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Abstrakt

Hepatitida C je zanét jater vyvolany infekci stejnojmennym virem, ktery ve 25%
ptipadl konci hepatoceluldrnim karcinomem. V soucasnosti se rozeznava na 6 riznych
genotyp s nejméné 50 odlisSnymi subtypy (3). Virus hepatitidy C rychle podléha
mutacim, vysledkem je, ze kazdy infikovany jedinec obsahuje smés lehce odlisnych
variant viru. Unikaji kontrole imunitniho systému hostitele a z tohoto divodu casto
prechazi do chronicity. Kvalitativni pritkaz je dalezity pfi zjisténi pfitomnosti viru,
stanoveni kvantity viru HCV je dulezité pii zahdjeni 1€Cby a hlavné sledovani u¢innosti
1écby (20).

Nejcastéji vysetiujeme krevni sérum nebo plazmu, HCV virus lze diagnostikovat
piimo nebo nepiimo. Priikaz anti-HCV protilatek (neptimy prikaz) metodou Elisa se
rutinn€ provadi ve vétSiné laboratoii a je to zékladni screening. Detekovatelné
anti-HCV protilatky vznikaji tfi tydny az tfi mésice po primoinfekci (u kazdého
jednotlivce je protilatkova odpovéd’ riizna), test byva v Casnych fazich infekce negativni
(21).

K prikazu viru se pouzivaji mimo jinych i molekularné biologické metody
PCR — polymerazova tetézova reakce. Pro detekci pomoci PCR je v prvni fazi tieba
vyizolovat virovou RNA (ribonukleovou kyselinu) z biologického materialu. Viry RNA

lze izolovat izolaCnimi pfistroji (tzv. izolatory) nebo manualné s pomoci izola¢nich kitt

(1).

Vysledkem mitize byt riizny stupenn vytéznosti a ¢istoty RNA. Ve své praci jsem
pouzivala pouze ru¢ni kolonkovou izolaci. Po ziskani virové RNA nasleduje kvalitativni
prikaz. Byla pouzita in house metoda - pomoci RT PCR (PCR s reverzni transkripci)
a naslednou PCR se amplifikuji specifické useky virové RNA, které jsou vizualizované
gelovou elektroforézou, s pouzitim ethidium bromidu. Pouziva se dvoukrokova PCR.
V prvnim kole reakce probihd reverzni transkripce 30 minut pii 50°C, za pfitomnosti
RNase inhibitoru a enzymu reverzni transkriptdzy dojde k pfepisu RNA na cDNA,
nasledné k namnozeni useku se specifickymi primery. Toto vSe je soucésti jedné PCR
reakce, kterd probihd v pfistroji tzv. termocycler za ptfitomnosti specifickych primert,

vody, pufru, nukleotidii a specifického enzymu. Pro druhé kolo PCR  Nested



(zahnizdéna PCR) se pouzivaji dalsi dvé jiné specifické sekvence primert, tato PCR se
pouziva pro zvySeni citlivosti a specificity metody. Produkty PCR jsou vizualizované

na agar6zovém gelu s pouzitim interkala¢niho ¢inidla (nej¢astéji ethidium bromid) (3).

Kvantitativni prikaz pro zjisténi hladiny virémie se provadi pomoci real time
PCR. Detekce probiha v redlném c¢ase pomoci fluorescencnich barviv. Barviva jsou
zpravidla vazand na oligonukleotidové sondy, které se specificky vazou na PCR
amplifikat. Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v realném ¢ase umoziuje
prikaz a kvantifikaci produktii. Zaroven je systém schopen identifikovat potencidlni
PCR inhibici pfitomnosti interni kontroly. Pro kvantifikaci se dodédvaji externi pozitivni
kontroly, s jejichz pomoci lze uréit mnozstvi viru ve vzorku. Po pfidani standard
o znam¢ koncentraci do reakce vznikne kalibra¢ni kiivka, podle niz lze kvantifikovat

vySetfované vzorky (19).
Ve své praci jsem porovnavala 2 izolacni soupravy:

a) High Pure Viral RNA Kit (Roche) - kit urCeny k izolaci RNA viru
Z biologického materidlu (sérum, plazma). V prvni fazi dochdzi k lyze biologického
materidlu, uchyceni RNA na kolonce s membranou, nékolikandsobné promyti a poté

k eluci RNA do vody — k pouziti pro real time — PCR (8).

b) QlAamp Viral RNA mini Kit (Qiagen) — kit je ur¢eny k izolaci virové RNA
Z lidské plazmy nebo séra. Nejprve dochazi k lyze biologického materidlu, uchyceni

RNA na kolonce s membranou, promyti a eluci RNA do vody - k pouziti pro real time
—PCR (13).

Pro zjiSténi rozdili v izolaci byly pouzZity vzorky, které byly kvantifikovany
pomoci real time PCR. Prokazal se rozdil ve vytéZcich RNA mezi vySe uvedenymi
soupravami. Vzorky izolované soupravou QIAamp Viral RNA Kit (Qiagen) vykazovaly

po kvantifikaci vy$si hodnoty namétfené virové RNA.



Summary

Hepatitis C is a virus caused liver irritation, which leads to hepatocelular carcinoma in
more than a quarter of cases. Six different genotypes with at least fifty different
subtypes are known (3). Hepatitis C virus rapidly undergoes mutation, which causes
every infected person to have more of slightly different variants of the virus in their
body. Consequently, the immune system often loses control over the virus, which can
lead to the observed chronicity. Qualitative confirmation is important for determination
of the presence of the virus. Quantitative confirmation, on the other hand, is crucial for
commencing and monitoring of the treatment. (20)

The most often examined species is blood serum, or plasma. HCV can be diagnosed
directly, or indirectly. Confirmation of the presence of anti-HCV antibodies (indirectly)
by Elisa method is routine and very basic screening in most laboratories. Detectable
anti-HCV antibodies occur three weeks to six months after the primoinfection (every
person’s immune system reacts differently). This indirect test is usually negative in

early phases of infection. (21)

For direct confirmation of the virus, solely PCR — polymerase chain reaction — methods
are used. In the first phase, it is necessary to isolate RNA of the virus from the
biological material. This can be done either by a special isolation instrument, or

manually, using special isolating kits.

Use of different methods may result in different yield and purity of RNA. In my work,
| used only hand column isolation. After obtaining the RNA of the virus, qualitative
confirmation follows. In my case, an “In house” method was used —-the RT PCR
(reverse transcription PCR) followed by the PCR amplification of specific segment of
viral RNA, which are visualized by gel electrophoresis in presence of ethidium
bromide, which works as an intercalation species. Double step PCR is used. In the first
step, reverse transcription progresses for 30 minutes at 50°C. In the presence of RNase
inhibitor and reverse transcriptase enzyme RNA is overwritten to cDNA, which is
subsequently multiplicated using specific primers. This process is a part of one PCR
reaction, which takes place in the Thermocycler in the presence of specific primers,

water, buffer, nucleotides, and specific enzyme. For the second round of Nested PCR



two different sequences of primers are used. PCR is used for enhancing the sensitivity
and specifity of the method. Products of the PCR are then visualized on the agarose gel
with intercalation agent (most commonly ethidium bromide).(3)

Quantitative determination of viremia level is carried out with Real Time PCR.
Detection proceeds in real time using fluorescence dyes. Dyes are usually bonded onto
oligonucleotide probe, which specifically bonds to a PCR amplificate. Measuring the
intensity of fluorescence enables confirmation and quantification of the products. The
system is also able to identify potencial PCR inhibition with internal control. After
addition of standards of known concentration, we can work out a calibration curve and

use it to quantify measured samples (19).
In this work, two isolation Kits are compared:

a) High Pure Viral RNA Kit (Roche) — kit used for isolation viral RNA from
biological material (serum, plasma). In the first phase, biological material is
decomposed, RNA is collected on the column with membrane, washed
multiple times and eluted to water for use in Real Time PCR (8)

b) QIAamp Viral RNA mini Kit (Qiagen) — Kit used for isolation of viral RNA
from blood plasma, or serum. Firstly, biological material is decomposed,
RNA is collected on the column with membrane, washed multiple times and
eluted to water for use in Real Time PCR (13).

To determine the differences in isolation, I used samples which were quantified by Real
Time PCR. It has shown a difference in the RNA vyields for the two kits mentioned
above. The samples isolated with the QIlAamp Viral RNA Kit (Qiagen) have shown

higher values of measured viral RNA after quantification.
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Uvod

Téma mé bakalaiské prace — Diagnostika viru hepatitidy C s pouzitim metod

molekularni biologie.

Hepatitida C je onemocnéni virového pivodu. Virus byl objeven teprve nedavno
(r. 1989), do té doby byla znama pouze hepatitida typu A a typu B. Hepatitida C
je vsoucasnosti infekce svétového vyznamu, odhaduje se, Ze pocet infikovanych
je Ctyrikrat vyssi nez pocet osob nakazenych virem HIV a dosahuje vice nez 3% svétové
populace (obr. ¢. 1). V absolutnich ¢islech je to vice nez 180 milioni nemocnych
ve svéte, pricemz asi 4 miliony Ziji v USA, 5 milion v zadpadni Evropé€ a 2 miliony
v Japonsku. Infekce je nejCastéjsi v Africe, Jizni Americe a jihovychodni Asii, kde
je pravdépodobné infikovano 10-20% populace, misty i vice. V Evropé je nejvyssi
vyskyt onemocnéni ve Stredozemi (v pruméru 1-3%, lokalné vSak mnohem vyssi,

napfiklad na Sicilii vice nez 10%).

5-10%
| EERLE

B o dats availabk

Obr. ¢. 1:Vyskyt hepatitidy C v celosvétovém méfitku.
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Chronicka hepatitida C problémem nejen rozvojovych, ale i rozvinutych zemi
svéta (22). Virus hepatitidy C vyvolava akutni nebo chronickou hepatitidu C zacinajici
zanétem jater. Akutni onemocnéni miize byt provazeno témito nepftilis jednoznaénymi
priznaky: inava, ptfechodna ztrata chuti k jidlu, poruchy spanku, svédéni kiize anebo jeji
zlutavé zabarveni, pocit napéti v pravém podzebii nebo travici obtize. Toto vSe probiha
relativné pomalu a nepozorovang, organizmus svymi obrannymi mechanismy dlouho
dokaze kompenzovat jakékoliv pfiznaky. Ve vétsiné piipadu se pfitomnost tohoto viru
v téle zjisti bud’ nahodné pii vySetfovani jinych potizi, nebo v chronickém stadiu, kdy
jsou jiz jatra velmi poskozena (11). Pfi dlouhodobém zanétu dochazi ke zjizveni jaterni
tkang, takzvané fibroze — jaterni bunky jsou nahrazovany vazivem, ztraceji svoji funkei,
jatra ptestavaji fungovat. Po dlouhodobé chronické infekci mize hepatitida typu C
skon¢it jaterni cirh6zou nebo rakovinou jater. Posledni faze je v soucasnosti
nejcastéj$im divodem K transplantaci jater. (7) Pred rokem 1992, kdy bylo zavedeno
rutinni testovani darcu krve, se vétSina osob infikovala transfuzemi krve ¢i krevnich
derivati. To plati pfedev§im pro hemofiliky (pacienty s vrozenou poruchou krevni
srazlivosti) a pacienty na hemodialyzdch (umélych ledvinach). Ve vyspélych statech
svéta ztratila tato cesta pienosu infekce v souCasnosti na vyznamu. Nejohrozenéjsi
skupinou jsou jednoznac¢né injekéni uzivatelé drog, pujcuji si navzijem injekéni
stiikacky a jehly. Rizikové aktivity predstavuji i1 tetovani a piercing, pokud nejsou
provadény v nalezitych hygienickych podminkach. (23) Mozny je i pfenos infekce
sexualnim stykem. Nebezpec¢i pfenosu infekce HCV sexudlni cestou z infikovaného
muze na zenu je asi tfikrdt vyssi, nez naopak. V ftad¢ piipadi je rozhodnuti
o nejpravdépodobnéjSim zpisobu pienosu infekce HCV velmi obtizné. Jedna se
zejména o mladé lidi, ktefi maji v anamnéze zavislost na drogach a zaroveil jsou i
sexualnimi partnery. Pfenos infekce virem hepatitidy C z matky na dité je velmi vzacny
a pravdépodobnost infikovani ditéte béhem porodu se udava mezi 2-6%. I pii
nejpeclivéjSim zkoumani ziistava u vyznamné ¢asti infikovanych cesta ptenosu infekce
HCV neznama. Podle velkych zahrani¢nich statistik je to v 10-30% ptipadi. Jde
predev§im o starsi pacienty, ktefi se infikovali pfed n€kolika desitkami let a infekce

HCV byla u nich diagnostikovana teprve v posledni dob¢ (22).
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1. Soucasny stav

Virus hepatitidy C, je obaleny RNA virus, ¢eledi Flaviviridae. Genom HCV
obsahuje jediny gen kodujici polyprotein, jenz je podroben Stépeni na jednotlivé
strukturalni a nestrukturalni proteiny. Srovnani sekvence nukleotidii v riznych izolatech
ukazalo na neobvyklou heterogenitu HCV. Oblast genomu, kédujici E2 protein
obsahuje hypervariabilni oblasti, které pod tlakem protilatek intenzivné mutuji. Kazdy
virovy izolat je komplexem genetickych variant, mezi nimiz existuji drobné rozdily
v sekvenci nukleotidt.(30) Do dne$niho dne bylo popsano Sest hlavnich genotypu viru
hepatitidy C oznacovanych jako genotypy 1 - 6. Byla popsdna fada subtypt (la-1c,
2a-2d, 3a-3f, 4a-4k, 5a a 6a) a nové jsou dale pribézné objevovany. V Ceské republice
jednoznaéné prevlada infekce genotypem 1, druhym nejéastéj$im je genotyp 3. OvSem v
dasledku migrace obyvatel se stale Castéji objevuji i jiné genotypy, napf. genotyp 2
v disledku imigrace zejména z Ukrajiny. Z tady studii vyplynulo, ze HCV genotyp
ovliviiuje reakci na 1éCbu jak pii monoterapii (samotny interferon alfa), tak pii terapii
kombinované (interferon alfa s ribavirinem). Obecné¢ se infekce genotypem 1 1éc¢i
obtiznéji (n€které studie ukazuji, Ze odpoveéd’ pacientl s genotypem 4 je podobnd) nez
infekce genotypem 2 nebo 3. Mimoto HCV genotyp 1 postihuje zavaznéji jatra nez
ostatni. Z tohoto diivodu je tfeba pii hodnoceni chronicky infikovanych pacientti brat

v uvahu i piislusny genotyp HCV.(11,12)
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Obr. ¢. 2: Zastoupeni jednotlivych genotypt hepatitidy C

Na obrazku ¢. 2 vidime pomér zastoupeni jednotlivych genotypli z celkového

poctu hepatitidy typu C.

2. Cile prace a hypotézy

Cilem moji prace bylo osvojit si kvalitativni a kvantitativni stanoveni viru
hepatitidy C. Vybrala jsem soubor pozitivnich vzorku, RNA byla vyizolovana dvéma
riznymi izolacnimi soupravami a vySetfena kvantita. Domnivam se, Ze kvantita vzorkt

zpracovanych obéma izola¢nimi soupravami je shodna.
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3. Metodika

3.1 Laboratorni vySetiovaci metody HCV

Laboratorni diagnostika je u pacientt s hepatitidou typu C velmi dilezita.
3.1.1 Detekce protilatek

Mezi standardni metody pritkkazu viru patii sérologické detekéni metody — detekce
anti-HCV protilatek. Protilatky jsou markerem expozice — kontaktu dané osoby s virem
hepatitidy C. Protilatky nemaji neutralizacni efekt, pfetrvavaji ve zna¢ném titru 1 u
pacient Gspé$né vylécenych. Nejnovéjsi sérologické metody maji senzitivitu 97% a
specifitu az 99%. Vysetieni anti-HCV je vysetfeni skriningové u vSech osob, u kterych
je podezieni, ze byly nékdy v priitbé¢hu zivota virem exponovany. V piipad¢ negativniho
nalezu protilatek nelze jednoznacné ftici, Ze pacient neni nakazen (diagnostické okno),
pokud chceme zlstat u jednoduchého a levného sérologického vySetfeni, je treba jej
zopakovat s ¢asovym odstupem (6). Nejnovéjsi sérologické metody detekuji protilatky
anti-HCV i antigen, diky této diagnostice se zkratilo diagnostické okno, ale o charakteru

zavaznosti onemocnéni hepatitidou typu C toho moc nevypovidaji (22).
3.1.2 Prukaz viru

K metodam pfimého prikazu by patiila kultivace viru na tkanovych kulturach,
ktera v ptipadé viru HCV neni mozna. Molekularné biologické metody jsou metody
piimého prikazu viru. Jedna z metod je polymerazova fetézova reakce (PCR).
Polymerazova tetézova reakce prokazuje pritomnost virové nukleové kyseliny (HCV
RNA) v séru ¢i tkanich infikovaného jedince. VSechny pouzivané metody jsou dnes
dostupné ve varianté kvalitativni 1 kvantitativni. Vzhledem k poslednimu vyvoji
terapeutickych moznosti a z toho vyplyvajicich pozadavki na molekularné geneticka
vySetfeni, vét§ina pracovist’ rutinné¢ provadi kvantitativni hodnoceni. Z dostupnych
metod nejvetsiho rozsifeni nalezla metoda amplifikace nukleové kyseliny v redlném
case — real time PCR. Molekularné genetické metody umoznuji urcit i genotyp viru
HCV. (29) Genotyp viru je nutné urit pti prvotnim zjisténi infekce virem hepatitidy C.
Pro lékare je to dilezitd informace pfi zahajeni 1é€by, rizné genotypy odpovidaji na

1é¢bu rizné.(12)
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3.2 Struktura a vybaveni laboratoie

Pro PCR diagnostiku je nutné funk¢ni ¢lenéni pracovisté (minimalné 3, lepsi 4
mistnosti) — viz. Obr. ¢. 3, aby se zabranilo kontaminaci vzorkd a tim se piedeslo
faleSn¢ pozitivnim vysledkim. Vzorky do laboratofe jsou pfijimany Vv laboratofi pro
izolaci a zde je vyizolovana RNA. Je nutné vSemi moznymi zpusoby zabranit
kontaminaci. Po izolaci nasleduje piiprava piislusného reakéni smési (mastermix)
Vv laboratofi pro jeji ptipravu, do pfipravené smési, se prida pouze negativni kontrola
(5 ul vody) a pienese se chlazeny stojanek s reak¢éni smési do izola¢ni laboratote. Zde
se prida vyizolovana RNA, pozitivni kontrola a pienese se do laboratoie s PCR
analyzatory, kde probéhne PCR reakce v cycleru. Poté nasleduje ptiprava prislusného
mastermixu pro Nested PCR a v laboratofi s analyzatory, se prepipetuje Sul do dalsi
piipravené PCR reakce a pusti se cycler s ptislusnym programem. Po dob&hnuti reakce
se pienese do ELFO - laboratoie a pusti se elektroforéza. Po odeétu PCR se likviduji

amplikony (produkty PCR) dle ptedpist.

lzolagni

Laboratof pro

laboratof pfipravu master mixu

Laborator - PCR

ELFO - laborator

analyzatory

Obr. ¢. 3: Pohyb materialu, abychom zabranili kontaminaci.
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3.2.1 Laboratof pro izolaci

Tato laboratof je zaroven i laboratof pfijmova, jsou zde pfijimany nové vzorky,

zapisovany zadanky do pocitae a vzorky zpracovavany piislusnym zptsobem,

ukladany do lednice nebo do mrazaku. V izola¢ni laboratofi jsou provadény izolace

RNA.

Vybaveni laboratofe pro izolaci:

Laminarni box — s vertikdlnim proudénim vzduchu. Je vybaven dvéma HEPA
filtry, které odstranuji ¢astice vétsi nez 0,3um S cinnosti 99,99%. Jeho soucati
je ovladac¢ vnitiniho osvétleni nebo UV svétla. Uspotadani boxu chrani hlavné
material zpracovavany Vv boxu, ale i pracovnika a vnéjsi prostiedi.(zabranéni
kontaminacim)

Dry Block — termostat s Sirokym teplotnim rozsahem. PoZadovanou teplotu lze
snadno nastavit pomoci Sipek a hodnoty se zobrazuji na digitalnim displeji.
Uvniti bloku dochazi k rovnomérnému rozloZeni teploty tak, ze vSechny vzorky
jsou vystaveny stejné teploté nezavisle na jejich umisténi.

Centrifuga — stolni odstfedivka s rotorem pro staceni zkumavek, je ur¢ena pro
praci se zkumavkami s odebranym materialem (krev).

Centrifuga — stolni odstfedivka s aktivnim chlazenim a nastavitelnou rychlosti
otacek (az 25 000 g). Je uréena pro praci s mikrozkumavkami.

Vortex — umoziuje protifepani a promichani vzorku.

Rukavice — bez thalku (pudru). Thalek by mohl inhibovat nebo ovliviiovat PCR
reakci. Vnitini vrstva je ze syntetického materialu, jehoZ sloZeni sniZuje riziko

vzniku alergické reakce.
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Mikrozkumavky - uzaviratelné, vyrobené =z polypropylenu odolného vici
vysokym teplotdm i chemickym latkam. Diky tepelné odolnosti se provadi jejich
resterilizace v autoklavu (121°C, 21 minut).

Pipeta — Pasteurova (plastova)

Mikropipety — Finnpipette Digital (objemy: 0,5-5 pl, 1-10 ul, 2-20 pl,
10-100 ul, 100-1000 pl) - autoklavovatelné pipety s nastavitelnym objemem
pracujici na principu nasavani a vytlacovani vzduchu. Pfi praci se pouZivaji
odnimatelné $picky, sterilni s filtrem. Jsou vyrobeny z ¢irého polypropylenu bez
primési.

Sterilni $picky s filtrem k mikropipetam

Lednice, mrazak, teploméry k lednici a k mrazaku.

Stojanky na zkumavky a mikrozkumavky

Kit na izolaci RNA ze vzorku.
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3.2.2 Laboratof pro pripravu reakénich smési — mastermix

Tato laboratof je ze vSech mistnosti nejCistéj$i. V laboratofi se ptipravuji pouze

reakéni smési - master mixy.
Vybaveni laboratoie pro pripravu mastermixu

e PCR box

e Mikrocentrifuga

e \ortex

e Mrazak,lednice

e Chladici stojanky, PCR mikrozkumavky 0,2ml, nastavitelné mikropipety,

sterilni $picky s filtrem, rukavice bez thalku (pudru)

3.2.3 Laboratof pro amplifikaci — PCR

V této mistnosti jsou umistény piistroje thermocyclery, LightCycler a Rotor Gene Q
Vybaveni laboratoie pro amplifikaci:

e Thermocycler — pfistroj zahiiva a chladi mikrozkumavky s PCR smési podle

piedem daného programu.

Rotor Gene Q firma QIAGEN cycler pro RT-PCR, kvantitativni a kvalitativni
detekce nukleovych kyselin pomoci polymerazové tetézové reakce ve
zkumavkovém systému

e Pocitac se softwarem pro pftistroj Rotor Gene Q

e LightCycler firma Roche — cycler pro RT-PCR, kvalitativni a kvantitativni
detekce nukleovych kyselin pomoci polymerdzové fetézové reakce v kapildrnim
systému.

e Pocitac se softwarem pro pfistroj LightCycler.
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3.2.4 Laboratof pro elektroforézu ELFO

Mistnost, ve které se provadi odecet vzorkii PCR pomoci elektroforézy.
Vybaveni laboratoie pro ELFO:

e Zdroj napéti — Biometra -jednosmérny el.proud 120 V
e ELFO vana - SCIE —PLAS

e Digestor

e Transiluminator — Biometra

e Pfistroj pro vyhodnoceni — MiniBis

e Mikrovlnna trouba

3.3 Metody izolace RNA HCV pouzité v bakalaiské praci.

Vzorek krve je odebran pacientovi a Vco mozné nejkrat$i dobé dorucen do
laboratote. Poté hned centrifugovan 10 minut pii 2500 x g (dochazi k degradaci RNA
ovliviyjici kvantitu). Sérum je stazeno do 1,5ml mikrozkumavek oznaéenych jménem
pacienta a identifikacnim ¢islem, a uloZzeno do mraziciho boxu, pokud ke zpracovani

nedojde okamzité.
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3.3.1 Izolace RNA — High Pure Viral RNA kit (firma ROCHE)

Obsah reagencii v Kitu:

- Poly A carrier RNA

- Biding buffer

- Removal buffer

- Washing buffer

- Elutions buffer

- kolonky, sbérné nadobky
Pracovni postup izolace

Ptipravi se pracovni roztok dle pfilozené tabulky — na jeden vzorek: 500 pl
Binding buffer + 4 ul Poly A carrier RNA tato smés se ptipravi pro pfislusny pocet
vzorkil nasobkem obou reagencii. Pracovni pufr se pfipravi vzdy cerstvy ve sterilni
nadobé (RNAaza free zkumavka nebo sterilni penicilinka) opatrné se promichaji pouze
posunem po stole (je velmi viskozni, pozor na bublinky). Vzorky séra, které se
uchovavaji v mrazaku, se nechaji rozmrznout a poté zvortexuji (promichaji) a jsou
piipravené k izolaci. Do RNA4za free zkumavek se napipetuje 400 pl pracovniho pufru
a prida se 200 pul vzorku a dikladné se zvortexuje alespon 30 sekund. Tato smés se
pielije do kolonky a centrifuguje se 8000 X g na 1 minutu. Pfenda se do cistych
sbérnych zkumavek a piidda se 500 ul Inhibitor Removal buffer (soucast kitu).
Centrifuguje se 8000 x g na Iminutu. Pfenda se do ¢istych sbérnych zkumavek a prida
se 450 ul Washing buffer (soucasti kitu - promyvaci roztok). Centrifuguje se 13000 X g
na 3 minuty (osuSeni membrany v kolonce) a piendd se do Ccistych RNA
mikrozkumavek (eppendorfek 1,5 ml) a piida se 50 pl Elution buffer (soucast kitu -
voda). Centrifuguje se 8000 x g za minutu a v mikrozkumavce je vyizolovana RNA
K pouziti do PCR reakce. Takto vyizolovanou RNA lze uchovavat v lednici pouze
kratkodobé (max. hodina), dlouhodobéjsi skladovani pouze v mrazaku (i pfi
chladnickové teploté RNA rychle degraduje). Takto vyizolovany vzorek se pouzije pro

kvalitativni 1 pro kvantitativni vySetfeni.
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3.3.2 1zolace RNA — QlAamp Viral RNA mini kit (firma QIAGEN)

Obsah reagencii v Kitu

Vol. Buffer AVL
- Vol. Carier RNA-AVE

- AW 1 - koncentrovany (pii pouziti do reakce musime nafedit

absolutnim alkoholem dle navodu)

- AW 2 - koncentrovany (pii pouziti do rekce musime natedit

absolutnim alkoholem dle navodu)

- Elutions buffer

Kolonky, sbérné nadobky
Pracovni postup izolace

Ptipravi se pracovni roztok dle ptiloZzené tabulky — na jeden vzorek: 0,56 Vol.
buffer AVL (ml) + 5,6 Vol.carier RNA-AVE (ul) tato smés se piipravi pro piislusny
pocet vzorkii ndsobkem obou reagencii. Vzorky séra, které se uchovavaji v mrazaku,
nechaji se rozmrznout, poté se zvortexuji a vzorky jsou ptipraveny k izolaci. V 1,5ml
mikrozkumavce (eppendorfka) je smichano 560 ul smési pracovniho roztoku a 140 ul
vzorku a dukladné zvortexovano minimdlné¢ 30 sekund a inkubuje se pii pokojové
teploté 10 minut. Poté je ke vzorku s pracovnim pufrem ptidano 560 pl 99,5% etanolu.
Diikladné se zvortexuje a kratce centrifuguje (impuls). Na pfedem ptipravenou kolonku
je preneseno mikropipetou 630ul lyzatu a zcentrifuguvano pii 6000 X g za 1minutu.
Kolonka se pfendd do Cisté sbérné zkumavky a pifidd se zbytek lyzatu. Znovu se
centrifuguje 6000 x g za 1minutu. Kolonka se opét pfenda do Cisté sbérné zkumavky a
pfidd se 500 ul AW1 (promyvaci roztok ¢. 1- soucésti kitu). Centrifuguje se pii
6000 x g na 1 minutu a kolonka se ptenda do Cisté sbérné zkumavky. Na kolonku se
nanese 500 ul AW2 (promyvaci roztok €. 2 - soucasti kitu) a znovu se centrifuguje pii
13000 x g na 3minuty — dokonalé vysuseni kolonky. VSechny roztoky do této faze jsou
alkoholové roztoky, vyuziva se faktu, ze nukleové kyseliny (RNA i DNA) jsou

Vv alkoholu nerozpusté a jsou zachyceny na membrané kolonky. OsuSend kolonka se
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prenda do 1,5ml mikrozkumavky a pfida se 60ul eluéniho pufru AVE (absolutné Cista
voda, V ni je RNA rozpustna a sestoupi z membrany kolonky do mikrozkumavky) poté
se centrifuguje 6000 x g na lminutu. Takto vyizolovana RNA se pouzije do PCR
reakce, nebo Ize wuchovavat v lednici, ale pouze kratkodobé (max. hodina),
dlouhodobéjsi skladovani je mozné pouze v mrazaku (pii pokojové teplot¢ RNA rychle

degraduje).

3.4 Kvalitativni prukaz

3.4.1 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, pii1 kterém pomoci enzymu reverzni transkriptazy
dojde k vytvofeni komplementarni DNA (.DNA) a nasledné mize byt syntetizovana
cDNA amplifikovana pomoci tradicni PCR. Vyizolovanou RNA ze vzorku je nutné
pomoci reverzni transkriptazy (enzym) pievést na komplementarni ;DNA, tento krok
neni zvlast’ obtizny, ale metoda je technicky naro¢na, protoze RNA rychle degraduje
u¢inkem ribonukledz, které jsou obecnymi kontaminaty vzorkd. RNasy jsou
termostabilni, aktivni jsou i po ¢iSténi materialu denatura¢nimi Cinidly, niceny jsou
pouze roztoky s inhibitory RNas. Po takto upravené RNA muze dojit ke klasické
polymerazové reakci (PCR).(22)

3.4.2 Princip PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR - z anglického Polymerase Chain Reaction)
je cyklicka fizena reakce slouzici k amplifikaci (zmnoZeni) ur¢itého useku molekuly
DNA a k replikaci (zdvojeni) nukleovych kyselin. Useky DNA, které chceme namnozit,
musi byt ohrani€eny na zacatku a na konci tzv. primery. PCR je zplsob jak vytvofit
mnoho milionti kopii vzorového fragmentu DNA. Kazd4d PCR reakce zac¢ind pocatecni
denaturaci (rozpleteni DNA rozpadem vodikovych mistki) a tak vznikaji vazebna

mista pro primery. Pocatecni denaturace se provadi pti 95°C po dobu 2 az 5 minut.
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U vzorkld bohatych na G/C pary je doba prodlouzena na 10 minut. Po ukonceni

pocatecni denaturace nasleduje cyklus, ktery se sklada ze tii kroku:

1. Denaturace — mikrozkumavka s reak¢éni smési v cycleru se zahieje na teplotu 94 — 96
°C. Dochazi k relaxaci a denaturaci (rozpojeni rozpadem vodikovych mistkd) molekuly

dsDNA do dvou ss molekul, na tzv. templatové DNA.

2. Hybridizace (dosednuti primerl) — ochlazeni reak¢éni smési na 50 — 65 °C umoziuje
navazani primerd k jejich komplementarnim sekvencim na ssDNA. Teplota urCuje

specifi¢nost vazby primeru na templat.

3. Elongace — zahfati reakéni smési na 70 — 72 °C, nasleduje navazani DNA polymerasy
(enzym) a prodlouzeni vlakna DNA od kazdého primeru az na konec templatové DNA
pomoci volnych dNTP (nukleotid). Nové syntetizované fetézce slouzi jako templaty
pro dalsi cyklus reakce. Tento cyklus se mnohokrat opakuje a béhem kratké doby, tak
dochazi k mnohonasobné amplifikaci sekvence DNA. Béhem kazdého cyklu dojde ke
zdvojnasobeni poctu téchto sekvenci, teoreticky pocet takto vzniklych sekvenci ptibyva
exponencialné. Celkovy pocet skutecné¢ vzniklych produktl je niz$i nez tento udaj v
dasledku postupné degradace enzymu. PCR reakce konci zavérecnou extenzi. Vzorek je
ponechan pii 72°C po dobu 5 az 15 minut, aby mohlo dojit k dokonceni syntézy a

renaturaci jednovlaknovych produkti (5).

Nejcastéji se vySettuje sérum nebo plazma, HCV virus Ize také stanovit ve tkani jater.
Kprikazu HCV RNA se u nas pouziva ,,in house” metoda, ve které se pomoci
RT- PCR (reversni transkripce polymerdzové fetézové reakce) a naslednou
dvoukrokovou polymerazovou fetézovou reakci (nested PCR) amplifikuji specifické

useky virové RNA. Vzniklé PCR produkty jsou vizualizované gelovou elektroforézou.
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3.4.3 Priprava master mixu (reagen¢ni smési) pro kvalitativni prikkaz HCV.

Metoda Nested PCR

Princip — Nested PCR je variantou polymerazové fetézové reakce (PCR), pii
které se pouzivaji dva pary (misto jednoho paru) primert k zesileni fragmenti PCR
produktu. Prvni dvojice PCR primera se amplifikuji, zmnozuji fragment. Druha
dvojice primerl jsou tzv. vnofené primery (vnofené do prvniho fragmentu), ty se vazi
uvnitt prvniho fragmentu PCR produktu. Ve druhém kole PCR (nested) se zvySuje
mnozstvi PCR produktu tim, Ze jako vstupni templat se pouziva predamplifikovany
produkt z prvni PCR. Touto metodou se zvySuje citlivost, pouzitim vnitinich primert

se zajiStuje vetsi specifita (29).

3.4.4 Prvni PCR HCV

V prvnim kole nested PCR dochazi k reverzni tanskripci a zaroven k amplifikaci.
Reverzni transkripce z vyizolované RNA za pomoci SuperScript 111 Platinum One-Step
piepis z RNA na .DNA

Primery: HCV1 -R-1-21 ggC GAC ACT CCACCATAg ATC

HCV2 -R-304-324  ggT gCA Cgg TCT ACg AgA CCT (17)
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Pfiprava reakéniho mixu pro prvni PCR HCV

Tabulka €. 1: Schéma ptipravy reakéni smési pro prvni PCR

Reagencie 1 vzorek (ul)
PCR voda 4,8
2xThermo Script Reaction mix 12,5
Primer HCV1 (10 pM/ul) 1
Primer HCV2 (10 pM/ul) 1
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,2
Thermo Script Plus Platinum Tag Mix Enzyme 0,5

Smés (viz. Tabulka ¢. 1) je pfipravena na chlazeném stojanku a rozplnéna do sterilnich
PCR mikrozkumavek 0,2 ml po 20ul. V této mistnosti je pfidano do posledni
mikrozkumavky v fad¢ 5ul vody jako negativni kontrola. Takto pfipravena a rozplnéna
smes je prenesena do laboratofe na izolaci a zde je pfidano Sul vyizolované RNA
vzorku a 5pul zndmé pozitivni RNA HCV jako pozitivni kontrolu, kviili porovnani
velikosti pfi odecitani po elektroforéze. Poté je stojanek pienesen do laboratote pro
amplifikaci, vloZen do cycleru a spustén ptislu$ny program pro PCR 1.

Program pro cycler:

50°C 30 minut

94°C 5 minut

94°C 15 sekund

55°C 30 sekund 40x

72°C 30 sekund

72°C 5 minut

10°C  do ukonceni
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Po probehlé prvni PCR reakci je ptipraven reakéni mix pro druhou PCR, tzv. Nested
PCR a piepipetovano 5ul vzorku do druhé reakéni smési, vlozen do cycleru a spustén

ptislusny program.

3.4.5 Druha PCR HCV
Primery: HCV3 -R-24-48 CCC TAT CAggCAgTA CCA CAA

HCV4 -R-264-284 CTg TgA ggA ACT ACT gTC TTC (17)

Piiprava reakéniho smési pro druhou PCR HCV

Tabulka €. 2: Ptiprava reak¢éni smési pro 2. PCR

Reagencie Ivzorek (ul)
PCR voda 13
Biotools 10x pufer with MgCl, 2,5
Biotools dNTP's 2,5 mM 2
Primer HCV 3 (10 pM/ pl) 1
Primer HCV4 (10 pM/ pl) 1
Biotools DNA polymerase 1U/ul 0,5

Program pro cycler:
94°C 1minuta
94°C 15 sekund
55°C 30 sekund 40x cyklus
72°C 30 sekund
72°C 5 minut
10°C do ukonceni

Produkty PCR jsou detekovany na 2% agarézovém gelu.
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3.4.6 ELFO detekce

Detekce je zalozena na rozdéleni PCR produkti dle velikosti v agar6zovém gelu,
ktery je umistén v elektrickém poli. Vlastni vizualizace je zalozena na fluorescenci
ethidium bromidu pfi osviceni UV svétlem. Ethidium bromid je molekula, kterd se

interkaluje (vmezetuje) do dvousroubovicové DNA.

Piiprava ELFO gelu - Agar6za — 100 mg do 50ml pufru. K odméfeni pufru je
pouzit odmérny valec o obsahu 100 ml. Agaréza s 1x TBE pufrem, (Tris, Acid.
Boricum, EDTA, Adg. Purif., pH=8,0) je smichana v bafice (0 objemu 100 ml), piikryta
sklenénym vickem a dale rozvafena v mikrovinné troub¢ tak, aby nebyla patrna zddna
zrnka agarozy (sta¢i 1 — 1,5 min). Roztok je zchlazen, a v digestofi pfidana kapka

ethidium bromidu. (karcinogenni latka, proto se pracuje v boxu s ventilaci.)

V dalSim kroku je ptipravena ELFO vanicka, a jesté pred nalitim gelu je dikladné
oblepena lepici paskou. Do vanic¢ky je zasunut ELFO hieben, to proto, aby se vytvofily
jamky pro naneseni vzorkud. Poté je agar6zovy gel vlit do vani¢ky, necha se ztuhnout, po
zatuhnuti (cca 10 minut) je opatrné hieben vytazen a vzniknou jamky, do kterych se
nanasi vzorky. Vanicku je vlozena do ELFO vany tak, aby jamky byly u zaporného
pélu, a zalita 1x TBE pufrem. Ke vzorkim je pfidan nandSeci pufr (obsahuje
bromfenolovou modi a glycerol), barvicka slouzi k vizualizaci (putuje el. polem stejné
jako DNA), glycerol slouzi k usazeni vzorku na dné jamky. Glycerol ma vyssi hustotu a
udrzi vzorek na dné jamky, dokud neni pustén elektricky stejnosmérny proud, zaroven
nema vliv na putovani DNA v elektroforéze. Krom¢ vzorkl je nanesena negativni a
pozitivni kontrola, se kterou jsou ve vysledku jednotlivé vzorky porovnavany. Poté je
ELFO vanicku piikryta a zapnut zdroj napéti (120 V). Po skonceni ELFO
(cca 30 minut), je gel z vanicky vyjmut, a vloZzen do snimaciho systému MiniBis, ktery
se sklada z UV transiluminatoru a kamery. Je zhotovena fotografie gelu, ktera se
zobrazi na monitoru PC, vysokoSkolsky pracovnik provede odecet. V tomto piipade
jsou hodnoceny pouze pozitivni a negativni vzorky. V piipadé nejasnosti je mozno
pustit na ELFO i I. PCR a vysledky porovnat. Velikost PCR produktu lze odecist podle
pfedem znamé pozitivni kontroly, ktera je dand do reakce 1 do PCR reakéniho mixu.
Vypovida i o dobfe probéhlé PCR reakci. V piipadé, Ze reakce neprobéhne standardné,

zndma pozitivni kontrola neni pozitivni, je nutné reakci zopakovat. Naopak, kdyz vyjde
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pozitivni 1 negativni kontrola je bezpodminééné nutné reakci zopakovat, zfejmé se do
reakce dostala kontaminace, vtomto piipadé mize vysokoskolsky pracovnik
rozhodnout i o pteizolovani RNA vzorku, nebo pozadat o odebrani nového vzorku krve.
Drive, dokud nebyly vypracovany metodiky na kvantitativni vySetfeni HCV RNA,
poustély se do gelu obé PCR reakce a hodnotilo se tzv. semikvantitativné. To znamena,
ze pokud v 1. PCR neni v gelu zddny PCR produkt anebo velmi slaby je virova naloz

slaba, pokud je produkt silny jak v 1. PCR i ve 2. PCR je virova naloz velmi vysoka.

3.5 Kvantitativni stanoveni RNA HCV

Real-time PCR princip - je systém zaloZeny na sledovani prub&éhu polymerazové
fetézové reakce pifimo béhem reakce (tzv. v redlném cCase) pomoci fluorescencnich
barviv nebo sond, které detekuji mnozstvi PCR produktu jiz béhem reakce. Vyhodou
oproti tradi¢ni PCR je moznost kvantifikace produktu. Fluorescence je méfena béhem
kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je umeérnd mnozstvi amplifikatu pfitomného

Vv reak¢ni smési (23).

Z takto vyizolované RNA je stanovena HCV RNA kvantita pomoci soupravy
Artus HCV RG RT — PCR kit (vyrobce QIAGEN). Je to systém k pfimému pouziti pro
prukaz  HCV RNA pomoci polymerdzové ietézové reakce (PCR) v pfistroji
Rotor — Gene Q. Hepatitida C virus RG Master A a B obsahuji reagencie a enzymy pro
reverzni transkripci a specifickou amplifikaci 240 pb dlouhého useku genomu HCV a
také pro bezprostiedni detekci amplifikatu ve fluorescencnim kanalu Cycling Green
piistroje Rotor-Gene Q. Kromé toho obsahuje artus HCV RG RT-PCR kit druhy
heterologni amplifikacni systém pro priikkaz potencidlni PCR inhibice. Tento systém je
detekovan jako interni kontrola (IC) ve fluorescen¢nim kanalu Cycling Orange pfistroje
Rotor-Gene Q. Spolu s produktem se dodavaji externi pozitivni kvantifika¢ni standardy
(RG QS 1 - 4) s jejichz pomoci Ize ur¢it mnozstvi HCV RNA ve vzorku.
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3.5.1 Priprava reakéni smési

Reakéni smés je pfipravena v laboratofi pro pfipravu mastermixit v PCR boxu

podle Tabulky ¢. 3

Tabulka ¢. 3: Priprava reak¢ni smési pro kvantitativni stanoveni

Reagencie 1 vzorek (ul)
Hep.C Virus RG Master A 12
Hep.C Virus RG Master B 18
Hep.C Virus RG IC 2

Smés je pripravena na chlazeném stojanku a rozpipetovana do sterilnich PCR
mikrozkumavek 0,2ml s plochym vickem po 30 ul. Ke kazdé analyze je ptipravena
reak¢ni smés pro dany pocet vzorkt, pro negativni kontrolu amplifikace a kvantitativni
standard. Kalibrac¢ni kiivka slozena ze Ctyt kvantitativnich standardii se ptipravuje vzdy
pro kazdé nové baleni kitu. Do negativni kontroly je pfidano v této laboratoti 20ul
vody. Poté je stojanek pfenesen s namichanym mastermixem do laboratofe pro izolaci a
piidano 20ul vyizolované RNA vzorku a 20ul vSech standard v piipad¢, Ze je aktivovan
novy Kkit, v pfipadé Ze je pripravovano z Kitu, ktery byl jiz aktivovan, je pouzita jen
jedna standarda. Vlastni amplifikace a detekce probihd v mistnosti PCR na pfistroji

Rotor-Gene Q.

Reaké¢ni schéma:

50°C 30 minut

90°C 15 minut

95°C 30 sekund

50°C 60 sekund 50x

70°C 30 sekund
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3.5.2 Detekce a vyhodnoceni

Ptistroj Rotor-Gene Q pomoci Rotor-Gene Q software detekuje pritomnost virové
RNA pomoci prahové hodnoty cyklu (Ct) pro HCV RNA a nasledné¢ provadi
kvantifikaci RNA na zdkladé srovnani kvantifika¢niho standardu HCV RNA a
importované kalibra¢ni kifivky pro dané baleni soupravy. Odecet fluorescence po
amplifikaci virové RNA je provadén v kanale Green, v kandle Orange se amplifikuje a

detekuje interni kontrola.
Zaveérecné hodnoceni analyzy vychazi z Tabulky €. 4

Tabulka ¢. 4: Hodnoceni s interni kontrolou

Vysledné hodnoceni Signal v kanalu Green Signal v kanalu Orange
Pozitivni + +
Pozitivni + -
Negativni - +
nelze hodnotit - -

Z dat naméfenych pfistrojem se podle ndsledujiciho vzorce vypocitd realna
hodnota mnozstvi RNA HCV, kterd je vyjadiena v po¢tu mezinarodnich jednotek

vztazenych na 1ml vzorku.

Koeficient pro piepocet naméfené hodnoty na IU vztazené na mililitr pivodniho
Klinického materialu se ziska podilem elu¢niho objemu (v mikrolitrech) a objemu
vzorku pouzitého pro izolaci (v mililitrech). Pro ndmi pouzivanou soupravu je tento

koeficient 429.
Vysledek (IU/ml) = naméténa hodnota (IU/ul) x 429.

V ptipadé, Ze neni mozné vySetfeni vyhodnotit, provadime opakovanou analyzu vzorku

z uloZeného alikvotu, poptipadé je vyZzadan novy odber.
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Interni kontrola kvality

Provadénd PCR reakce obsahuje interni kontrolu, kterd plni funkci kontroly
inhibice. Interni kontrola prochézi celym procesem reverzni transkripce a amplifikace,

zabrafuje vydani faleSn¢ negativniho vysledku.

Je provedena analyza, odecet vysledkli a vypocitana realnd hodnota kvantity
HCV RNA.

4. Vysledky

Pro porovnani dvou izolacnich souprav bylo nejprve nutné dokonale si osvojit
jednotlivé metody.
4.1 Kvalitativni hodnoceni

Na obrazku (Obr. ¢. 4) je vidét vysledek kvalitativniho prukazu — detekce na

agardzovém gelu.

Obr. ¢. 4: Elektroforeticky gel
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V dolni fad¢ jamek jsou vidét PCR produkty po prvnim kole amplifikace a v horni jsou
vidét PCR produkty z druhého kola (nested). V prvni jamce vlevo je velikostni standard
( ladder). Jednotlivé fragmenty a jejich velikosti jsou vidét na obr. ¢. 5 podle né&j je
mozné stanovit velikost fragmentd na gelu. Toto je dulezity udaj pro kontrolu specifity.
V nasem ptipadé se jednalo o velikosti 325 paru bazi (pb) pro PCR1 a 261 pb pro
PCR2. V dalsich ¢tyfech jamkach jsou pozitivni vzorky a v jamce Cislo 7 je velmi slabé
pozitivni vzorek, kde je PCR produkt pfitomen az v PCR2. Zéarovei je z obrazku patrné,
ze po druhém kole PCR je zna¢né€ znasobeno mnozstvi produktu. Na konci ELFO gelu
je pozitivni a negativni kontrola. Kvalitativni vySetteni vypovida pouze o pfitomnosti €1
neptitomnosti virové RNA a hodnotit se miize pouze semikvantitativné (siln€jsi a slabsi

pozitivita).

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)
725 — 1500
40 t’ﬂ =1 ":“FQ 200

275 700
30 — 500
8 500
3 4
Et — 0
30 - 350
3 - 300
30 — 250
80 — 200

40 — 100
30 — 50

1 % TAE agarose gel

Obr. ¢. 5: Velikostni marker - ladder
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4.2 Kvantitativni hodnoceni

Po provedeni kvalitativniho prikazu jsou vzorky kvantifikovany pomoci soupravy HCV
RG RT — PCR na pfistroji Rotor — Gene Q. Vysledna analyza fluorescencnich kiivek je

znazornéna na Obr. &. 6.
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Obr. €. 6: Ukéazka vyslednych parametrti po provedeni analyzy dat.
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Obr. ¢ . 7: Amplifika¢ni kiivky pro kanal green - detekce HCV RNA

Na obrazku €. 7 - jsou vidét pozitivni vzorky, negativni vzorky a hodnotici linka
treshold (prahova hodnota cyklu). Tato linka se nastavuje automaticky a je dilezita
hlavné pro nalezy nizké hladiny RNA ve vzorku. Odecet kvantity vzorka se provadi ve
fluorescencnim kanale Green. Na ose x je uveden cas (v poctu cykll) a na ose y hodnota
fluorescence. Cim je vzorek pozitivn&j$i, tim diive se na ose x zalne zvedat

fluorescen¢ni kiivka.
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Obr. &. 8: Kalibraéni kiivka

Kvantitu pozitivnich vzorkl je mozno spocitat podle standardni kalibra¢ni kiivky
(obr. ¢. 8), ktera je slozena ze standard o znamé kvantité dané vyrobcem. Pfistroj
Rotor Gene Q vyhodnoti standardy a sestroji linearni kalibracni kfivku, podle které jsou
vyhodnoceny vzorky o neznamé koncentraci Linearni oblast kvantifikace s ohledem na

izolaci se vztahuje na koncentrace od 65 IU/ml do maximalng 10° 1U/mll.
QS1 - 1.10*Ul/ml
QS2 - 1.10° Ul/mll
QS3 - 1.10% Ul/mll

QS4 — 1.10" Ul/ml

No. |Mame [ Type [ Ct | Given Conc [IUA| Cale Cone (1104l % War |Rep. [ «||
1 vzorek ] Unknown 28,30 4.51E+02 i |
2 vzorek 2 Idnknown

3 vzorek.d Idnknown 20,64 2.76E+03

4 vzorekd Idnknown 33,66 3.83E-01

4] (5 HCW Standard 23.74 1 00E +04 1.00E +04 0.5

B 05 HOw2 Standard 2714 1 00E +03 9,90E +02 1.0%

7 (5 HCW3 Standard 30,50 1 00E +02 1.00E +02 0.5% E
a (5 HCw4 Standard 33.83 1.00E +01 1.00E +01 0.0% |
g Meqat kartr Meqative fl
4 | ] |

Obr. ¢. 9: Tabulka naméfenych dat.
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Na obrazku ¢. 9. vidime tabulku, ve které jsou uvedeny cykly, ve kterych jednotlivé
vzorky protly prahovou linku. Zaroven je vidét odchylka (v%) od dané koncentrace
standard a realn¢ namétfené koncentrace standard. Z ptistrojem naméfenych dat
(sloupec 6) se podle vzorce uvedeného v metodice vypocita realnd hodnota mnozstvi
RNA, ktera je vyjadfena v poctu mezinarodnich jednotek vztaZzenych na 1 mililitr

vzorku (IU/ml).

& Dynamic Tube | g Slope Correct g Ignore First | [¥] Outlier Removal... ke Save Defaults i

UL L,

Obr. ¢. 10: Amplifika¢ni kifivky IC

Provadéna PCR obsahuje interni kontrolu (obr. ¢. 10), ktera se pouziva jako
kritérium pii hodnoceni negativniho vzorku. V ptipadé, Ze nedoslo k amplifikaci virové
RNA, je mozné vzorek povazovat za negativni pouze v piipadé, ze doslo k amplifikaci
interni kontroly. Pokud k amplifikaci IC nedoje, byla ve vzorku inhibice PCR. Takovy

vzorek nelze hodnotit.

Na obrazku ¢. 8 vidime, Ze v této reakci k inhibici nedoSlo, vSechny IC (interni

kontroly) jsou pozitivni.
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4.3 Kvantitativni hodnoceni izola¢nich souprav

Pro zvoleni optimalniho izolaéniho postupu pro spravnou kvantifikaci HCV jsem
porovnala dvé rizné izolacéni soupravy High Pure Viral RNA kit (firma ROCHE)
a QlAamp Viral RNA mini kit (firma QIAGEN). Byl vybran soubor osmi pozitivnich
vzorkl, pficemz kazda izolace byla kvantifikovana dvakrat. Vysledky mizeme vidét

v tabulce ¢&. 5.

Tabulka ¢. 5: Naméfené hodnoty kvantity

Vzorek Higt Pure Viral RNA kit | QlAamp Viral RNA mini

(firma ROCHE) kit (firma QIAGEN)
1 1,50.10° 1,73.10° 1,38.10* 1,52.10*
2 2.88.10° 2,43.10* 5,91.10° 543.10°
3 2.38.10° 2,77.10 1,63.10° 1,20.10°
4 5,95.10° 6,03.10* 6,99.10° 7,03.10°
5 2,79.10° 3,89.10° 2,39.10° 4,36.10°
6 6,98.10° 7,88.10° 1,02.10* 2,89.10*
7 3,26.10° 4,04.10* 3,56.10° 2,15.10°
8 4,62.10° 4,05.10? 452.10° 4,08.10°

Byla provedena statisticka analyza pomoci parového T testu. Byl zjistén signifikantni
rozdil mezi kvantitami ziskanymi izolaci dvéma rtiznymi kity. Na hladin€ vyznamnosti
< 0,01% tak popiram nulovou hypotézu, Ze vysledky hodnot kvantit HCV RNA

izolovanych dvéma riznymi soupravami jsou shodné.
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5. Diskuse

Prikaz ptitomnosti virové RNA v krvi pacienta je velice dulezitd soucast 1ékarské
diagnostiky. Kvalitativni pritkaz pomoci nested PCR je rychlou a velice citlivou
metodou pro skrining pacientli s podezienim na hepatitidu C. Vzhledem k opozdéné
tvorbé protilatek a nizsi citlivosti detekce antigenu je PCR prikaz HCV nezbytny pro
zachyt zejména pacientdl s akutni hepatitidou. Vysledek PCR HCV na agar6zovém gelu
nam ukazuje pozitivitu a negativitu vzorkd. Rozdily v prikazu virové RNA po prvnim,
popiipadé€ az po druhém kole PCR, umoZznuji semikvantitatvni hodnoceni virové ndloze

(silna a slaba pozitivita).

Kvatifikace virové RNA je velice dilezitd zejména pro nasazeni a sledovani
ucinnosti lécby. V soucasné dobé je doporucovania dlouhodoba lécba pegylovanym
interferonem a ribavirinem. Jelikoz je tato terapie pro pacienty pomerné narocna a
obtizna, 1ékat musi vzdy zvazit, zdali je pacient vhodny pro tuto 1écbu. V tvahu jsou
brana kritéria jako je napt. vék a pohlavi pacienta, jeho gentopyp (mutace v genu pro
IL28B — horsi odpovéd’ na 1écbu), typizace viru a hladina virémie. Po zahajeni terapie
jsou pacienti pravidelné¢ monitorovani na kvantitu virové RNA, ktera slouzi jako marker

uspéesnosti 1éCby.

Proto jsou pfi vySetfeni hladiny virémie kladeny velice piisné pozadavky na
detek¢ni limit analyzac¢nich souprav a ptitomnost internich kontrol inhibice PCR. Jako
vhodnou diagnostickou soupravu pro kvantitu jsme v nasi laboratoii zacali pouzivat
HCV RG RT - PCR kit od firmy QIAGEN. Vyrobce vsak doporucoval jinou soupravu
na izolaci virové RNA, neZli tu, kterou jsme rutinné pouzivali. Provedla jsem tedy na
souboru osmi vzorkid srovnani ucinnosti izolace souprav High Pure Viral RNA Kit
(ROCHE) a QlAamp Viral RNA mini kit (QIAGEN). Z vysledka jasné vyplyva, Ze
vyrobcem pozadovand izola¢ni souprava dava tfadov€é vyssi hodnoty po provedeni
kvantifikace. Tyto vysledky byly prokazatelné u vSech méfeni. Ptiblizn¢ desetindsobné
rozdily vytéZku RNA byly u vSech analyzovanych vzorki, bez ohledu na droven
virémie. Toto dokazuje statistickd analyza provedena parovym T testem, kde byla

dosaZena hodnota hladiny vyznamnosti mensi nez 0,01.
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Rozdily v naméfenych hladinach ziskanych izolaci soupravou firmy ROCHE a
QIAGEN lze vysvétlit nejspiSe vyssi i€innosti izolace u soupravy QIAGEN. Soupravy
se navzajem liSi mnozstvim materidlu vstupujicim do izolace, rliznymi roztoky
pouzivanymi pti promyvani i vyslednym elu¢nim objemem. Toto vSe nejspiSe ovlivni
kone¢ny vytézek RNA. Zarovein miize mit vliv i to, Ze vyrobce kvantifikaéni soupravu
optimalizoval zejména na sviij izola¢ni kit, je tedy mozné, ze izolaty ziskané jinymi
soupravami mohou byt ovlivnény chemickymi ¢inidly pouzitymi pii izolaci (zbytkovy

etanol, pH a sloZeni elu¢niho pufru).

Na zaklad¢ tohoto porovnani jsme zvolili jako standardni metodu izolace QlAamp
Viral RNA kit (QIAGEN) pro kvantifikaci viru hepatitidy C soupravou Artus HCV RG
RT — PCR kit (QIAGEN).
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6. Zavér

Stanoveni kvantity viru hepatitidy C v krvi je velmi diilezita informace pro 1ékate pii
zahajeni 1éCby interferonem a hlavné pfti sledovani jeji ucinnosti. Jelikoz je tato lécba
velice naro¢na a zatézujici, jsou kritéria na laboratorni vySetteni velice pfisna. Proto je
nutné pouzivat takové metody, které jsou velice citlivé a poskytuji tak co nejptesnéjsi

hodnoty sledovanych parametrt.

V této praci jsem chtéla porovnat ucinnost dvou komeréné dodavanych souprav pro
izolaci virové RNA. Pro izolaci byly pouzity soupravy High Pure Viral RNA kit -
vyrobce ROCHE, a QIAamp Viral RNA mini kit — vyrobce QIAGEN. Pro porovnani
byl pouzit soubor pozitivnich vzorki, které se liSily mnozstvim virové naloze a celkem
odraZely kvantitu pozorovanou u klinickych vzorkl. Byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil mezi soupravami, pfiCemZ souprava QIAamp Viral RNA mini kit vykazovala
vyssi vytézky RNA. Tato souprava byla zvolena jako vhodna pro izolaci HCV RNA
s naslednou kvantifikaci kitem Artus HCV RG RT — PCR kit. Tento metodicky postup
je Vv soucasnosti pouzivan pro rutinni kvantifikaci vzorki a je soucasti akreditované

metody pro detekci HCV.

Je pravdépodobné, ze se zkvalitiovanim Iékaiské péce bude naristat pocet
pozadavka na urceni hladiny virémie HCV a bude tudiz zapotiebi alesponi Castecné
automatizovat cely proces vysetieni. Jednou z moznosti je pouziti izolatorti nukleovych
kyselin. Jak se ukézalo pfi vypracovani této prace, je nezbytné dikladné testovani

souprav pied jejich zafazenim do rutinni diagnostické praxe.
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