QIAamp
DNA Blood Mini Kit, Cat. No. 51104.

Chemikalie

K provedeni real-time PCR a analyzy kiivky tani byly pouzity reagencie soupravy
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe, Cat. No. 03-003-248-001, pro 96 reakci -
kazda o objemu 20 ul (Roche):

LightCycler FastStart Enzyme; reagencie by mély byt uchovavany
pii -15az-20°C, mélo by byt piedchazeno opakovanému zamrazovani
a rozmrazovani

LightCycler FastStart Reaction Mix HybProbe, 10x koncentrovany roztok,
reagencie by mély byt uchovavany pii -15 az -20 °C, m¢lo by byt pfedchazeno
opakovanému zamrazovani a rozmrazovani

Pfed pouzitim je tieba ptepipetovat 60 pul zroztoku LightCycler FastStart
Reaction Mix HybProbe do mikrozkumavky s LightCycler FastStart Enzyme,
¢imz je ziskano 64 pl 10x koncentrovaného roztoku LightCycler FastStart DNA
Master HybProbe. Smés obsahuje FastStart Taq DNA polymerazu, reakéni pufr,
dNTP mix (s dUTP misto dTTP) a 10 mmol/l MgCl,

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe by mél byt skladovan
pii -15az-20 °C maximalné po dobu tii mésict; po rozmrazeni jsou reagencie
stabilni maximalné jeden tyden pii uchovani pfi teploté 2 az 8 °C

roztok MgCl; o koncentraci 25 mmol/l, reagencie by mély byt (pted i po jejich
otevieni) skladovany pfi -15 az -20 °C

PCR voda, ktera by méla byt (pted i po otevieni) skladovana pfi -15 az -20 °C

Dale byla pouzita souprava LightMix Kit 1L28B Cat. No. 40-0588-32, pro 32 reakci
(TIB MOLBIOL), ktera obsahuje tyto reagencie:

premix specifickych lyofilizovanych primeri a sond (Reagent mix), pied
pouzitim je tieba k lyofilizované smési ptidat 66 pl PCR vody, promichat

na tfepacce a provést kratkou centrifugaci; lyofilizované reagencie jsou stabilni
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nejméné po dobu tii mésici od dodani, mély by byt skladovany pii pokojové
teploté, nemély by byt zamrazeny; rozpusténé reagencie jsou stabilni minimalné
5 dni pii skladovani pti 4 °C

e Kkontrolni DNA (alela C, alela T a alela C/T), pted pouzitim je tieba ptidat 80 pl
PCR vody, nasledné roztok promichat pipetovanim (10x); vyslednd koncentrace
&ini 10° cilovych molekul v 5 pl; lyofilizované reagencie jsou stabilni nejméné
po dobu tfi mésic od dodéani, mely by byt skladovany pfi pokojové teploté,
nemély by byt zamrazeny; rozpusténé reagencie jsou stabilni minimaln€ 5 dni pfi

skladovéani pii 4 °C

Pristroje a pomiicky

e termocykler LightCycler 2.0, Roche, Svycarsko

e pocitag s programem LightCycler Software, verze 4.1, Roche, Svycarsko
e sada Spicek, Eppendorf, Némecko

e mikropipeta 0,1-2 pl TIPOR-V", Orange Scietific, Belgie

e mikropipety 2-20 ul, 20-200 pl, Autoclavable Nichipet, NICHIRYO, Japonsko
e  mikropipeta 100-1000 ul, Hamilton, Svycarsko

e centrifuga BR4i, Jouan, Francie

e tiepacka (vortex) UNIMAG-ZX3, UniEquip, Némecko

e 1,5ml mikrozkumavky, Eppendorf, Némecko

e plastové kapilary termocykleru, Roche, Svycarsko

e pinzeta

e laminarni box MSC 12, Jouan, Francie

4.2.2 Pracovni postup amplifikace a detekce

Nejprve byla v chlazené mikrozkumavce piipravena reakéni smés pro real-time PCR.
Jednotlivé slozky mastermixu byly do mikrozkumavky pipetovany v pofadi uvedeném
v tabulce (Tab. 1). Objemy jednotlivych reagencii byly upraveny podle poctu provadénych
reakci, kdy byla vzdy zapocitana jedna reakce navic. Vypocet pouzitych objemt reagencii

vychazel z tabulky (Tab. I).

40



Tab. I: Piiprava PCR reak¢ni smési pro jednu reakci

Reagencie Objem pipetovany pro 1 reakci [pl]
FastStart DNA Master HybProbe 2,0
Reagent mix 2,0
Roztok MgCl, 1,6
PCR voda 9,4

Naésledovalo promichani mastermixu na tfepacce, kratka centrifugace mikrozkumavky
a pipetovani mastermixu do kapilar pro termocykler. Do kazdé kapilary bylo pfidano 15 pl
reakéni smési. Do kapilar bylo nasledné ptidano po 5 pl roztoku izolované DNA, nebo 5 pl
pozitivni kontroly (kontrolni DNA), nebo 5 ul negativni kontroly (PCR voda). Celkovy
objem reakce tak ¢inil 20 pl.

Uzaviené kapilary byly vlozeny do termocykleru a byl spustén pfislusny program.
Program pro stanoveni genotypu VvV polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu IL28B
sestava ze Ctyf zakladnich kroka o rtiznych teplotnich profilech — denaturace, amplifikace
neboli cyklovani, zahfivani nad teplotu tani a chlazeni. Teplotni profil programu je shrnut
v tabulce (Tab. Il) a obrazku (Obr. 5). Doslo tedy k amplifikaci DNA a nasledné k analyze
ktivky tani. Fluorescence byla detekovana za pouziti kanalu pro 530 nm. Vysledna data
byla zaznamenana ptislusnym softwarem termocykleru (LightCycler Software, verze 4.1)

V pocitaci.

Tab. 1l: Teplotni profil programu termocykleru pro stanoveni genotyp
v polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu 1L28B
Denaturace Amplifikace Zahftivani Chlazeni
Analyza - Kvantitativni analyza Analyza k¥ivky tani -
Pocet cykli 1 45 1 1
Teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Doba trvani
00:10:00 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
[hh:mm:ss]
Teplotni
o . ro 20 20 20 20 20 20 0,2 20
rast [°C/s]
Detekce V jedn. L
- - - - - Kontinual. -
fluorescence cyklech
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Obr. 5: Graf teplotniho profilu programu termocykleru pro stanoveni genotypu
v polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu IL28B, kde zelené body/usecky znaéi prubéh
detekce fluorescence pti 530 nm piistrojem

4.2.3 Vyhodnoceni analyzy kiivky tani

Pocitatovy software LightCycler Software (verze 4.1) na zaklad¢ ziskanych dat
nasledné provedl analyzu kiivek tani DNA a sestrojil derivované kiivky tani s piky
v danych teplotach tani. Z vyslednych kiivek s piky byly posléze odecteny piislusné
genotypy Vv polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu 1L28B, kdy u homozygota TT
v tomto polymorfismu by méla byt ziskana kiivka s jednim pikem a teplotou tani DNA
pii 51,4 °C. Heterozygot CT by mél vykazovat kiivku s dvéma piky s teplotami tdni DNA
pii 51 °C a 59 °C. Ktivka homozygota CC by méla mit jeden pik s teplotou tani DNA
pti 59,2 °C. Akceptovatelnd odchylka mezi jednotlivymi experimenty byla stanovena
na+2,5°C prodané teploty tani. Teplotni rozdil mezi jednotlivymi piky, respektive
teplotami tani, u heterozygota CT by mé&l byt 8 °C. Akceptovatelna odchylka pro teplotni
rozdil u jednotlivych experimentii byla stanovena na + 1,5 °C. Pokyny pro interpretaci dat

ziskanych pocitacovym softwarem jsou shrnuty v tabulce (Tab. I11) a obrazku (Obr. 6).

Tab. I11: Interpretace dat vyhodnocenych pocitaCovym softwarem termocykleru
Genotyp /IL28B Homozygot TT Heterozygot CT Homozygot CC
Pocet pikt tani 1 2 1
Teplota tani 51,4°C 51°Ca59°C 59,2 °C
Teplotni rozdil mezi ) 8°C }
piky tani
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Obr. 6: Ktivky tani po derivaci, vyhodnocené pocitatovym softwarem termocykleru,
u homozygota TT (Cervena), heterozygota CT (ruzova) a homozygota CC (¢erna)
v polymorfismu rs12979860 (-3176C/T) genu 1L28B
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5. VYSLEDKY

5.1 Urdeni Cistoty a vypocet koncentrace izolované DNA

Vzorky plné krve pacientli a nésledné¢ i vzorky izolované genomové DNA byly
postupné oznaceny Cisly 1 az 10. Izolace DNA, méfeni absorbance spektrofotometrem,
real-time PCR a vlastni analyza kiivek tani probihaly ve dvou sériich po péti pacientech.

V tabulce (Tab. IV) Ize vidét vysledky méfeni absorbance ziedénych vzorki izolované
DNA na spektrofotometru. Déle jsou zde vypocitané hodnoty indexu Cistoty jednotlivych

vzorku a také koncentrace izolované DNA u jednotlivych vzork.

Tab. IV: Naméfené hodnoty absorbance ziedénych vzorkl pii 260 a 280 nm, hodnoty

indexu C¢istoty pro jednotlivé vzorky, koncentrace DNA vzorktl izolované genomové DNA

Vzorek A (260 nm) A (280 nm) I:?:: /c ::(t::)y konce[:tgr/a:ﬁ DNA
Pac. 1 0,034 0,017 2,0 85
Pac. 2 0,026 0,013 2,0 65
Pac.3 0,005 0,002 2,5 12,5
Pac. 4 0,017 0,009 1,889 42,5
Pac.5 0,013 0,007 1,857 32,5
Pac. 6 0,025 0,014 1,786 62,5
Pac. 7 0,012 0,007 1,714 30
Pac. 8 0,012 0,006 2,0 30
Pac.9 0,008 0,005 1,6 20
Pac. 10 0,040 0,021 1,905 100

Vysledné hodnoty indexu ¢istoty u vSech vzorkli izolované DNA byly vyssi nez 1.4.
Vzorky tedy nebyly kontaminovany takovym zplisobem, ze by musela byt izolace
opakovana. Nicméné vzorky 6, 7 a 9 byly pravdépodobné vyrazngji kontaminovany
bilkovinami, protoZze hodnoty indexu c¢istoty u nich nedosahovaly hranice 1,8. Zbylé
vzorky vykazovaly dostatecnou Cistoty izolované genomové DNA.

Koncentrace izolované DNA u jednotlivych vzorkt se pohybovaly v pomérné
Sirokém rozmezi od 12,5 do100 ng/ul. Protoze pro adekvatni pribéh PCR staci pouze malé
mnozstvi vychozi DNA a u provedeni real-time PCR nebyla rozhodujici kvantifikace,

ale amplifikace pro naslednou analyzu kiivek tani, nebyly vzorky DNA nijak upravovany.
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5.2 Vyhodnoceni analyzy krivky tani

Cilem provedeni real-time PCR a analyzy kiivky tani bylo stanovit genotypy
v polymorfismu rs12979860 genu IL28B. Na Obr. 7 a 8 lze vidét kiivky tani a derivované
kiivky tani s piky ziskané pomoci pocitacového softwaru u jednotlivych vzorkl pacientti

a kontrol. V tabulkach V a VI jsou shrnuty stanovené teploty tani a vyhodnocené genotypy.

Melting Curves
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Obr. 7: Ktivky tani a derivace kiivek tani s piky (melting peaks) ziskané po provedeni
real-time PCR a analyzy ktivek tani u jednotlivych vzorku pacientt 1-5 a kontrol (Tab. V)

Tab. V: Hodnoty teplot tani (Ty,) stanovované pocitatovym softwarem termocykleru
U jednotlivych vzorkl pacientd 1-5, PK (pozitivni kontroly) a NK (negativni kontroly);
barva ktivek tani a derivovanych kiivek tani v grafech (viz Obr. 7) ptislusna pro jednotlivé

vzorky pacientd a kontrol; vyhodnoceny genotyp v polymorfismu rs12979860 genu IL28B

Vzorek T T2 Barva krivek Genotyp IL28B
Pac. 1 59,41 - cC
Pac. 2 58,52 - cC
Pac. 3 51,22 59,43 - CT
Pac. 4 51,17 59,41 CT
Pac.5 58,24 - CC
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Obr. 8: Ktivky tani a derivace kiivek tani s piky (melting peaks) ziskané po provedeni

real-time PCR a analyzy kfivek tani u jednotlivych vzorki pacientd 6-10 a kontrol (Tab. V1)

Tab. VI: Hodnoty teplot tani (Ty,) stanovované pocitaCovym softwarem termocykleru
u jednotlivych vzorkl pacientd 6-10, PK (pozitivni kontroly) a NK (negativni kontroly);
barva kiivek tani a derivovanych kiivek tani v grafech (viz Obr. 8) pfislusna pro jednotlivé

vzorky pacientti a kontrol; vyhodnoceny genotyp v polymorfismu rs12979860 genu 1L28B

Vzorek T T2 Barva krivek Genotyp /IL28B
NK - - -

Pac. 6 58,67 - CC

Pac. 7 58,69 . ] cc

Pac. 8 49,95 57,91 CT
Pac.9 58,25 - cC

Pac. 10 49,14 57,30 CT

PK 52,54 60,48 -
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Pro ovéreni spravného prubéhu real-time PCR a navazné analyzy kiivky tani byly
vedle vzorkl testovany také negativni a pozitivni kontroly. V obou probéhnuvsich
analyzach byla u negativni kontroly zaznamenana pouze nizka intenzita fluorescen¢niho
signalu, tedy tzv. fluorescencni pozadi dané nenavazanymi sondami. V reakéni smeési
s negativni kontrolou se tak nenachazela amplifikovatelna DNA. V ptipadech pozitivnich
kontrol byly ziskany derivované kiivky tani se dvéma piky, respektive se dvéma teplotami
tani. Tyto vysledky odpovidaly vysledkiim ocekéavatelnym pii pouziti kontrolni DNA
od vyrobce, ¢imz bylo dokazano, ze reakce real-time PCR probihala adekvatné.

Celkem bylo testovano 10 vzorkl plné krve pacienti. Vysledné hodnoty teplot tani
U vSech vzorkii spadaly do rozmezi stanoveného pro teploty tani pro dané genotypy.
Analyza kiivek tani tak mohla byt povazovana za diavéryhodnou. Z deseti pacienti byl
u Sesti determinovan genotyp CC a u ¢tyt genotyp CT v polymorfismu rs12979860 genu
IL28B. Genotyp TT vtomto polymorfismu nebyl stanoven u zaddného z testovanych
pacientll. Shrnuti vysledkd poskytuje tabulka (Tab. VII).

Tab. VII: Genotypy v polymorfismu rs12979860 genu IL28B stanové u testovanych

pacient
Genotyp IL28B TT CT CcC
Pocet pacientt - 4 6
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6. DISKUZE

Cilem praktické casti této bakalafské prace bylo ovéteni diagnostické metody
vyzivané pro stanoveni genotypu v polymorfismu -3176C/T (rs12979860) genu 1L28B
U pacientii. Vyznam determinace tohoto genotypu pro klinickou praxi spociva v tom,
ze pacienti s genotypem CC vV polymorfismu vykazuji vyssi GspéSnost standardné
pouzivané terapie infekce HCV. Metoda sestava ze dvou zakladnich krokd - z izolace
genomové DNA a provedeni real-time PCR a analyzy kfivky tani.

Izolace nukleovych kyselin ze vzorki byva v laboratofich b&ézné automatizovana,
to znamena, ze je k izolaci pouzita komer¢ni souprava a pftislusny pfistroj. V Laboratofi
molekularni biologie Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc je izolace
genomoveé DNA ze vzorkl plné krve pacientli provadéna pomoci soupravy firmy QIAGEN
a pristroje QIAcube téze firmy. V piipadé pacientd s chronickou infekci HCV je Casto
potieba izolovat DNA pouze ze vzorku jediného pacienta, protoze pacientd S rozpoznanou
chronickou infekci je jennékolik desitek ro¢né. Manualni metoda tak muize byt
alternativou Kk rutinné pouzivanému automatizovanému procesu. V této praci bylo
na zakladé meéteni absorbance na spektrofotometru ovéfeno, ze ru¢ni izolace poskytuje
vzorek genomové DNA o dostatecné Cistoté a koncentraci pro dalsi pouziti v PCR.

Pti provedeni real-time PCR a analyzy kiivky tani se manudlné provadi ptiprava
reak¢ni smési pro PCR a nasledna aplikace smési spolu s testovanymi vzorky do kolonek
termocykleru. Zbylé kroky metody jsou realizovany termocyklerem a pfislusnym
pocitacovym softwarem. V bakalaiské praci bylo ovéteno, Ze pti dodrzeni pracovnich
dokumentovanych postupi a podminek vyrobce jsou ziskdny adekvatni vysledky.
Vysledné hodnoty teploty tani u vzorki byly v rozmezi stanovém vyrobcem pouzitych
reakénich mixd, totéz plati iv piipadé rozmezi pro hodnoty rozdilu teplot tani
u heterozygott. Vysledky ziskané v této praci se shodovaly s vysledky analyzy v béZzném
laboratornim provozu.

Metoda pouzivana v Laboratofi molekularni biologie Oddéleni klinické biochemie
FNOL pro detekci genotypu v polymorfismu -3176C/T (rs12979860) genu IL28B

U pacientil tedy byla ovétena.
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7. ZAVER

V ramci této bakaldiské prace byla vypracovana literarni reSerSe o vyznamu viru
hepatitidy C. Teoreticka prace byla zaméfena predevSim na patogenezi infekce virem
hepatitidy C v lidském organismu, imunitni odpovéd’ hostitele a dale na terapii infekce
HCV. Byly zde shrnuty nejnovéjSich poznatky o roli jednonukleotidovych polymorfismt
v oblasti lidského genu pro interleukin 28B ve vrozené imunitni odpovédi hostitele
a v uspésnosti standardné pouzivané terapie. Jednonukleotidovy polymorfismus -3176C/T
(rs12979860) v oblasti genu IL28B ziejmée ovliviiuje pravdépodobnost dosazeni spontanni
eliminace infekce u nakazenych jedinci. Za pftiznivy genotyp S pozitivnim vlivem
na eliminaci je povazovan genotyp CC rs12979860. V dalSich studiich bylo zjisténo,
ze pacienti s genotypem CC rs12979860 vykazuji vice nez dvakrat vyssi Gispésnost terapie
infekce nez pacienti s genotypem TT vtomto polymorfismu. Genotypy polymorfismu
genu IL28B maji navic vyssi prediktivni hodnotu v uspésnosti terapie nez kterykoliv jiny
faktor pochazejici od hostitele (v€k, pohlavi). Dale zde bylo pojednano o vyznamu
stanoveni genotypu v polymorfismu rs12979860 v klinické praxi.

Cilem experimentalni c¢asti této bakalafské prace bylo predev§im sezndmeni
se zakladnimi metodami molekuldrni biologie. Konkrétné¢ tim, ze byla ovéfena
diagnostickd metoda pouzivana pro stanoveni genotypu v polymorfismu -3176C/T
(rs12979860) genu IL28B u pacienti. Pti provedeni metody byvaji pouzity komeréni
soupravy vyrobci QIAGEN (pro izolaci genomové DNA) a Roche (real-time PCR
a analyza kiivky tani). Metoda byla ovéfena pomoci analyzy deseti vzorkli plné krve

pacienttl, kdy u Sesti z nich byl stanoven genotyp CC a u ¢tyt genotyp CT.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

anti-HCV
CD
DAA
DNA
dsDNA
EDTA
EIA
ER
HBV
HCV
HIV
HLA
IFN
IRES
kDa
LDL-R
NK
ORF
PCR
peg-IFN
RBV
RdRp
RNA
rpm
SNP
SR-BI
sSRNA
SVR
UTR
WHO

protilatka proti viru hepatitidy C

cluster of differentiation

directly acting antivirus, pfimo plsobici virostatika
deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
double-stranded DNA, dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
etylendiamin tetraoctova kyselina

enzyme immunoassay, enzymova imunoanalyza

endoplazmatické retikulum

hepatitis B virus, virus hepatitidy B

hepatitis C virus, virus hepatitidy C

human immunodeficiency virus, virus lidské imunitni nedostatecnosti
human leucocyte antigen, hlavni histokompatibilni komplex
interferon

internal ribosome entry site

kilodalton

low-density lipoprotein receptor

natural killer

open reading frame, otevieny Cteci ramec

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
peginterferony

ribavirin

RNA-dependent RNA polymerase, RNA-dependetni RNA-polymeraza
ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

revolutions per minute, otacky za minutu

single nukleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
scavanger receptor B type |

single-stranded RNA, jednovlaknova ribonukleova kyselina
sustained virological response, setrvala virologicka odpovéd’
untranslated region, nepiekladané oblasti

World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace
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