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Abstrakt
Sesty lidsky herpesvirus (HHV-6) je komplexem dvou blizce piibuznych DNA virti: HHV-

6A a HHV-6B. Primoinfekce probiha uz v raném détském véku at’ jiz ve formé Sesté
exantémové nemoci, nebo asymptomaticky. Oba viry HHV-6 jsou schopny se
rekombina¢nimi mechanismy integrovat do lidského genomu. Tato vlastnost je vzhledem
K ostatnim lidskym herpetickym virim jedine¢na. Tato diplomova prace se vénuje studiu
Ci-HHV-6 ve zdravé populaci a ve skupin¢ s malignim onemocnénim. Testovali jsme 812
pacientd s malignim onemocnénim a 420 osob ze zdravé populace. Piitomnost HHV-6
DNA jsme urcili pomoci real-time PCR, lokalizaci integrace viru jsme pak detekovali
pomoci fluorescenéni hybridizace in situ (FISH). Srovnavaci studii jsme nezjistili
statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci Ci-HHV-6 u pacient s malignim onemocnénim
(1,11%) a zdravé kontrolni skupiny (0,95%) (P=0,8). U potvrzenych integraci jsme dale
prokdzali dédicnost tohoto fenoménu u rodinnych pfislusniki. Pomoci FISH jsme
lokalizovali Ci-HHV-6 do telomerickych oblasti chromozomii 2 a 18. Otestovali jsme také
tvorbu virovych proteinti u nosi¢t Ci-HHV-6 pomoci detekce mRNA. V ramci této prace
jsme provedli prvni epidemiologickou studii vyskytu Ci-HHV-6 v populaci zdravych darct

v Ceské republice a zavedli jsme nové metody K lepsi charakteristice tohoto fenoménu.



Abstract

Human Herpes Virus 6 (HHV-6) consists of two closely related DNA viruses: HHV-6A
and HHV-6B. The primoinfection proceeds at an early childhood usually as sixth
exanthem disease or without any clinical symptoms. Both HHV-6 viruses are able to
integrate to human genome using recombinant mechanisms which is unique compared to
other human herpesviruses. The aim of the thesis is to study Ci-HHV-6 in a group of
patients with malign disease and in the healthy population. We analysed 812 patients with
malign disease and 420 healthy subjects from general population. The Ci-HHV-6 was
assessed by real-time PCR, the specific localization of Ci-HHV-6 was determined using
fluorescent in situ hybridization (FISH). Using comparative study, we did not identify
significant difference between frequency of Ci-HHV-6 in patients with malign disease
(1.11%) and healthy subjects (0.95%) (P-value 0.8). Consequently, we proved the
heritability of Ci-HHV-6 in affected families. We determined the localization of Ci-HHV-6
to telomeric regions of chromosomes 2 and 18. We studied the production of viral proteins
in the subjects with Ci-HHV-6. In this work, we conducted the first epidemiological study
of Ci-HHV-6 in the Czech Republic. We also introduced novel methods which contribute

to better characterization of this phenomenom.



1 Uvod

Herpesviry jsou velké DNA viry, které zdravym jedinctim zpravidla nezpusobuji zavazné
komplikace a nasledné pretrvavaji ve formé latentni infekce v organismu, aniz by mu
vyznamné $kodily. Vzhledem k interakcim, ke kterym dochézi mezi virem a hostitelskou
bunkou be&hem jeho zivotniho cyklu jsou herpesviry Casto asociovany 1 S dalSimi
onemocnénimi. U Sestého lidského herpesviru (HHV-6) jsou popsany mozné asociace
pusobeni viru napi. u Hodgkinova lymfomu (HL) a T-buné¢né leukémie. I kvuli vysoké
promotenosti HHV-6 v béZzné populaci je potieba osvétlit fadu nejasnosti v etiologii s nim
asociovanych stavil.

V piipadé¢ chromozomalné integrovaného Sestého lidského herpesviru (Ci-HHV-6)
vyvstava dalsi stézejni otdzka: mizeme tuto virovou interakci s hostitelskymi organismem
povazovat jen ze slepou cestu v hledani idealniho souziti viru s hostitelem nebo se jedna o
novou formu latence s pfepisovanymi virovymi proteiny a moznou reaktivaci viru? Faktem
je, Ze samotna virova integrace je zdsahem do molekularnich struktur bunéénych pochodi
a piipadn¢ do bunéénych drah. Je mozné, Ze pfeziti bunék s takto naruSenou
chromozomalni strukturou muiZze mit na organismus negativni dopad.

V nasi praci jsme Se proto zaméfili jednak na prozkoumani asociaci Ci-HHV-6 s malignimi
onemocnénimi v nasi populaci pomoci srovnavaci studie se zdravymi dérci,
prostfednictvim rodinnych studii jsme potvrdili jiZ dfive prokazanou dédi¢nost u Ci-HHV-
6 a v neposledni fad¢ jsme testovali piepis genti Ci-HHV-6 do mMRNA. Piestoze je mozné,
Ze integrovany virus piepisuje nékteré své proteiny a dokonce neni ani vyloucena jeho
reaktivace, u pacientll po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunc¢k (HSCT)
nepusobi zadné problémy. ProtoZze se u imunosuprimovanych pacientll v piipadé
propuknuti betaherpesvirové lytické infekce podavaji virostatika, kterd maji mnoZstvi
nezadoucich ucinkt, je u téchto pacientl nutné spravné identifikovat zda se jedna o virus
reaktivovany z bézné latence a nebo zda se jedna o virus integrovany. U pacientil

s prokazanou integraci se dnes virostaticka 1é¢ba nepodava.



2 Cile diplomové prace

Porovnat incidenci chromozomalné integrovaného Sestého lidského herpesviru u
pacientl s malignim onemocnénim a u zdravych kontrol bez malignich onemocnéni
pro ovéfeni mozného pusobeni viru na hostitele a statisticky zhodnotit frekvenci
vyskytu Ci-HHV-6 ve skupiné s malignim onemocnénim a ve skupiné zdravych
dobrovolnych darci. U zachycenych Ci-HHV-6 provést rodinnou studii a potvrdit
¢i vyvratit hypotézu o klasické mendelovské dédi¢nosti.

Zavést metodiky pro rozliSeni HHV-6 A a B metodou kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (PCR). V ramci nové mezinarodni virové taxonomie (International
Commitee on Taxonomy of Viruses — ICTV; http://ictvonline.org/index.asp,
1.8.2013 ) se HHV-6 rozd¢lil na dva samostatné druhy (HHV-6A a HHV-6B) a

proto byl jeden znaSich cilii zavést novou metodiku plné¢ kompatibilni k jiz
zavedenym metodam V Laboratofi molekuldrni genetiky pii Ustavu 1ékaiské
mikrobiologie 2. LFUK a FNM (ULM).
Zavést metodiku pro identifikaci mista integrace HHV-6 do lidského chromozomu
fluorescenéni hybridizaci in situ (FISH).
Ziskat materidl vhodny pro otestovani mozného ptepisu virovych transkript

integrovaného viru.
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3 Literarni reSerse

3.1 Herpesviry

Herpesviridae je pocetna rodina virt asi o 100 ¢lenech, adaptovanych na rizné Zivocisné
druhy. Vsechny viry celedi herpesviridae maji genom velikosti 125-240 kb tvofeny
dvojvldknovou DNA, kterd kéduje ptiblizné 100 genii. Lidské herpesviry jsou DNA viry
s partikulemi stfedni velikosti (180 az 200 nm). Diky silnéj$i tegumentové vrstvé 1ze od
ostatnich virdi v této Celedi morfologicky odlisit HHV6. Cely virion méa primér piiblizné

200 nm (Roizman and Pellett 2001).

Obr. 1 Virova partikule (http://lupidon.info/Virologie.htm 1.8.2013)

Herpetické viry tvofi tfi segmenty. Jadro nesouci DNA je chranéno kapsidou
s icosahedralni symetrii. Kapsida je obklopena tegumentem nesoucim proteiny nezbytné
k replikaci. Obalka chrani virus v extracelularnim prostoru, do ni jsou zanofeny

glykoproteinové komplexy zprostiedkovavajici vazbu s hostitelskou buiikou.

3.1.1 Piivod, taxonomie lidskych herpesvirii a jejich béZné projevy

Herpesviry jsou dobie pfizptisobeny svému imunokompetentnimu hostiteli a tak vzhledem
k tomu, ze fatalni infekce je pro pieziti viru nezadouci, dochézi k takovéto infekci jen
vzacné. Jedna z moznych hypotéz o puvodu herpesvirti fika, ze existovaly jiz pted savci
radiaci (Kamble, Clark aj. 2007), coz ukazuje na dlouhou koexistenci a koevoluci

herpesvirtl a jejich hostitelti. Diky tomu ziskaly herpesviry béhem svého vyvoje mnoho
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geni svych bunécnych hostitelii. Tato strategie jim pomahd modifikovat chovani
hostitelského organismu tak, aby virus mohl v hostiteli latentng setrvat. Zivotni cyklus
herpetickych virtt mze vést jak k infekei lytické, tak k infekci latentni. Zjednodusen¢ se
da tict, ze pii lytické infekci dochéazi k replikaci viru a smrti hostitelské bunky a pfi
ustanoveni latentni infekce virus dlouhodobé perzistuje Vv hostitelském organismu a
replikuje se pfipadné jen v malé mife tak aby neohrozil svého hostitele.

Az dosud je znamych 9 lidskych herpesvirti, které se podle morfologické a genetické
ptibuznosti déli do nékolika taxonu (Arbuckle, Medveczky aj. 2010).
Podceled:Alphaherpesvirinae

Viry v této podceledi vyuzivaji variabilnich hostitelskych bunék k relativné kratkému
reproduk¢énimu cyklu. Rychle a dobie se mnozi in vitro v bunééné kultufe a vytvari latentni
infekce, pfedevs§im, nikoli v§ak vyhradné v senzorickych nervovych gangliich (Roizman
and Pellett 2001).

Podceled’: Betaherpesvirinae

Naopak viry této skupiny maji omezeny vybér hostitelskych bunék, relativné dlouhy
reproduké¢ni cyklus a in vitro v bunééné kultufe se mnozi jen pomalu. Infikované buiky
jsou Casto zvétSené a tak snadno odhalitelné. V latentni formé viry pretrvavaji v sekrecnich
zlazach, ledvinach a dalSich tkanich (Roizman and Pellett 2001).

Podc¢eled: Gammaherpesvirinae

Spektrum hostitelskych bunék pro experimenty in vitro, je omezené, vSechny ¢leny této
podceledi lze kultivovat v lymfoblastoidnich buiikach. Lytickou infekci mohou tyto viry
zpusobit v nékterych typech epitelidlnich a fibroblastickych bunkach. Viry v této skupiné
jsou obvykle specifické pro T nebo B lymfocyty. V latentni formé virus Casto pieziva
v lymfatickych tkanich (Roizman and Pellett 2001).

Stru¢ny piehled lidskych herpesvirt a jejich béznych projevi uvadim v tabulce 1.
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3.1.2 Projevy herpetickych viri u imunokompromitovanych

Zatimco u zdravych jedincl ma infekce vétSinou klidny, n€kdy i bezptiznakovy pribéh,
problém nastavd u imunokompromitovanych pacientli. Specidlni péce se pak vénuje
pacientim pied a po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék. V. ULM mimo jiné
diagnostikuji virové infekce u téchto pacientli. Vedle bakteridlnich a mykotickych
komplikaci se v pribéhu 1écby objevuji také problémy zplsobené virovymi infekcemi.
Objevuji se vrizné dobé po alogenni HSCT, nejCastéji ale v prvnim pilroce po
transplantaci. Tehdy se v organismu objevuji bufiky, ve kterych se mnozi predev§im
betaherpesviry a gamaherpesviry (Aalto, Juvonen aj. 2003). Ptirozena protivirova imunita
vlivem imunosuprese jest¢ nemohla byt pln¢ obnovena a tak dochdzi k riznym
komplikacim, které mohou skoncit fatalné¢. Do 1é¢ebného protokolu je sice zapojena
profylaxe acyklovirem proti alfaherpesvirim, ale proti ostatnim herpesvirim zistava
organismus bezbranny. V rdmci komplexnosti 1écby pak musi Iékafi nastavit takové
davkovani 1€kt, aby zachovali rovnovdahu mezi moznymi komplikacemi zptisobenymi
cizimi patogeny a zaroven Setrné utlumili imunitni reakci tak, aby nepropukla reakce $tépu
proti hostiteli (Bjorklund, Aschan aj. 2007; da Fonseca and Hong 2008; Levine, Paczesny

aj. 2008). Shrnuti moznych komplikaci je znazornéno v obrazku 2.

pacient po
transplantaci v
imunosupresivnim
rezimu
silnéjsi putlaEenil | slabsi potlaceni
Imunity vyvazeni L Imunity

imunosupresivniho rezimu

infekéni 1 , | reakce stépu
komplikace J proti hostiteli

Obr. 2 Vztah komplikaci u alogenni HSCT
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3.2 Klinické projevy HHV-6

HHV-6 byl poprvé popsan v roce 1986 u pacient s lymfoproliferativnim onemocnénim
(Salahuddin, Ablashi aj. 1986). V roce 1993 Ablashi ve své praci popsal 2 subtypy tohoto
viru. Genom obou virti se z velké ¢asti shoduje (viz nize kapitola 3.4.), ale klinické projevy

pii primoinfekci jsou rizné (De Bolle, Naesens aj. 2005).

3.2.1 Primoinfekce

U varianty A dosud nebyl prokazan patologicky projev, je to tzv. orphan virus. Pro vliv na
lidsky organismus muze svédcit fakt, ze byl prokazan Ccastéji u pacienti
S demyeliniza¢nimi  neurologickymi onemocnénimi (jako je napf. roztrousena
skler6za)(Virtanen, Farkkila aj. 2007).

U HHV-6B se pocatecni infekce projevi hore¢natym onemocnénim, kdy se teploty blizi
40°C. Horecka miize trvat 3-7 dni a pak rychle skon¢i. U nékterych nakazenych déti se
muze objevit exantema subitum, znamy také jako roseola infantum (Ward 2005). Vyrazka
ptetrvava po dobu 1-2 dni, je nejcastéji omezena na zada, trup a krk, ale mize se objevit v
obli¢eji, na pazich a nohou. Vyrazka obvykle nepiisobi Zadné potiZze a neni prosttedkem
pienosu (Stoeckle 2000). Asi u 10% nemocnych déti se v pocateéni fazi nemoci mohou
objevit febrilni kie¢e (De Bolle, Naesens aj. 2005). Infekce také mize zapfiinit tzv.
mononukleoza-like syndrom (Ward 2005). Po probéhnuti primoinfekce ptechazi virus do
latentniho stadia, které je bezptiznakové. Mirné virové replikace ndsledné pokracuji v
epitelidlnich bunkach slinnych 7Zlaz a pfitomnost viru ve slinach pak vede k moznému
zpusobu pienosu viru (Di Luca, Mirandola aj. 1996). K prvni HHV-6 infekci obvykle
dochdzi béhem prvnich 6-15 mésich Zivota. Nejcastéji je vyskyt infekce pozorovan u déti
kolem 6-9 mésice veku, tedy Casto poté co dité prestavaji chranit matefské protilatky
(Enders, Biber aj. 1990). Pii studii prevalence HHV-6 u t€hotnych zen se ukazalo, ze virus
se béhem téhotenstvi Casto reaktivuje (Dahl, Thorburn aj. 2000). Transplacentarni pfenos
z matky na dité€ je mozny, ale je pfevazné spojen s Ci-HHV-6 detekovanym jak u matky
tak u ditéte (Hall, Caserta aj. 2010). Dal$i moznost jak muze dojit k pfenosu HHV-6, je
béhem transplantace, z darce na piijemce, ale ten mtze byt rovnéz asociovan s Ci-HHV-6
(Clark, Nacheva aj. 2006; Kamble, Clark aj. 2007; Hubacek, Virgili aj. 2009).
Seroprevalence, tedy pfitomnost protilatek proti HHV-6, se liSi v zavislosti na citlivosti

sérologickych testti a vzhledem k ptibuznosti HHV-6 a HHV-7 muize dojit ke zkiizené
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reakci protildtek na antigen v imunofluorescencnim testu. Celkové se ale uvadi

seroprevalence u vice nez 95 % obyvatelstva (De Bolle, Naesens aj. 2005).

3.2.2 Projevy u imunokompromitovanych pacienti

Piestoze HHV-6 infekce nevykazuje zadné konkrétni symptomy, reaktivace nebo
primoinfekce u pacientii pozitivnich na virus lidské imunitni nedostatecnosti (HIV) muze
prispét ke zhorseni jejich stavu (Arbuckle, Medveczky aj.2010). Pacienti u kterych propukl
syndrom ziskané¢ho selhani imunity (AIDS) mulzou trpét retinitidou ocni sitnice
zpusobenou superinfekci CMV a HHV-6 (Fillet, Reux aj. 1996).

Dalsi skupiny pacientii, u kterych se sleduje virova naloz HHV-6, jsou pacienti 1éceni pro
hematoonkologicka onemocnéni a pacienti po transplantaci. Typicky je profil nastupu
herpesvirové reaktivace po transplantaci. Nejprve se reaktivuje HHV-6 (median 20 dni od
transplantace), poté je nasledovan reaktivaci HHV-7 (26 dni) a nasledné dochdzi
k reaktivaci CMV (36 dni) (Griffiths, Ait-Khaled aj. 1999).

Pti 1é¢bé pacientd ohrozenych herpetickymi infekcemi se uzivaji purinové analogy:
aciklovir, ganciklovir, valganciklovir, cidofovir, a foscarnet které uc¢inné inhibuji virovou
polymerazu. Mezi vyznamné nezadouci projevy gancikloviru a valgancikloviru patii
myelosupresivni  G¢inky. U forcarnetu byla zaznamenana vyznamna nefrotoxicita
(Wagstaff and Bryson 1994; Wagstaff, Faulds aj. 1994; McGavin and Goa 2001; Snoeck
and De Clercq 2002). Komplexni 1é¢ba pacientti mimo jiné snizuje proliferaci T-lymfocyta
a tim umoziuje bunéénym parazitim, jako jsou herpetické viry, rozvinout lytickou infekci.
U téchto pacientli je HHV-6 popisovan jako pficina horeCek nejasné etiologie, pozdéjsiho
ptihojovani krevnich desticek, ale také hepatitid, pneumonii, encefalitid (obdobné jako
CMV) (Ward 2005). Vzhledem k vysoké promoienosti HHV-6 v populaci dochazi k
reaktivaci po transplantaci kostni dfené pomérné Casto - uvadi se 40 - 50 % (Yoshikawa,

Suga aj. 1991; Yoshikawa, Asano aj. 2002).

3.2.3 Diagnostika virové naloze

Prvni a také nejstar$si moznosti detekce HHV-6 je izolace viru z krve a jeho prikaz v
kultufe imunofluorescencné znac¢enymi protilatkami. Sérologickymi metodami nelze vzdy
presvédCiveé identifikovat aktivni infekci a proto se v piipadé imunosuprimovanych
pacientli pouziva jen jako doplitkkova (napf. vySetfeni titrii protilatek pted transplantaci,

diky kterému se zamezi ptenosu Viru z darcovskych bunék). Dynamika protilatkové
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odpovédi urCuje pofadi sekretovanych imonoglobulini (Ig). Pfi pocatecni imunitni
odpoveédi se tvoii specifické protilatky béhem 4-8 dni po nakaze. Prvni protilatky jsou IgM
a po nich se objevuji IgG protilatky, které pretrvavaji v organismu po delsi dobu. Dobfe
rozlisitelna je pak primarni infekce — v téle jsou jen IgM protilatky od reaktivace, kdy testy
odhali protilatky tfidy IgM i IgG. Oba typy protilatek pak setrvavaji v téle po cely zbytek
zivota pricemz IgG ve vétsi mire (Belshe 1994).

V soucasné dobé¢ se u pacientll s podezienim na HHV-6, 1 obecné virovou infekci, provadi
detekce virovych nukleovych kyselin pomoci PCR a to zejména kvantitativniho (RQ)-
PCR. Dosud nebyla zvolena jasna celosvétova strategie pro interpretaci vysledki a tak se v
literatufe muzeme setkat se rliznymi piistupy ve vyjadieni vysledki i testovanych
materialt. Jde o detekci z plazmy ¢i z plné krve (Bordon, Bravo aj. 2008). V nebunééné
plazmé se nenachazi latentné nakazené lymfocyty, materidl je tudiz vhodny pro detekci
virémie, tedy uvolnénych infekcnich partikuli v krevnim fecisti. V krvi se provadi detekce
kompletni virové naloze véetné latentné infikovanych bunék. V piipadé stanoveni virové
naloze z plné krve neexistuji obecné uznavané standardy pro hranici latentni infekce. Singh
a kolektiv se pokusili stanovit hladinu virové latence na 10 genomt HHV6/1 000 000
bungk (Singh 2000). Vzhledem k jiz zabéhnutym esejim a slozité interpretaci vysledku ale
rizné laboratofe a centra stdle maji rizné hranice pro nasazeni terapie herpesvirovych
reaktivaci, avSak obecné plati, ze v pfipadé¢ reaktivace dochazi k exponenciadlnimu
vzestupu kvantity virové DNA v periferni krvi (Hubacek, Hrdlickova aj. 2009).

Dalsi moznosti je detekce aktivni infekce provedenim reverzné transkriptazového PCR
(RT)-PCR z izolovanych bun¢k periferni krve (PBMC). Touto metodou mohou byt
detekovany virové proteiny jako dikaz probihajici aktivni infekce. Nevyhodou oproti vyse
uvedenym je zna¢nd naro€nost na provedeni, nemoZnost zcela pfesného opakovani a
vysoké naroky na piistrojové vybaveni.

V Laboratoti molekuldrni genetiky pfi ULM v Motole, mné bylo umoznéno, vedle
povinnosti vyplyvajicich z rutinniho vySetfeni, asistovat pii vyzkumu HHV-6 v detekci
RQ-PCR pievazné¢ z plné krve. Vysledky jsou normalizovany na 10000 lidskych
genomickych ekvivalentd pomoci kvantifikace albuminového genu (Pongers-Willemse,
Verhagen aj. 1998) a jsou interpretovany jako normalizované virové kopie (NVCs)
(Hubacek, Virgili aj. 2009).
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3.3 Vstup do hostitelské buniky

Virus se navaze na bunéény receptor prostiednictvim vazebného glykoproteinu. Ten se
sklada z n€kolika podjednotek tvoticich komplex gH/gl/gQ1/gQ2 (kdédované geny U48,
U82, U100) a gB (gen U39). Samotna vazba na receptor ziejmé probihad diky podjednotce
gH (Mori, Tanaka-Taya aj. 2009). Podjednotka gB nebyla nalezena v bunééné membrané
ani v intracelularnim prostoru a piedpoklada se, ze je uvolnéna do extracelularniho
prostoru pii navazani virové partikule na bunéény receptor. Plsobi ziejmé jako
chemoatraktant ke zprostiedkovani vazby (Tanaka, Suenaga aj. 2013). Piestoze dosud
nebyly objasnény vSechny vazebné interakce proteinu, jako receptor zprostiedkovavajici
vstup HHV-6 do bunky byla odhalena molekula CD46 (Santoro, Kennedy aj. 1999).
Nachézi se na raznych bunkach lidského organismu a Vv téle funguje jako kofaktor pii
inaktivaci C3b a C4b slozek komplementu kofaktoru I. CD46 slouzi jako ochrana pted
poskozenim vlastnich bunék komplementem (Riley-Vargas, Gill aj. 2004). Z nejnovéjsich
vyzkumu vypliva, ze pro HHV-6B muze jako vstupni receptor slouzit CD134 také znamy
jako OX40. Tato molekula patii mezi TNF receptory a vzhledem ke své schopnosti zvysit
pteziti CD4+ bunék ma rozhodujici roli v udrzovani imunitni odpovédi v prvnich dnech po
infekci, dokud nedojde cytokinovou signalizaci ke spusténi pamétové odpovédi (Tang,
Serada aj. 2013). Faktorem ovliviiujicim rizny bunéény tropismum obou virt mize byt
rizny prepis glykoproteinového komplexu, kdédovany v oblasti U97-U100. Exon HN-3
spoust&jici transkripci komplexu byl nalezen pouze u HHV-6B (Isegawa, Mukai aj. 1999).
Ptestoze je HHV6 pirevazné lymfotropni, mize infikovat in vitro i dalsi bunky jako jsou
monocyty/makrofagy, NK (Natural killer) bunky, fibroblasty, astrocyty, oligodendroglie,
mikroglie, buné¢éné linie jaternich bunék, epitelidlni a endotelialni bunky. V lidském
organismu jsou popsany infekce mozkové tkdné, jater, tonsil, slinnych zlaz, endotelii a

kostni dfené (De Bolle, Naesens aj. 2005).

3.4 Genom HHV-6A aB

Po vstupu do jadra se dostava ke slovu virovy genom. HHV-6 ma dsDNA genom o
velikosti 160-162 kb. Z toho 143-145 kb piipada na unikatni oblasti (U) pro geny U1-U100
s vlozenymi R1-R3 stiedovymi repeticemi a 8-9 kb pro kone¢né sekvence (DR). Oblasti
nazyvané DR1-DR7 v sobé zahrnuji sbalovaci signal a v terminalnich oblastech genomu se
nachazeji opakujici se sekvence charakteristické pro lidské telomery (Obr. 3) (Thomson,
Dewhurst aj. 1994).
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Geny spolecné pro betaherpesviry patii do rodiny US22 a u jednotlivych zastupct
podceledi jsou tyto geny prakticky totozné. Jiné geny jsou ale typické jen pro HHV-6
(napt. U83, U94), funkce proteinii téchto genl je vysvétlena nize. Unikatni sekvence 1
oblasti repetic HHV-6B obsahuji dohromady 119 otevienych c¢tecich ramci (ORF)
tvoricich 97 gend. HHV-6A a B se lisi v piepisu 9 ORF. Genom obou virti se témé&f
shoduje - v centralni ¢asti se uvadi shoda 98 %, oblast IE-A (zahrnujici v sob&é geny U86 -
U95 vyjma U94) pro piepis IEla IE2 proteint vykazuje nejvétsi rozdily mezi HHV-6A a
HHV-6B. Celkové se uvadi sekvencni shoda obou virlh okolo 90 %. Genové oblasti
kodujici strukturalni proteiny a enzymy potiebné pro metabolismus a replikaci virové
DNA je zachovan pro vSechny herpesviry. Pocatek replikace (oriLyt) a $t€pné misto pfi
replikaci (pac) se nachazi na riznych mistech obou virti (De Bolle, Naesens aj. 2005).
Transkripce oblasti IE-A mize probihat z riznych promotort v zavislosti na stadiu infekce
(Schiewe, Neipel aj. 1994). U obou variant viri se v oblasti stfedovych repetic R3
nachézeji vazebna mista pro bunééné transkripéni faktory, predevsim NF-kappaB. U HHV-
6B bylo prokazano, ze interakci s NF-kappaB dojde k zesileni transkripce genu U95
(homolog HCMV genu IE2). U HHV-6A je mozné, Ze ptepis IE proteind je fizen pravé
z této oblasti (Takemoto, Shimamoto aj. 2001).

Proteiny piepisované z IE-B oblasti (zahrnujici geny U16 - U19) patii mezi ¢leny super
rodiny US22 a vykazuji zna¢nou podobnost genim UL36 a UL38 CMYV, které koduji
transaktivacni Cinitele zvySujici virovou a bunéfnou transkripci (Colberg-Poley,

Santomenna aj. 1992).
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Obr. 3 Genom HHV-6A
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3.5 Zivotni cyklus HHV-6

3.5.1 Replikace

Poté co navazanim virového glykoproteinu na bunécny receptor vznikne stabilni vazba
virové partikule na buiku, dojde k fuzi virové obalky s buné¢nou membranou. Vzhledem k
podobnosti betaherpesvirti jsou bunééné procesy pravdépodobné podobné jako u Iépe
prozkoumaného CMV. Kapsida obalend jen proteiny tegumentu za tGcasti mikrotubularnich
systému bunky putuje K jadru, do kterého se inkorporuje virova DNA (Ogawa-Goto,
Tanaka aj. 2003). Podobné jako u ostatnich hepesvira se pivodné linearni virovi DNA
v jadie cirkularizuje a za ucasti bunéénych proteini se virus replikuje pomoci rotujici
kruznice. Pro ptepis své DNA a nasledné pomnozeni vyuziva virus proteiny tii kinetickych
skupin (Obr. 4) (De Bolle, Naesens aj. 2005):
1. Proteiny brzké rané faze (intermediate early — IE), jsou cCastecné zastoupeny
V tegumentu, k jejich dalsi syntéze pak dojde behem nékolika minut po vstupu viru
do bunky. Reguluji expresi dal§ich gent, inhibuji tvorbu bunécnych interferonti a
ovliviiuji bunééné pochody.
2. Proteiny pozdni rané faze (early — E) jsou zavislé na syntéze IE bilkovin a podileji
se pfedevsim na metabolismu virové DNA a jeji replikaci.
3. Proteiny pozdni faze (late — L) produkuji pfedevsim stavebni materidl pro nové

virové partikule (Oster and Hollsberg 2002).
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(De Bolle, 2005)

Virova DNA potiebuje ke své replikaci 7 virem kddovanych proteinil. Jedna se o vazebny
protein genu U73 (Obr. 3), ktery se navaze v misté pro replikaci (oriLyt) a denaturuje ¢ast
kruhového virového genomu (Dewhurst, Dollard aj. 1993). Tato mezera je udrZzovana
helikdzovym komplexem skladajicim se z U43, U74 a U77 genovych produkti a poskytuje
tak vazebné misto na ,zaostavajicim fetézci“. Jednovldknovd DNA je stabilizovana
vazebnym proteinem kédovanym genem U41, dokud se druhy fetézec nenasyntetizuje za
pomoci virové DNA polymerazy (pU38) a rustového faktoru (pU27) (Obr.3) (Teo, Griffin
aj. 1991). Vytvoii se dlouhé vlakno dsDNA kodujici sérii virovych genomu (konkatemer
DNA), které se rozstépi v mistech S$tépného signalu (pac-1, pac-2) nachézejici se
Vv koncovych oblastech repetitivnich sekvenci (Obr. 3) a jednotlivé genomy se ulozi do

nukleokapsid, které mezitim byly vytvoieny v cytoplasmé a dopraveny zpét do jadra.
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Nukleokapsidy prostoupi jadernou membranou, v cytoplasmé se obali proteiny tegumentu
a jsou glykosylovany za ucasti Golgiho aparatu. Kompletni virion prostoupi endocytézou
membranu buiiky a dojde tak k uvolnéni virovych partikuli do extracelularniho prostoru
(Torrisi, Gentile aj. 1999). Jeden cyklus replikace, tedy od prvniho kontaktu viru s buiikou

aZ po uvolnéni novych viriond, trva 72 hodin (Black, Sanderlin aj. 1989).

3.5.2 Latentni infekce

Stejné jako ostatni lidské herpesviry i HHV-6 je schopen piezivat v hostitelskych bunikach
i po primarni infekci. V IE-A oblasti virového genomu, ktera se nachazi v oblasti
sttedovych repetic byly identifikovany dva transkripty asociované s latentni infekci (H6LT
I a ll). Tento lokus rovnéz koduje ORF proteiny produktivni infekce zahrnujici IE1 a IE2 —
produkty genti U89, 90 a U86, 87, 90. Prestoze regulace transkripce proteinti produktivni
nebo latentni infekce dosud nebyla objasnéna, faktem zlstava, ze produkty latentni infekce
sdileji stejné geny jako produky lytické infekce, ale jejich transkripce zacind na jiném
misté. Do latentnich transkriptd H6LT I a II jsou rovnéz zapojeny kratké ORF 99, 142, 145
(Kondo, Nozaki aj. 2003) a jsou zahrnuty Vv jejich proximalni ¢asti (Obr. 5).
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Obr. 5 Latentni transkripty
(upraveno dle Kondo, 2003)

V horni ¢asti jsou schematicky zndzornény vnitini repetice (R1, R2, R3), pocatek replikace
(oriLyt) a struktura pfimé repetice (DR) a geny pro proteiny souvisejici s latentni nebo

produktivni infekci. V dolni ¢asti tenké ¢ary zndzoriuji introny, silné Sipy exony. Dale jsou
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zde vyobrazeny malé ORF a pocatecni exony pro piepis latentnich transkripti HO6LTs jsou
oznaceny LSS1 a 2. Postaveni pocate¢niho exonu pro produktivni infekci (PSS) je rovnéz

uvedeno.

Zvysena exprese HOLT I a II byla pozorovana tésné pred vznikem virové reaktivace a to
jak in vivo u nemocnych po nastupu imunosupresivni terapie, tak in Vvitro poté co byly
kultury nesouci latentni HHV-6 stimulovany phorbolem. Latentni transkripty zfejmeé
zasahuji do regulace ptepisu E1, E2 proteinti a mizou stimulovat ptechod k produktivni
infekci (Kondo, Shimada aj. 2002). Pfestoze mechanismus ustanoveni latentni infekce neni
prili§ znam, dalsim ostie sledovanym proteinem v této souvislosti je pU94 jehoz piepis je
vyssi pfi latentni oproti lytické infekci (Rotola, Ravaioli aj. 1998). Tento protein je rovnéz
popsan v souvislosti s Ci-HHV-6 (viz nize). Virus v latentni formé byl nalezen ve slinnych
zlazach, mozkové tkani (Jarrett, Clark aj. 1990; Chan, Ng aj. 2001). Latentni infekce byla
rovnéz prokazana v monocytech a progenitorovych bunkach v kostni dieni (Kondo, Kondo

aj. 1991; Luppi, Barozzi aj. 1998).

3.6 Bunécné interakce HHV-6

Pti primoinfekci, virové reaktivaci i pfi ustanoveni latentni infekce dochazi k fad¢ interakci
mezi bunikami hostitele a virovymi proteiny i celymi virovymi partikulemi. Pro virus je
v urcité fazi infekce vyhodné, aby zistal skryt pfed imunitni reakci, jindy zase mlZe vyuzit
svilj proteinovy aparat k nalakani hostitelskych bun€k do mista svého vyskytu a snadné&jsi

infekci dalSich bunék.

3.6.1 Imunomodulace

Pti virové infekci jsou IL-2 aktivovany T lymfocyty a tak umozni dal§i pomnozeni viru
Vv hostitelskych buikéach. Transkripce CD3 je v napadenych bunikach utlumena virovym
proteinem pU24, coZz vede ke sniZzeni povrchového vyjadieni na receptoru CD3, to vede
k jeho nizsi expresi na bunééném povrchu a tedy k nizsi tvorbé komplexu CD3/TCR.
Touto manipulaci imunitniho systému virus inhibuje moznou bunécénou aktivaci T
lymfocytl a naslednou sekreci cytokinii. Dalsi z virovych proteini pU21 sniZuje expresi
MHC molekuly I. tfidy na bunééném povrchu, ¢imz zamezi vystaveni fragmenti HHV-6
na bunééném povrchu a bunka tak neni rozpoznidna CD8+ cytotoxickymi lymfocyty
(Flamand, Komaroff aj. 2010). HHV-6 také inhibuje syntézu interferonu gama (INF-y),
cytokinu regulujiciho odpovéd” CD4+ T lymfocyty a NK bunék (De Bolle, Naesens aj.
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2005). V ptipadé¢ CD4+ T lymfocytli imunitni systém na zakladé podnéti vlastnich i
cizorodych bun¢k a buné&nych elementl rozhoduje mezi Thl (zanétlivé T-lymfocyty) a
Th2 (regulaéni, vedouci k produkci protilatek) odpovédi. Ze sledovani produkce cytokinti -
odpovédi organismu na infekéni agens jsou ziskavany rozporuplné vystupy. Mize to byt
zpusobeno pouzitim rtznych typt bun¢k nebo bunéénych populaci v ex vivo modelech,
které plné€ nereprezentuji in vivo regulac¢ni pochody. Interleukin (IL)-12 hraje klicovou roli
pii vyvolani odpoveédi typu Thl. IL-10 je jednim z efektori v piesunuti rovnovahy smérem
k Th2 odpovédi. Pii sledovani HHV-6 infikovanych mononuklearnich bunék periferni krve
(PBMC) byl zaznamenan nartst IL-10, ktery inhiboval expresi IL-12. Infikované
monocyty mohou snizovat hladinu IL-12. Zaroven v obou pfipadech produkce IL-12
Klesala v reakci na narust produkce IFN-gama (Li, Goodrich aj. 1997). Z toho Ize vyvodit
zavér, ze HHV-6 infekce muze vést k inhibici Th1. Naproti tomu, pét dnt po infekci HHV-
6, SupT1 buiiky exprimovaly vyssi hladiny IL-18 a dalSich prozéanétlivych genti, zatimco
uroven IL-12 byla beze zmény a IL-10 vykazoval nizsi aktivitu 1L-10 (Mayne, Cheadle aj.
2001). Vysledky téchto studii vedou K zavéru, ze HHV-6 aktivuje ptevazné Thl odpovéd..
U HHV-6B oproti HHV-6A byla pozorovana snizena citlivost na protivirovou odpovéd’
interferontt (IFN-alfa/beta), které pies tyrosin kindzovou signalizaci zprostiedkovavaji
intracelularni protivirovou odpovéd. IE1 protein HHV-6B zabranuje vazbé ISGF3
(Interferon-stimulated gene factor 3) na ISG (Interferon-stimulated gene) a tim znemoziuje
jeho spravnou transkripci, ¢imZz dochézi k niz$i produkei protivirové odpovédi. Vyrazné
odli$ny vliv na signaliza¢ni interferonové drahy mize mit vliv na znaény biologicky rozdil
mezi HHV-6A a B (Jaworska, Gravel aj. 2010).

HHV-6 vyvinul G¢innou metodu jak manipulovat s imunitnim systémem hostitele. Ziskal
do svého genomu ziskal analogy G-vazanych bunéénych receptort, které zasahuji jak do
vnitinich pochodil buiiky, tak funguji jako atraktanty pro chemokiny a zasahuji do regulace
probihajici imunitni odpovédi (De Bolle, Naesens aj. 2005).

Protein genu Ul12 (pUl12) je analogem k funkénim receptordm chemokini CCRI, 3, 5.
V hostitelské burice je prepisovan jako pozdni protein. pU12 aktivuje chemokin RANTES
(regulated on activation normal T cell expressed and secreted) oznacovany rovnéz jako
CCL5 regulyjici protivirovou odpovéd organismu. MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein-1) a MIP 1 alfa (macrophage inflammatory proteins) oznacovany rovnéz jako

CCLS3, aktivuji bunky vedouci k zanétu (Isegawa, Ping aj. 1998).
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Protein genu US51 (pUS1) patiici mezi ¢asné virové proteiny, muze regulovat bunécné
procesy vedouci ke zvySeni virové replikace a zaroven tlumi apoptotické odpovédi. Vaze
RANTES a tlumi transkripci tohoto chemokinu (Tadagaki, Yamanishi aj. 2007).

Zatimco geny U12 a U51 patii do super rodiny gentt US22 a nachazi se i1 u ostatnich beta
herpesviri, protein ORF U83 (pU83), posledni z funkénich analogii bunéénych receptorti
pro chemokiny ma vyhradni zastoupeni jen u HHV-6. pU83 ptisobi jako chemoatraktant
pro makrofagy Th1 odpovédi (Zou, Isegawa aj. 1999). Sekven¢ni analyza ukazuje asi 13%
rozdil mezi proteinem u HHV-6A a HHV-6B. Zatimco u HHV-6B je nejspis aktivni jen
jako CCR2, HHV-6A vykazuje aktivitu jako CCR1, CCR4, CCR5, CCR6 a CCRS.
Synergii pU83, pUS51 a pUl2 muze byt infikovany lymfocyt chemotaxi naveden do
lymfatickych wuzlin, tedy do mista bohatého na dalSi potencidlni hostitelské bunky
(Flamand, Komaroff aj. 2010).

3.6.2 Transaktivaéni aktivita

Piestoze byl HHV-6 u pacientli nakazenych HIV-1 navrzen jako kofaktor k propuknuti
Syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS) (Lusso, Ensoli aj. 1989), o tom zda HHV-6
ovliviiuje HIV jako agonista ¢i jako antagonista, jsou rozporuplné zpravy. Pri
experimentech in vitro bylo zjisténo, Ze né&kolik proteini HHV-6 ma schopnost
transaktivovat LTR promotor HIV (pDR7, pU3, IE proteiny, pU94) a tim stimulovat jeho
produkci (De Bolle, Naesens aj. 2005). Oba viry jsou povazovany za B-
lymfoproliferativni, ale mohou se replikovat v CD4+ T lymfocytech, stejné jako HIV.
Navic HHV-6 mize posilit expresi CD4+ na burikach citlivych k HIV infekci (Flamand,
Romerio aj. 1998). Oproti tomu bylo prokdzano, ze HIV-1 kmeny pouzivaji lidsky CC-
chemokinovy receptor CCR5 jako koreceptor pro sviij mezibunéény pienos. Mutace CCR5
mize zabranit infekci zamezenim své povrchové exprese, coz ma za nasledek nizsi
progresi AIDS. Virovy chemokin U83, ktery se vaze na CCR5 s vyssi afinitou nez lidské
chemokiny, obsazuje jejich vazebna mista a vede tim k inhibici chemotaxe lidskych
leukocytt.Virovy chemokin U83 podporuje lokalni imunitu vaci HIV-1 a plsobi jako
inhibitor jim zptsobené infekce (Catusse, Parry aj. 2007). Pro mozné zpomalujici G¢inky
nastupu AIDS svéd¢i studie zaméfena na prvni rok Zivota HIV pozitivnich déti pii niz bylo
zjisténo, ze kvili niz§imu poctu CD4+ bunék prodélalo méné déti v prvnim roce svého
zivota primoinfekci HHV-6. U téchto déti byl zaznamenan rychlejsi prubéh AIDS
(Kositanont, Wasi aj. 1999).
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U viru HHV-6A byla prokazana schopnost reaktivovat v B-lymfocytech z latence EBV

(Cuomo, Angeloni aj. 1995). U HHV-8 infekce dokaze HHV-6 podpofit jeho replikaci a
vzajemnym vlivem na cytokinovou signalizaci oba viry vytvoii vhodné prostiedi pro svou
koexistenci (Lu, Zeng aj. 2005). Vzajemné interakce mezi blizce piibuznymi
betaherpesviry dosud nebyly prokézany, ale pro myslenku, ze na sebe vzajemné plisobi,

sved¢i jejich reaktivaéni profil po transplantaci (viz. kapitola 3.2.2).

3.6.3 Nastaveni infikované bunky k apoptoze

Hostitelska buiika pii lytické infekci zahaji fadu antivirovych odpovédi, z nichz je
V konecném dusledku bunka dovedena k programované bunécné smrti. Intracelularni cesty
Casto vznikaji z mitochondrii, extracelularni jsou indukované cytokiny. Jednim z nich je
tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-alfa), ktery signalizuje prostiednictvim receptoru TNF
(TNFR1). Spojenim s adaptorovym proteinem TRADD (Tumor necrosis factor receptor
type 1l-associated death domain protein) vznika komplex I (Chan, Chun aj. 2000), ktery
spousti signalizaci vedouci k translokaci nuklearniho faktoru kappa B (NF-kappaB) a
vzniku nového komplexu II v cytoplazmé, ktery kaspazovou signalizaci spousti apoptozu
(Li, Zhang aj. 2006).

U bunck infikovanych herpesviry napt. EBV byla prokdzdna inhibice apoptdzy
intracelularnimi interakcemi virového latentniho membranového proteinu 1 (LMP-1) na
mitochondridlnich strukturich, kterymi zamezi vzniku komplexu I a tim 1 spusténi dalsi
signalizace (Kieser 2008). Také u HHV-6B byla potvrzena interakce mezi virovym
proteinem U20 s bunéénymi komplexy asociovanymi s TNF-alfa. In vitro bylo prokazano
vyrazné tlumeni apoptozy u infikovanych buné€k a jejich stimul k pfeZiti. Zaroven se
piedpoklada, ze in vivo mize koinfekce B lymfocyti EBV s HHV-6B jesté navysit
moznost preziti nakazenych bunék a jejich klont a tim se vyrazné zvySuje riziko vzniku
lymfomu v dusledku kooperativniho u¢inku proteint LMP-1 a U20 (Kofod-Olsen, Ross-
Hansen aj. 2012).

Pro mozny onkogenni potencial HHV-6 svédci transformacni aktivita produktu virového
genu DR7. Buinky exprimujici protein DR7 maji tumorigenni vlastnosti prokédzané na
experimentech in vivo. Exprese proteinu DR7 na malignich bunkach u pacientd
s Hodgkinovym lymfomem zplsobuje molekularni zmény na dalSich bunikach typické pro
lymfoproliferativni poruchy (Lacroix, Collot-Teixeira aj. 2010). Zatimco napi. CMV a

HHV-8, které za ucasti virovych proteinlii vyuzivaji protoonkogen p53 v jadre buiky ke
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svému pomnozeni (Fortunato and Spector 1998; Katano, Ogawa-Goto aj. 2001), virové
proteiny kédované v HHV-6 genomu (DR7, ORF 1, ORF 14) interaguji s p53 a zadrzuji ho
Vv cytoplazmé (Kashanchi, Araujo aj. 1997; Takemoto, Koike aj. 2005). Dosud nebylo
objasnéno, pro¢ se tak déje, ale nepochybné jde o zasah do bunécénych pro-apoptotickych
drah.

Dalsim zajimavym genovym produktem HHV-6 je cytoplasmaticky protein U95. Reguluje
transkripci IE proteind, je zapojen i do ustanoveni latentni infekce a zaroven interaguje
s mitochondrialnim proteinem GRIM-19. Behem HHV-6B infekce byl pozorovan pokles
mitochondridlniho membranového potencidlu, ktery se potlacenim pU95 vratil k normalu,
lze tedy ptredpokladat mozny cytopaticky dopad virového proteinu na bunééné pochody

(Yeo, Isegawa aj. 2008).

3.7 Chromozomalné integrovany HHV-6 (Ci-HHV-6)

Piitomnost Ci-HHV-6 byla poprvé popsana v roce 1993 (Luppi, Marasca aj. 1993), o rok
pozdéji bylo identifikovano misto integrace: chromozom 17p13.3 (Luppi, Barozzi aj.
1994). Dalsi studie potvrdily na zakladé FISH, Ze se do lidskych chromozomii mizou
integrovat ob¢ varianty viru (Torelli, Barozzi aj. 1995). A vroce 1999 Daibata a kol.
popsali vertikalni pienos Ci-HHV-6 pftes ti1 generace s klasickou mendelovskou dédi¢nost
(Daibata, Taguchi aj. 1999). Detekce virové DNA ve vlasovych folikulech u pacientt Ci-
HHV-6 a to v poméru 1 kopie viru na 1 vlasovy folikul (Ward, Leong aj. 2006) a fakt, ze
virova DNA se nachazi v riznych tkanich v celém téle u pacientd s Ci-HHV-6 (Hubacek,
Virgili aj. 2009) svéd¢i pro to, ze Ci-HHV-6 je dédi¢ny. Dalsi moznosti mize byt, ze Ci-
HHV-6 vznikaji pfimou infekci spermie nebo vajicka. Béhem fertilizace pak gameta
obsahujici Ci-HHV-6 pfenese informaci do zygoty, ktera se dale vyvine do embrya a poté
Vv plod nesouci v sobé jednu kopii Ci-HHV-6 v kazdé somatické buiice (Morissette and
Flamand 2010). Vétsina (86 %) transplacentarné pieneseného HHV-6 souvisi s integraci
viru u matky. Identifikaci sekventn¢ shodného gB u matky a v pupecnikové krvi se
podatilo nepiimo prokazat, ze se integrovany virus reaktivuje (Gravel, Hall aj. 2013).

V roce 2007 byl popsan pirenos HHV-6 pii HSCT bez jasné definovatelnych obtizi
zpusobenych s HHV-6. U pacienti (a jejich darcti) s primoinfekei ¢i reaktivaci se potvrdila
Ci-HHV-6 a nebyla u nich nasazena virostaticka terapie (Kamble, Clark aj. 2007). Od
poloviny minulého desetileti je vénovana vétsi pozornost spravné interpretaci vysledkt pii

podezieni na Ci-HHV-6.
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3.7.1 Diagnostika Ci-HHV-6

Jak je jiz napsano vyse, pii detekci herpetickych vir se dnes ve vétSi mife uziva
sérologicka stanoveni protildtek nebo rizné aplikace PCR z riznych bunécnych materialti.
Pro rozpoznani viru integrovaného do lidské DNA se ukézala byt zcela nevhodnd plazma a
sérum. V téchto materidlech se nachazi rizné mnozstvi lidskych bunék a DNA z nich
extrahovand nemé vypoveédni hodnotu pro rozliSeni viru integrovaného v lidském genomu
nebo pochazejiciho z virovych partikuli (Pellett, Ablashi aj. 2012). Pokud se jako zdroj
DNA pouzije plna krev nebo PBMC pfti opakovaném stanoveni lze ziskat stejné kvantity
nukleovych kyselin (bez exponencialniho nartistu hladiny nukleovych kyselin v ptipadé
reaktivace nebo primoinfekce). U ¢lovéka s normalnim krevnim obrazem by se hodnoty
zjisténych virovych nukleovych kyselin mély pohybovat okolo 320000 kopii HHV-6
DNA/mI (Hubacek, Hrdlickova aj. 2009; Clark, Nacheva aj. 2006), je ale nutno zohlednit
mozné negativni vlivy na extrakci nebo PCR. Pro vylouceni vlivu inhibice PCR je mozné
vysledky normalizovat pies néktery zlidskych gend (napt: albumin viz vyse). Za
predpokladu, Zze virus je integrovan do kazdé somatické bunky by poméry nukleovych
kyselin (ziskanych za stejnych podminek) pro lidsky a virovy gen mély byt v poméru 1:1.
Je také mozné Ci-HHV-6 potvrdit na bezkrevné tkani (vlasy, nehty). DalSi moZnosti jak
potvrdit Ci-HHV-6 a zaroven urcit misto jeho integrace, je FISH (Morissette and Flamand
2010).

3.7.2 Lidské telomerické oblasti v souvislosti s Ci-HHV-6

Znalost biologie lidskych telomer muze hrat rozhodujici roli v pochopeni procesu integrace
a mozné replikace viru. Délka telomer v somatickych bunkach je 5-15 kb a po kazdém
bunééném deéleni se ztrati 250-300 bp od konce chromozomu. Kazdou syntézu DNA
vlakna zahajuje tsek DNA a knému komplementarni RNA. Na 3’konec  tohoto
startovaciho primeru nasedne DNA polymerdza a syntetizuje DNA vldkno. Po ukonceni
syntézy dojde k odstfihnuti startovaciho primeru na 5 konci nového vlakna, tento primer je
pak enzymaticky odstranén. KdyZ buiika absolvuje urcity pocet déleni a jeji chromozomy
se patfiéné k tomu zkrati dosdhne tak Hayflickova limitu. Buiice se pak miiZze prodlouzit
zivot aktivovanim reverzni transkriptazy (telomerazy), ktera ptidava repetitivni sekvence
TTAGGG ke 3’konci vlakna DNA, ¢imz prodlouzit délku telomer. Proces prodluzovani
telomer telomerazovou aktivitou byl zjiStén v zarodecnych bunikach, rakovinnych buiikach

a v kmenovych bunikach. Bézné je vSak bunka po dosazeni Hayflickova limitu navedena
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k fizené smrti - apoptdze. Telomerické oblasti za Gcasti Sheltrinova komplexu proteini
chrani chromozomy pied fuzemi, chromozomalnimi zlomy a inhibuji telomerazovou
aktivitu (Riethman 2008).

Fenomén integrace lidskych herpesvira véetné HHV-6A a HHV-6B do telomerickych a
subtelomerickych oblasti v prib&hu latentni infekce dosud neni zcela prozkoumany, ale je
nepochybné, Ze integrace probihd rekombinaci mezi koncovymi oblastmi virového
genomu, kde jsou zakddované hexamery nukleotidic komplementarni s telomerickymi

oblastmi sav¢ich chromozomu (Thompson, Choudhury aj. 1994).

3.7.3 Dalsi lidské herpesviry integrujici se do lidského genomu

Na rozdil od HHV-6 se integrace EBV a HHV-8 ziejmé tyka jen ustanoveni latentni
infekce v organismu a stabilizaci epizomalni DNA v jadfe hostitelské bunky. Do
ustanoveni latence EBV s do¢asnou integraci se zapojuje virovy protein EBNA-1 (Epstein-
Barr virus nuclear antigen) u HHV-8 se integrace tcastni virovy protein LANA (latency-
associated nuclear antigen) (Ballestas, Chatis aj. 1999; Marechal, Dehee aj. 1999). V obou
pripadech virové proteiny ve spolupraci s telomerickym vazebnym proteinem (TRF2)
integruji epizomalni virovy genom diky jimi kodovanymi TTAGGGTTA repetitivnimi
sekvencemi — nedokonalymi repeticemi komplementarnimi k savéim telomerickym
repeticim. V pfipadé EBV byla zaznamenana rliznd mista integraci epizomické DNA do
metafazickych chromozoml a to zejména v nekodujicich shlucich heterochromatinu
(Takakuwa, Luo aj. 2004).

Gamabherpesviry EBV i HHV-8 jsou lidské herpesviry, které se integruji do lidského
genomu a zaroven jsou nejcastéji asociovanymi lidskymi herpesviry asociovanymi
s malignimi onemocnénimi. HHV-8 byl identifikovan v roce 1994 u pacienti s AIDS
z tkané Kaposiho sarkomu (Chang, Cesarman aj. 1994). EBV je asociovan s Burkittovym
lymfomem, nasofaryngealnim karcinomem, Hodgkinovym lymfomem (HL) a dalSimi B a
T bunéénym lymfoproliferativnim onemocnénim. HL je charakteristicky malignimi Reed-
Sternbergovymi bunkami (RSC) (Wu, Mann aj. 1990). Ty ve vétsiné piipadi vznikaji
z pre-apoptickych zarode¢nych bunék B lymfocyt. PfestoZze maji inaktivovanou Ig-V
oblast, unikaji apoptdéze, do bunéfného signalizatniho systému se mohl svymi
transaktivacnimi mechanismy zapojit EBV (Kuppers, Schmitz aj. 2005). O moznou roli
HHV-6 obzvlast v soucinnosti s EBV Vv patogenezi HL se vede Siroka diskuse. Podle

imunohistochemické studie, kdy byla prozkouména tkan nadort 103 pacienti s HL,
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Lacroix a kol. identifikovali pfevahu EBV a HHV-6 infikovanych lymfocytl a histiocyta.
Jina studie testovala vliv virovych lytickych a latentnich proteini na RSC, ale jejich vliv
byl jen velmi omezeny (Lacroix, Collot-Teixeira aj. 2010).

Vliv na histologicky potvrzenou progresi angioimunoblastického T-buné¢ného lymfomu
dokazuji zvysené virové naloze EBV a HHV-6 nalezené v postizené tkani (Zhou, Attygalle
aj. 2007). HHV-6 muze rovnéz zpusobit komplikace a rychlejsi pribéh T-bunétné
leukémie disregulaci signalizace IL-2 (Ojima, Abe aj. 2005).

3.7.4 Mechanismus chromozomalni integrace MDV

DalSim herpetickym virem, tentokrat paticim mezi alfa-herpesviry, u kterého dochazi k
integraci do hostitelského genomu kura domaciho je Marek’s disease virus (MDV). Jeho
genom se sklada z unikatnich sekvenci (U), koncovych opakujicich se sekvenci (Terminal
repeats - TR) a vnitinich opakujicich se sekvenci (Internal repaets - IR) (Cebrian, Kaschka-
Dierich aj. 1982) podobné jako HHV-6. Mezi TR a IR se nachazi pravidelné hexamery
(TAAGGG)n. Tyto sekvence jsou typické pro telomerické oblasti chromozomi. Béhem
latentni infekce se linearni genom dlouhy asi 180kb integruje na rlznd mista
Vv telomerickych oblastech kufecich chromozomu a to do vSech bunék (Kishi, Bradley aj.
1991). V souvislosti s onkogennim charakterem MDV miiZze byt zajimava skuteénost, zZe
gen pro virovou RNA telomerazu (vIR) je z 88% identicky s genem RNA telomerazy
kuteci (¢TR). Sekundarni struktura obou telomeraz je takika totozna a tak muze vTR
nahradit ¢TR ve spojeni s bunénou telomerazovou transkriptazou (TERT) (Fragnet,
Blasco aj. 2003). Exprese virového onkogenu Meq a virové telomerazy vIR navozuje
transfomaci T lymfocyti a vede k rychlému vytvoteni tumort a lymfomu asociovanych s T

lymfocyty (Delecluse and Hammerschmidt 1993).

3.7.5 Mechanismus chromozomalni integrace HHV-6

U virt HHV-6A a HHV-6B lze rovnéz predpokladat zapojeni opakujicich se sekvenci viru
a proteinii Sheltrinova komplexu pii ustanoveni latence pii integraci celého virového
genomu. Aby doslo k interakci mezi telomerami a virem, je zfejmé& potieba jest¢ dalsi
faktor. Vzhledem Kk tomu, Ze i nejbliz§i pfibuzny mezi viry HHV-7 koduje ve svém
genomu opakujici se sekvence, ale pfesto nebyla zaznamenana jeho integrace do lidskych
chromozomt, zvazuje se jako kandidatni gen ORF U94, ktery je specificky pro HHV-6.

Jako dalsi argument pro pfiznani podilu na virové integraci je fakt, Ze produkt tohoto genu
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je sekvenéné podobny (24% identickych aminokyselin) s proteinem REP68/78 parvoviru
adeno-asociovaného viru (AAV-2). Protein REP68/78 ma pii integraci viru 3 funkce -
vazba na DNA, endonukleazova a helikazova aktivita (Dhepakson, Mori aj. 2002).
Ptestoze u proteinu ORF U94 byla z téchto schopnosti experimentalné prokdzéna jen
DNA-vazebna aktivita, mutacni analyza REP68 urcila n¢kolik klicovych aminokyselin,
které jsou nezbytné pro zbylé funkce, a které jsou zachovany v U94 (Walker, Wonderling
aj. 1997; Walker, Wonderling aj. 1997).

3.7.6 Mozné dopady Ci-HHV-6 na lidsky organizmus

Virova DNA se béhem svého zivotniho cyklu v jadie vyskytuje ve tfech riiznych forméach.
Ve virionu a pfi vstupu do buiiky je virovy genom linearni. Poté se v jadru cirkularizuje do
formy epizomické DNA a b&hem replikace virus vytvoii dlouhé vldkno opakujicich se
genomii DNA. Pokud budeme pro zjednodusSeni této uvahy predpokladat, ze se
rekombinac¢nimi pochody integruje jen jedna forma DNA, existuji tfi mozZnosti a z toho
vyplivajici délka integrovaného fragmentu virového genomu. Linearni forma DNA, ktera
vstupuje do jadra, je typicka pro ulozeni DNA informace ve virové partikuli. Pokud dojde
k integraci v pravé oblasti repetitivnich sekvenci piijde virus o sekvence $t€pného signalu
2 umisténé vpravo v krajnich oblastech genomu. V piipad¢, Ze by doslo k integraci v levé
oblasti repetitivnich sekvenci byla by zaintegrovdna jen mald ¢ast genomu bez genli
potiebnych k replikaci nebo sestaveni virovych obali. Pti rekombinaci episomalni virové
DNA s telomerickymi oblastmi by nastala podobna situace jako u linearni formy DNA. Za
predpokladu, Ze HHV-6 genom muZe byt replikovan bunéénou DNA polymerazou, a Ze se
pozdéji piipoji k replikaci 1 virovd DNA polymeraza, miiZou byt generovany nelplné
virové genomy. Pokud vsobé bude mit dlouhé vlakno opakujicich se genomu
(konkatemer) zahrnutd nejméné dvakrat dvé §tépna mista pac2/x/pacl, mohl by se virus
replikovat v celé své délce a/nebo vystépit z mista své integrace (Morissette and Flamand
2010).
Otevira se tedy n€kolik moznosti:

1. Virus se nepiepisuje, ale samotnd jeho integrace mulZe zpiisobit destabilizaci

chromozomu
2. Jednd se o novy typ latence: virus se miZe z mista své integrace vyStépit a

kompletné se replikovat.
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3. Dochazi sice k prepisu nékterych proteind, ale virovy genom se nemuze vysteépit a
k lytické infekci nedochézi (Obr. 6).

Rozsifeni virovych partikuli
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Obr. 6 Vliv Ci-HHV-6 na lidsky organismus
(Upraveno dle Morissette a Flamand, 2010)

Ze trech pripadt, které mzou v souvislosti s HHV-6 integrovanym v lidském genomu
nastat, vyplyvaji rizné dopady na organismus (Obr. 6). Samotna integrace miiZe zpusobit
poruseni apoptotickych drah a mize zde byt souvislost s onkogennim potencidlem téchto
bunék. Pokud se virus do ur¢ité miry pfepisuje, zavisi na tom, které konkrétni geny je
schopny transkribovat. Vzhledem ke schopnostem viru manipulovat s imunitnim systémem
hostitele mize byt plsobeni piepisovanych virovych proteinii na bunécnou signalizaci

znaén€ ruznorodé. Pokud je virus schopny se vystépit, mliZe se zfejmé pii oslabeni

organismu reaktivovat stejné jako z latentni infekce, kdy je virovd DNA uchovéna ve
formeé epizomalni DNA.
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4 Laboratorni pristroje a pomicky

4.1 Laboratorni pristroje a spotiebni material

Pipety - Eppendorf a Finnpipette

Ttepacka MS 3 basic - Ika

Centrifuga Mini spin plus - Eppendorf

Suchy termoblok - Eppendorf

Real —time termocycler 7300 ABI - Applied Biosystem
Elektroforetické vany + piislusenstvi - Thermo scientific
Transiluminator TFX-26MC - Vilber Lourmat

Systém AlphaDigiDoc™ RT - Alpha Innotech
Fotoaparat OLYMPUS SP500uz - Olympus
Centrifuga chlazena - Hettich

Laminarni box Herasafe - Thermo scientific

Nanodrop 1000 - Thermo scientific

Coulter AcT 5 diff OV - Beckman coulter

4.2 Spotiebni material

Pipetovaci $picky s filtrem - Sarstedt
Mikrozkumavky - Eppendorf

Zkumavky 1,5ml, 10ml, 15ml, 50ml - Sarstedt
Zkumavky bez RNA 1,5ml - Invitrogen
Real-time PCR desky - Applied Biosystems
Real-time PCR stripy - Applied Biosystems
Real-time PCR kryci folie - Applied Biosystems
Petriho misky - Gama group

Sterilni plastové pasteurky- Gama group
Sterilni kultiva¢ni lahve (50 ml) - Sarstedt
Podlozni skla - Marienfeld

QIAamp Blood Mini kit - Qiagen

QIlAamp Micro Kit - Qiagen
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TOPO® TA Cloning® Kit - Invitrogen

Plasmid Mini kit - Qiagen
Plasmid Maxi Kit - Qiagen
Amp agar blue - Invitrogen

Terrific Broth - Invitrogen
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5 Metody

5.1 Kvantifikace virové naloZe ve vzorcich a identifikace Ci-HHV-6

K analyze kontrolni skupiny jsme jako zdroj DNA sbirali nehty dobrovolnych darct, u
vzorkll pacientl s malignim onemocnénim jsme jako zdroj DNA pouzili plnou krev a
Vv ptipad¢ vysoké virové ndloze jsme podezieni na Ci-HHV-6 potvrdili analyzou DNA z
nehtl. V obou pfipadech jsme k extrakci DNA pouzili kity firmy Qiagen, které funguji na
principu vysoké DNA adsorpce na silikat v pfitomnosti chaotropnich soli. DNA se navaze
na silikatovy povrch. Opakovanym promyvanim guanidinium thiokyandtem se odstrani
kontaminujici slozky. DNA ziistavad navazana na silikat az do pouziti elu¢niho pufru. V
ptipadé izolace z nehtl je tieba nejprve lyzovat keratin — protein, ktery je hlavni slozkou
tvotici nehet a predstavuje ,,mrtvou tkan‘, prestoze obsahuje zbytky DNA.

Virovou a lidskou DNA jsme prostiednictvim specifickych primert detekovali
polymerédzovou fetézovou reakci (PCR). Abychom mohli pfesvéd¢ivé zhodnotit kvantitu
virové DNA vyuzili jsme modifikované PCR, tzv. real time (RQ)-PCR, kdy stejné jako u
kvalitativné zhodnoceného PCR probiha v ramci teplotniho profilu denaturace — rozpadnou
se vodikové mistky a z dvouvlaknové DNA (dsDNA) se stanou nezavislé jednovlaknové
fetézce (ssDNA). Zména teploty umozni nasednuti primerd na fetézec DNA a elongaci
neboli prodlouzeni — nasyntetizovani dsDNA polymerazou. Pfi RQ-PCR je do reakce
zahrnuta znacena sonda komplementarni k syntetizované sekvenci (Obr. 7). V prubéhu
reakce nasedne, a po uvolnéni exonukleazovou aktivitou DNA polymerazy se uvolni

flourofor, ktery emituje zateni o urcité vinové délce, coz je odecteno detekénim systémem

(Obr. 7).
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Obr. 7 Princip metody TagMan
(http://www.dkfz.de/gpcf/lightcycler480.html 1.8.2013)

Systém TagMan firmy Applied Bisosystems vyuziva sondy (proby), které maji na svém
5’konci reportérovou fluorescencni barvu (reporter) a na 3 ’konci fluorescencni barvu
nazyvanou zhase¢ (Quencher).

K tomu abychom mohli dlouhodobé uchovat pozadovanou virovou sekvenci a sestrojit
stabilni kalibra¢ni kiivku, jsme vyuZzili metodu molekularniho klonovani. Pozadované
sekvence nukleovych kyselin se zaliguji do plazmidu (Obr. 8), ten se nasledn¢ pomnozi ve
specialné vyslechténé E. coli, ktera je schopna transformace cizi DNA. Z téchto bakterii se
vyizoluje plazmidovd DNA s vloZenym inzertem poZzadované sekvence nukleovych
kyselin. Uplné a spravné zaligovany inzert se ovéfi sekvenovanim se specifickymi M13

primery (Obr. 8).
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Obr. 8 Mapa klonovaciho vektoru pCR 2.1

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/vectors/pcr2_1topo_map.pdf 1.8.2013)

Na obrazku je schematicky znazornéno: Multiple cloning site (MCS nebo polylinker) — kratka sekvence s
unikatnimi misty pro restrikéni enzymy, umoziiujici vlozit insert do vektoru. pUC ori, f1 ori — pocatek
replikace v E. coli. Ampicilinova rezistence, poskytujici vyhodu pfi mnozeni plazmida v tekuté padé s
pridavkem antibiotika. Fragment LacZalfa (B - galaktozidaza) lezi v oblasti klonovaciho mista. T7, Sp6
fagovy promotor — T7, Sp6 RNA polymeraza transkribuje in vitro RNA. M13 protismérné kontrolni primery,

které jsou soucasti kitu.

Z této stabilni DNA se zaklonovanymi sekvencemi HHV-6 A a B se po zméfeni na
spektrofotometru a nasledném piepocitani ziska dekadickym fedénim kalibra¢ni kiivka. Pi
sestrojeni kalibra¢ni kiivky je tfeba brat v ivahu obecné principy PCR, kdy dojde za
idealnich podminek s kazdym cyklem ke zdvojnasobeni poctu kopii. Plati zde vztah:
n-ty cyklus = 2"

Na ose x je logaritmus pocate¢ni kvantity vzorku, na ose y je prahovy cyklus (Obr. 9) tj.
pocet cykli nutnych k doamplifikovani vzorku az do dohodnuté kvantity, do prahu. Z toho
vypliva rovnice pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky (Obr. 9):

prahovy cyklus = pocatek + sklon * log(kvantita)
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Amplifikacni kiivka ma logaritmicky charakter. Pro sestrojeni kalibracni ptimky prolozime

ktivky fluorescen¢nim prahem a ziskané hodnoty zlogaritmujeme.

KALIBRACNI PRIMKA
“standard curve”

Ny = vychozi koncentrace
C; = “threshold cycle”

intenzita fluorescence

(), (C), (C), poceteykli (C); (C)y (Cy Cy

Obr. 9 Kalibraéni krivka

(http://www.gyn-test.cz/metody-provadeni-testu/ 1.8.2013)

U zavedenych eseji jsme pouzivali standardy jiz diive sestrojenych kalibra¢nich kiivek,
pouzivanych v rutinni diagnostice a validovanymi pomoci mezinarodnich kontrol kvality

(QCMD - gquality control for molecular diagnostics).

5.1.1 lzolace DNA z pIné krve
Chemikalie:

e QlAamp DNA Blood Mini kit - Qiagen

e Ethanol (96-100 %) - Penta
Dle navodu vyrobce jsme nejprve zlyzovali plnou krev lyzacnim pufrem (detergent
rozpou$ti membrany a denaturuje bilkoviny) a enzymy (proteindza K S$tépi bilkoviny na
mensSi peptidy a RNaza A ni¢i RNA). Lyzat jsme nanesli na kolonku. Promyvacimi
roztoky o klesajici iontové sile jsme odmyli zbytky proteind. Eluénim pufrem se uvolnila

DNA adherovana na silikdtovém povrchu. Podrobny navod vyrobce v ptiloze 8.

5.1.2 lzolace DNA z nehti
Chemikalie:
e QIlAamp DNA Micro kit - Qiagen
e DTT (IM) - Sigma
e Ethanol (96-100 %) - Penta
K nehtim jsme pfidali DTT a dle navodu nechali jsme vzorek tiepat pii 56°C 24h.
Odebrali jsme supernatant, se kterym jsme dale postupovali dle ndvodu vyrobce

(Ptiloha 8).
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5.1.3 Kvantifikace RQ-PCR
Chemikalie:

e HotStar Taq polymeraza - Qiagen

e dNTP - Sigma

e 6-carboxy-x-rhodamine (6-ROX) - Life technologies

e Primery a sondy - Metabion international

e Injekéni voda (mini-plasco) - Braun
Ve vSech vzorcich jsme kvantifikovali HHV-6 a albuminovy gen metodou real time PCR
(RQ-PCR) (parametry reakci v tabulce 2 a 3) pomoci publikovanych metod (Gautheret-
Dejean, Manichanh aj. 2002)(Pongers-Willemse, Verhagen aj. 1998). Sekvence se
specifickymi primery a sondami pro detekci HHV-6 a albuminového genu zobrazuje
tabulka 4. V pripad¢, Ze jsme detekovali virovou DNA a zaroven jsme ovéfili spravnost
izolace nalezenim lidského genu pro albumin, provedli jsme druhou analyzu DNA
izolované z nehtti pro rozliseni HHV-6A a B.
HHV-6A a B jsme detekovali jednak metodou nested PCR (Hubacek, Muzikova aj. 2009)
a zaroven noveé zavedenou metodou RQ-PCR dle prace D. Boutolleau (Boutolleau, Duros
aj. 2006). Primery byly navrzeny tak, aby nasyntetizovany PCR produkt dlouhy 166 bp
lezel v oblasti U65-U66, stejné jako produkt jiz zab&éhnuté eseje HHV-6, tak aby mohla byt
pouzita stejna diskriminacni sonda a stejny pomér reagencii (Tab. 3). Ptimy (forward)
primer je pro obé HHV-6A i B stejny, zpétné (reverzni) primery (Tab. 4) se lisi ve 4
nukleotidech. Senzitivita primerti byla autorem potvrzena na kohorté¢ 113 vzorkd DNA
s jiz dive potvrzenou pozitivitou HHV-6 (Boutolleau, Duros aj. 2006). Kvantifikaci HHV-
6A a B jsme provedli u vSech vzorkii Ci-HHV-6 zahrnutych do nasi studie tedy na 23
vzorcich. Kvantita virova naloze ziskanda z RQ-PCR HHV-6 pfiblizn¢ korelovala
s hodnotami ziskanymi pfi kvantifikaci HHV-6A a B.
Samotné RQ-PCR reakce probéhly na pftistroji 7300 ABI, pficemz kaZzdou detekce
probéhla v duplikatu. Pfi optimalizaci primerd pro noveé zavadénou esej jsme teplotnim
gradientem nezjistili vykyvy senzitivity primerd k nasedaci teploté, pro zjednoduseni pii
zavadéni této eseje do rutinniho provozu jsme piejali teplotni profil platny i pro vySetieni
ostatnich herpetickych virG. VSechny reakce probéhly za stejného teplotniho profilu
(Tab. 5).

40



Tab. 2 Reagencie pro PCR albuminového genu

pl na Finalni

Reagencie reakci | koncentrace
PCR voda 9,765
pufr 10x+MgCl,(15 mM) 1,5 1x+1,5 mM
MgC|2(25 mM) 0,6 1 mM
dNTP (5mM) 0,3 100 uM
ROX barvicka (100 pM) 0,1 0,67 uM
primer mix (20 pM) 0,375 0,5 uM
sonda (10 uM) 0,3 0,2 uM
HotMaster poly 5U/ul 0,06 0,02 U/ ul
DNA 2
CELKEM OBJEM 15

Tab. 3 Reagencie pro PCR HHV-6, HHV-6A, HHV-6B

Reagencie pl na reakei | Finalni koncentrace
PCR voda 8,115
pufr 10x+MgCl,(15 mM) 15 1x+1,5 mM
MgCl3(25 mM) 0,6 1 mM
Glycerol 50% 1,5 5%
dNTP (5mM) 0,3 100 uyM
ROX barvicka (100 pM) 0,25 1,67 uM
primer mix (20 uM) 0,375 0,5 uM
sonda (10 puM) 0,3 0,2 uyM
HotMaster poly 5U/ul 0,06 0,02 U/ul
DNA 2
CELKEM OBJEM 15

Tab. 4 Primery a proby

ALB-for TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT Pongers-Willemse a kol., 1998
ALB-rev CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT Pongers-Willemse a kol., 1998
HHV-6-for GACAATCACATGCCTGGATAATG Gauthered-Dejean a kol., 2002
HHV-6-rev TGTAAGCGTGTGGTAATGGACTAA Gauthered-Dejean a kol., 2002
HHV-6 A+B-
for GACAATCACATGCCTGGATAATG Boutolleau a kol., 2005
HHV-6 A-rev | TGGTAATGGACTAATTGTGTGTTGTTTTA Boutolleau a kol., 2005
HHV-6 B-rev | TGGTAATGGACTAAGTGTGCGTTATTTTC Boutolleau a kol., 2005

vic dye-TGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGAT-
ALB-PROBE | quencher, blocked Pongers-Willemse a kol., 1998
HHV6-
PROBE fam dye-AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC-tamra | Gauthered-Dejean a kol., 2002
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Tab. 5 Teplotni profil

DENATURACE 95°C| 15:00
AMPLIFIKACE -cykly: 45x 94°C 0:15
60°C 1:00

5.1.4 Hodnoceni kalibraéni krivky

Pfi vypoctu idealniho sklonu kiivky jsme vychazeli z idealni situace, kdy Se pocet kopii
zdesateronasobi:

2x =10

x =log, 10

X =332

Pti hodnoceni diagnostickych vzorkli a rovnéz vzorki zpracovavanych v této praci méla
kalibra¢ni ktivka sklon 3,2 — 3,8 a korelacni koeficient dvou bodi kalibracni kiivky stejné

koncentrace DNA nebyla nizsi nez 0,98.

5.1.5 Molekularni klonovani
Chemikalie:

e TOPO® TA Cloning® Kit - Invitrogen

Plasmid Mini kit - Qiagen

e Ampicilin - Zentiva

e Isopropanol - Penta

e Ethanol (70%) - 1ékarna FNM

e TE pufr (pH8) - 1ékarna FNM
Nejprve jsme si namnozili pozadovanou sekvenci pro HHV-6A a B ziskanou z
DNA vzorki ovéfenych dle prace Hubacek a kol. (Hubacek, Muzikova aj. 2009) pomoci
PCR se specifickymi primery HHV-6 A a B (Boutolleau, Duros aj. 2006). Po prob&éhnuti
PCR jsme provedli kontrolu produktu pomoci elektroforézy na agarosovém gelu za
ptitomnosti ethidium bromidu. Pfipravili jsme si ligatni smés dle rozpisu (Tab. 6)

pracovali jsme na ledu.
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Tab. 6 Ligacni reakce

Reagencie Objem
PCR voda Sul
Ligacni pufr 10x 1ul
Vektor 25ng/ul 2ul
T4 DNA ligaza 1ul
PCR produkt 2ul

K 50 pl kompetentnich bun¢k TOP 10 E. coli z kitu jsme piidali 2 pl liga¢ni reakce, buiky
jsme opatrn¢ promichali Spickou a pak jsme je nechali 30 minut na ledu. Poté jsme bunky
nechali na 30 sekund zahiat na 42°C v suchém bloku, kdy jsme buiiky transformovaly po
zvySeni prostupnosti cytoplasmatické membrany teplotnim Sokem. Pak jsme bunky vratili
zpatky na led, pfidali jsme 250 ul SOC média (pokojové teploty) a roztok jsme nechali
1 hodinu ttepat pii 225 RPM a 37°C. Kultivaci se zregenerovala cytoplasmatickd
membrana a kompetentni buiky s integrovanym plazmidem se pomnozily V tekutém
mediu s piidavkem ampicilinu (100 pg/l). Na sterilni plotny s agarem oSetfenym X-GAL
jsme rozetfeli 200, 50, 10 ul media s namnozenymi kompetentnimi buikami a
V hermeticky uzavieném sacku jsme je nechali kultivovat 20h pii 37°C. Kultivaci na
selektivni ptid¢ s pfidavkem X-GAL (modrym barvivem reagujicim s B — galaktozidazou)
se ziskaji kolonie, z nichz kazdé zahrnuje vzdy jeden klon bakterii. Modrobilou selekci se
rozli$i kompetentni bakterie, které v sobé maji pozadovany plazmid. Pokud je fragment
genu pro B - galaktozidazu (Obr. 8) lezici v oblasti klonovaciho mista pferusen inzertem,
transformovana burika za pfitomnosti X-GAL se nezbarvi modfe. Poté jsme plotny ulozili
na 2h do lednice, aby se dovyvinula barva kolonii. Bakterie pochazejici z bilych kolonii
jsme pak pomnozili v tekuté kultivaéni padé (Terrific Broth) s ampicilinem (100 mg/l), aby
se zamezilo kontaminaci bézné se vyskytujicimi bakteriemi (Obr. 8) a nasledné izolovali
plazmid DNA. Do zkumavek s 5-7 ml tekuté kultiva¢ni pudy jsme pienesli po jedné bilé
kolonii a nechali jsme je kultivovat pti 37°C a tfepani 250 RPM 15-20h. Plazmidovou
DNA jsme nasledn¢ izolovali Plasmid mini kitem firmy Qiagen, postupovali jsme dle
navodu vyrobce (Ptiloha 8).

Pocet kopii v mikrolitru extrahované DNA jsme nasledn¢ stanovili z hmotnostni
koncentrace DNA zméfené na piistroji Nanodrop 1000 a z molekularni hmotnosti 1

plazmidu podélenou avogadrovou konstantou.
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Vypocet hmotnostni koncentrace ziskané DNA vychdazi z nasledujicich skutecnosti:
e Plazmid v Topo Kitu je dlouhy 3900 bp, inzert ma 166 bazi, pocet bp plazmidu pak
odpovida 4066 bp.
e Jeden bp =650 D
e 1 mol o délce 4066 bp tedy vazi: 4066 bp * 650D = 2,6*1O6g
e 1 molekula vazi 2,6¥10°/ 6,022*10% g = 4.32*10™%g
e Koncentraci DNA (g/ul) zméfenou na pfistroji Nanodrop jsme vynasobili
hmotnosti jedné molekuly vektoru a zjistili jsme pocet kopii v 1 pl.
Nasledné jsme dekadicky dotedili kalibra¢ni kiivku pro HHV-6A, HHV-6B tak, aby se

v

skladal z péti bodii z nichZ nejvy3si ma hodnotu 10° a nejnizsi 10" kopii plazmidu.

5.2 Hybridizace a znaceni FISH

Plsobenim enzymi Dnazy a DNA-polymerdzy s exonukledzovou aktivitou dochazi
kK posunu jednofetézcového zlomu (Nick translace) a k inkorporaci znacenych nukleotidd
do DNA sondy. Dnaza nastépi jeden fetézec, ¢imz vytvofi zlom. Na volny 3¢ konec fetézce
nasedne polymeraza a syntetizuje tentyz fetézec, do kterého vklada znacené nukleotidy a
zaroven ve sméru 5°-3° odbourava rozstipnuty fetézec. Sondu piipravil pomoci kitu NICK
translation reagent kit MUDr. A. Vicha, Ph.D.

Lymfocyty periferni heparinizované krve se kultivaci (s pfidavkem mitogenu) stimuluji
k ristu a déleni. Ve chvili kondenzace chromozomu (idealné v metafazi) se rist zastavi
pfidanim kolcemidu, vzorek se poté hypotonizuje a zafixuje. Preparat se z vySky nakape na
podlozni skli¢ko. Po mikroskopické kontrole kvalitnich mit6éz je takto upraveny preparat
ptipraveny k hybridizaci.

Jednotetézcové DNA sondy znacené fluorochromem (v nasem piipadé rhodamidin pro
cervené spektrum a fluorescein isothiokyanat — FITC pro zelené spektrum) se navaze na
templatovou DNA na zdkladé¢ komplementarniho parovani. Po denaturaci za zvySené
teploty se DNA rozvolni a po nasledujicim ochlazeni se sonda hybridizuje na vysetfovany

usek chromozomu.

5.2.1 Priprava nosic¢ové DNA pro vyrobu sondy

Z pracovisté Centers for Disease Control and Prevention (CDC) v Atlanté Skolitel ziskal

kompetentni E. coli s Sesti zaklonovanymi plazmidy se sekvencemi HHV-6: pH6Z-102,
pH6Z-108, pH6Z-204, pH6Z-205, pH6Z-802, pH6Z-816 (Lindquester, Inoue aj. 1996),
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které jsme izolovali Qiagen Plasmid Maxi Kitem, postupovali jsme dle navodu vyrobce

(Ptiloha 8).

5.2.2 Priprava sklicek s metafazickymi jadry
Chemikalie:

e LymphoGrow medium - CytoGen

e Kolcemid - BioTech

e KCI (0,075 M) - Iékarna FNM

e Methanol - Penta

e Kyselina octova - Penta
Kultivovali jsme lymfocyty za pfitomnosti Phytohemagglutininu (PHA). Postupovali jsme
dle navodu a doporuceni vyrobce (Ptiloha 8).
Hypotonizovany, zafixovany roztok jsme nakapali na namrazené sklo a nechali oschnout.
Pod mikroskopem jsme zkontrolovali ,,¢itelnost™ metafazickych jader. Pokud chromozomy
nebyly vhodné pro hybridizaci se sondou, suspenzi jsme ziedili, nebo jsme ji nakapavali
na podlozni sklicko z rizné vysky, dokud na ném nebyly mikroskopicky dobie viditelné,

zietelné kondenzované chromozomy.

5.2.3 Hybridizace
Chemikalie:

e Cot-1-DNA - Invitrogen

e Acetat sodny (NaAc) - Iékdrna FNM

e Etanol (96 % -100 %) - Penta

e Fyziologicky roztok citratu sodného (SSC) - 1ékarna FNM

e Formamid (pH 7) - Penta

e Dextran sulfat - EastPort
K 50 pl sondy jsme piidali 10 pul Cot-1-DNA (lidska repetitivni DNA, ktera zabranuje
nespecifickému navazani sondy pii FISH) a dale jsme pfidali 5 ul objemu 3M NaAc a 150
ul ledového 96 % EtOH, zkumavku jsme vlozili na 30 min do mraziciho boxu na -70°C.
Pak jsme zkumavku stocili 30 min pii 4°C a 12 000 otackach. Po sliti supernatantu jsme
izolovanou DNA nechali suSit na vzduchu. DNA jsme pak rozpustili v5 pl
deionizovaného formamidu, pak jsme piidali 5 pl dextranu sulfatu v 4x SSC. Pak jsme

sondu denaturovali 5 minut pfi 90°C. Mezitim jsme denaturovali chromozomalni

45



preparaty. Podlozni skli¢ka jsme odvodnili v alkoholové fad¢ 70 %, 80 %, 96 % etanolem
po 2 minutach 1azné jsme je ulozili do termostatu pti 37°C. Skli¢ka jsme pak denaturovali
(4 ml 20xSSC, 8 ml H,0O, 28 ml formamid), pfi 73°C / 2 minuty. Znovu jsme skli¢ka
odvodnili v alkoholové fadé 70 %, 80 %, 96 % etanolem po 2 minutach. Pak jsme nechali
etanol odpafit na vzduchu pfi pokojové teploté. Na ledu jsme reakci nakapali na sklo,
prilozili a zalepili kryci sklicko, hybridizovali jsme pfi teploté 37°C dva dny. Poté jsme
odmyli nenavazanou sondu:

e 4 minuty v odmyvacim roztoku I (0,5xSSC)

e 2 minuty v odmyvacim roztoku II (2xSSC)
Oplachli jsme sklicko v destilované vodé a nechali ho ve tmé oschnout. Pfed analyzou
jsme na skli¢ko ptidali kapku (10 pl) DAPI a ptitiskli kryci sklicko. Odecteni vysledkt a
samotnou analyzu provedl MUDr. A. Vicha, Ph.D. Lokalizace proby urujeme pomoci
karyotypovaciho systému MetaSystem, ktery umoziluje karyotypovani mitoéz. VySetrovali

jsme nejméné 10 mitdz.

5.3 Transkripce Ci-HHV-6

K analyze transkriptt je tfeba pouzit DNA komplementarni (cDNA) k medidtorové RNA
(mMRNA). lIzolace probéhla hustotnim gradientem, kdy sitem projdou mens$i a nejaderné
buiiky (granulocyty a erytrocyty) a nad vrstvou fikolu zlistanou lymfocyty a monocyty.

Pii fenol-chloroformové extrakci (Chomczynski and Sacchi 1987) zistavaji nukleové
kyseliny rozpusténé ve vodném prostiedi, zatimco ostatni slozky pfedevSim proteiny
srazené fenolem klesnou pod vodnou fézi. [zoamylalkohol pak zvysi rozpustnost fenolu ve
chloroformové féazi, takze po protfepani se fenol rozpusti a na rozhrani fazi zastava bily
prstenec srazenych proteinti. Z odebrané vodné faze se pfidanim etanolu vysrazi nukleové
kyseliny. Dnaza znici ve frakci veSkerou DNA a ziistava jen RNA. Prepisem cDNA podle
templatové RNA molekuly se ziskaji kodujici sekvence celych gend bez intronli. Pro
syntézu jsme vyuzili smés hexanukleotidi — randomizovanych (ndhodnych) primert.
Samotna syntéza je zprostfedkovana reverzni transkriptazou, kdy koncové sekvence
primeri nasedaji na komplementarni polyadenylové sekvence na konci kazdého genu.
Vzorky u nichZ jsme ovéfili vytézek a kvalitu rRNA, jsme pomoci randomizovanych
primert piepsali do cDNA. Néhodné hexanukleotidové primery jsou schopny se vazat a

zahajovat syntézu cDNA na mnoha mistech podél celého RNA templatu.
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Kvalitu cDNA jsme nejprve provérili RQ-PCR za pomoci genu pro GAPDH (WHO, 2009)
a poté jsme cDNA pouzili pro oveéfeni mozné transkripce virovych genli zaintegrovanych

Vv lidskych chromozomech.

5.3.1 Izolace mononuklearnich bunék hustotnim gradientem
Chemikalie:

e Ficoll-Paque REsearch Grade - Pharma Tech

e Fosfatovy pufr (PBS) (pH 7,4) - 1¢kdrna FNM
Do zkumavek jsme si ptipravili 5 ml vychlazeného PBS pufru a piidali jsme 5 ml
nesrazlivé krve. Roztok jsme dikladné promichali a ptevrstvili 6 ml ficollu v pfedem
pripravenych zkumavkach, ty jsme staceli pii 4°C a 2200 otackach 35 min. Mononuklearni
buiiky jsme opatrn¢ odebrali pasteurovou pipetou a promyli v Sml PBS. Poté jsme
ptepoditali vytézek na piistroji Coulter AcT 5 diff OV a frakci lymfocytd a monocytl jsme

alikvotovali do zkumavek po 2 milionech bunék a zamrazili do -80°C.

5.3.2 lzolace RNA z mononuklearnich leukocyti

Chemikalie:
e 2-mercaptoetanol - Sigma
e Etanol (96-100%) - Penta
e 2-propanol - Penta
e Fenol - Sigma
e Chloroform - Penta
e NaAcetat - Sigma
Zmrzlou peletu bun¢k jsme Setrné rozmrazili pfidanim 500 pl mercaptoethanolu.
Nechali jsme ji inkubovat 5 minut na ledové lazni. Pfidali jsme 50 pl NaAcetatu,
abychom zamezili piisobeni RN4az pii izolaci a uchovani vzorku. Poté jsme piidali 455
pul phenolu a 130 pl chloroformisoamylalkoholu (smichaného v poméru 98+2) a
vortexovali jsme do mlé¢ného zakaleni. Smés jsme nechali inkubovat 3 minuty na ledu,
pak jsme ji ztoc€ili pfi 2200 otackach a 4°C 15 minut. Po 100 pl jsme opakované
odebrali vodnou fazi tak, abychom ji nezkontaminovali vysraZenymi proteiny. Idealné
jsme odebrali 500 pl vodné faze. K odebrané vodné fazi jsme ptidali stejny objem
isopropanolu. Roztok jsme inkubovali 30 minut v -20 °C, poté jsme ji ztocili pii 2200

otackach a 4°C 10 minut. Slili jsme supernatant a pfidali jsme Iml 75% etanolu.
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Opatrnym pifevracenim jsme peletu ode dna odlepili a promyli. Pak jsme zkumavku
opet ztoc€ili 2000 otacek 5 minut, slili jsme etanol, zbytek jsme opatrné odtahli pipetou
a na vzduchu jsme nechali peletku vysusit. Asi po 15 minutach jsme ji rozpustili pfi

55°C ve 25 ul vody.

5.3.3 OsSetieni RNA DNazou a ovéreni jeji kvality
Chemikalie:

e Turbo DNA-free kit - Applied Biosystems
K 25 ul RNA jsme piidali 5 pl 10x TURBO DNase pufr a 1 ul TURBO DNase. Smés jsme
inkubovali 30 min pti 37°C. Po inkubaci jsme pfidali 5 pl inaktiva¢niho ¢inidla a za
obCasného promichani jsme ho nechali plsobit 5 min pii pokojové teploté. Poté jsme
precisténou RNA piepipetovali do Cisté zkumavky.
K ovéreni kvality RNA jsme vyuzili elektroforesy na agarosového gelu za pfitomnosti
ethidium bromidu. rRNA se v elektrickém poli rozdéli na dvé podjednotky 18S a 28S
pfi¢emZ intenzita bandu 28S by méla mit u neporuSené RNA asi dvojnasobnou intenzitu
oproti bandu 18S. Pokud se na gelu objevily ,,Smouhy* nebo neodpovidalo umisténi nebo
intenzita bandi béznym standardiim, vzorky jsme byli nuceni vyradit. Zaroven jsme

provedli kontrolu vytézku RNA spektrofometricky na nanodropu.

5.3.4 Prepis RNA do cDNA

e Random hexamers (C118A) - Promega
e ImProm-I1l Reverse Transcriptase (M314A) - Promega
e ImProm-11 5x Reaction Buffer (M289A) - Promega
e MgCl; (25mM) - Promega
e dNTP - Sigma
e Nuclease free water - Promega
Ptipravili jsme si randomizovanou RNA dle doporuceni vyrobce, tak aby v reakci bylo do

5ug RNA a 0,5 pg primera (Tab. 7).
Tab. 7 Randomizovand RNA

Standardni
Reagencie mnozstvi
(11))
Voda 1
RNA 4

48



Standardni
Reagencie mnozstvi
(D)
Random. hexamery 1
Celkem 6

Smés jsme nechali inkubovat pii 70°C 5 min, pak jsme ji zchladili v ledové tfisti a kratce
stoCili. Takto upravenou smés jsme pridali k reakéni smési pro reversni transkripci
ptipravenou v pomérech doporuéenych vyrobcem, s vyjimkou koncentraci MgCl, a dNTP.
MgCl; jsme v prvnim experimentu piidali do reakce zhruba uprostied rozmezi koncentraci
(1,5 mM — 5 mM) doporuénych vyrobcem (finalni koncentrace 3,3 mM) viz Tab. 8 a
V druhém experimentu jsme ptidali maximalni mozné mnozstvi MgCl, podle doporuceni
vyrobce (findlni koncentrace 5 mM) viz Tab. 9 V druhém experimentu jsme oproti
doporuceni vyrobce (0,5 mM) rovnéz piidali v mirném nadbytku dANTP (findlni

koncentrace 0,75 mM).

Tab. 8 Pomeér reagencii pro prvni transkripcni experiment

pl na
Reagencie reakci

Voda bez nukleaz

Im Prom. Il 5x buffer
MgCl; (25 mM)

dNTP (10mM kazdy nukleotid)
RT transcriptase
Randomizovana RNA
Celkem 15

ok |k |IN|ID|F-

Tab. 9 Pomeér reagencii pro druhy transkripcni experiment

pl na
Reagencie reakci
Voda bez nukleaz 0
Im Prom. 1l 5x buffer 4
MgCl, (25 mM) 2,5
dNTP (10mM kazdy
nukleotid) 15
RT transcriptase 1
Randomizovana RNA 6
Celkem 15
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Nechali jsme probehnout reakci — nasedani primeri pti 25°C 5 min a prodluzovani fetézce
cDNA pfi 42°C 1 hodinu. Na zavér jsme reakci ukoncili inaktivaci RT transkriptazy pfi
70°C 15min.

5.3.5 Ovéreni cDNA genem pro B2M, BG, ABL, GAPDH
Chemikalie:

e HotStar Taq polymeraza - Qiagen

e Primery a sondy - Metabion international

e dNTP - Sigma

e Injekéni voda (mini-plasco) - Braun
Pro ovéteni spravného prepisu jsme pouzili RQ-PCR se specifickymi primery a sondami
pro geny pro kodujici proteiny: beta 2 microglobulin (B2M) (Tab. 10), beta-glucuronidase
(GUSB) (Tab. 11), abelson (ABL) (Tab. 12) (Beillard, Pallisgaard aj. 2003) a
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Tab. 13) (WHO, 2009). K ovéteni
jsme pouzili cDNA 3 zdravych dérct bez Ci-HHV-6 ziskanou stejné¢ jako vzorky z prvniho
transkripéniho experimentu. Pro RQ-PCR jsme pouzili stejné chemikalie, ve stejnych

pomérech (Tab. 3) a stejny teplotni profil (Tab. 5) jako pro eseje HHV-6, HHV-6A a B.

Tab. 10 Primery a proby pro gen B2M

B2M-for | GAGTATGCCTGCCGTGTG Beillard a kol., 2003
B2M-rev | AAATCCAAATGCGGCATCT Beillard a kol., 2003
B2Mprobe | FAM-CCTCCATGATGCTGCTTACATGTCTC-TAMRA Beillard a kol., 2003

Tab. 11 Primery a proby pro gen GUSB

GUSB-for | GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT Beillard a kol., 2003
GUSB-rev | CCGAGTGAAGATCCCCTTTTA Beillard a kol., 2003
GUSBprobe | VIC-CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA-TAMRA Beillard a kol., 2003

Tab. 12 Primery a proby pro gen ABL

ABL-for TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGT Beillard a kol., 2003

ABL-rev  |GATGTAGTTGCTTGGGACCCA Beillard a kol., 2003

ABLprobe |VIC-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-TAMRA | Beillard a kol., 2003
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Tab. 13 Primery a proby pro gen GAPDH

GAPDH-for | GAAGGTGAAGGTCGGAGT WHO, 2009
GAPDH-rev | GAAGATGGTGATGGGATTTC WHO, 2009
GAPDHprobe | TET-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-BHQ1 WHO, 2009

U vSech tfech vzorkii jsme zaznamenali podobnou odezvu a to v piipadé¢ vSech 4
kontrolnich gent (hodnoty zaznamenané fluorescence emitované¢ho zaieni se pohybovaly
od 26. do 29. cyklu).

Pro gen GAPDH jsme pfipravili kalibra¢ni kiivku stejnym postupem jako pro HHV-6A a

B a ovéftili jsme s nim vSechny ziskané cDNA s Ci-HHV-6.

5.3.6 Kvalitativni PCR pro vybrané virové geny
Chemikalie:

e HotStar Taq polymeraza - Qiagen

e 2-Log DNA Ladder (0,1-10 kb) - BioLabs

e ethidium bromid - Invitrogen

e SeaKem LE Agarose - Lonza

e TBE pufr (pH 8, c=5x) - 1ékarna FNM
Na zakladé¢ znamych sekvenci HHV-6A a B (Human herpesvirus 6A,complete genome,
NCBI Reference Sequence: NC_001664.2 s 159322 bp, Human herpesvirus 6B, complete
genome, NCBI Reference Sequence: NC_000898.1 se 162114 bp) a na zakladé znalosti
ptepisu virové DNA, jsem spolu se Skolitelem navrhla primery pro rtizné virové proteiny
(Tab. 14) pokryvajici cely virovy genom. Sekvence primeri a jejich rozloZzeni v ramci
virového genomu (Pfiloha 5).

Tab. 14 Seznam nami proteinii detekovanych v cDNA osob s Ci-HHV-6

Kod | Zkratka Nazev (funkce)
genu |proteinu proteinu
U3 UL24 | protein tegumentu
Uiz UL3 |transmembranovy protein, vaze se na G-protein, chemokin
u17 - protein tegumentu, IEB

Ui8 UL37 |protein obalky, IEB
U19 UL38 |regulacni protein, IEB
U22 U22 | membranovy protein

U29 - podjednotka 1 kapsidového triplexu (vaze k sob& hexony a pentony)
U30 UL37 |protein tegumentu
U3l - velky protein tegumentu s protedzovou aktivitou
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Kod | Zkratka Nazev (funkce)
genu |proteinu proteinu

U38 - katalyticka podjednotka DNA polymerazy

U39 - glykoprotein-B

U42 - transaktivator (zapojen do mRNA sesttihu, transportu atd.)
U43 - podjednotka primaz-helikazového komplexu
U48 - glykoprotein-H

uU51 UL78 |transmembranovy protein, vaze se na G-protein, chemokin
U54 pp65 | protein tegumentu

uU57 - hlavni kapsidovy protein

u64 UL17 |tegumentovy protein asociovany s kapsidou
U73 - helik4za vazajici se k pocatku replikace

ur4 - podjednotka primaz-helikazového komplexu
uU75 UL7 | protein tegumentu

u77 - podjednotka primaz-helikazového komplexu
uU82 - glykoprotein-L

U83 pU83 | chemokin

U86 - IE2 (regulaéni protein s transkripénimi faktory)
U4 puU94 | (protein zapojeny do integrace genomu/latence)
U995 pU95 | (protein zapojeny do ustanoveni latence)

U100 - glykoprotein-Q

VSechny reakce probéhly na 1,5% agarosovém gelu za ptfitomnosti ethidium bromidu

v prostiedi elektrolytického pufru, pfi konstantnim proudu 500 mA a napéti 120V, 30- 35

min. Pouzity zebticek mél vyslednou koncentraci 50 ng/l. Nejprve jsme ovértili senzitivitu

primertl na genomické DNA zdravych darct pozitivnich na Ci-HHV-6A a B, teplotnim

gradientem a proveéfenim nejnizs$i mozné koncentrace virové DNA ve vzorku, tak aby byla

citlivd na PCR pfi optimalni nasedaci teploté.

V prvnim experimentu jsme otestovali cDNA zdravych darci a pacienti s malignim

onemocnénim pozitivnich na Ci-HHV-6A a B. PCR probéhlo pii optimélni nasedaci

teploté v ramci teplotniho profilu vhodného pro pouzitou polymerazu (Tab. 16) rozpis

reagencii (Tab. 15) primery jsme pipetovali do reakce tak, abychom kazdy gen stanovili

v duplikétu.
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Tab. 15 Rozpis reagencii pro kvalitativni PCR pro detekci cDNA virovych proteinii

plna | Finalni

Reagencie reakci |koncentrace
PCR voda 8,115
pufr 10x+MgCl,(15 mM) 15 1x+1,5 mM
MgCl,(25 mM) 0,6 1 mM
Glycerol 50% 1,5 5%
dNTP (5mM) 0,3 100 uM
cDNA 2 *
HotMaster poly 5U/ul 0,06 0,02 U/ul

*koncentrace kontrolniho genu u pouzZitych cDNA se pohybovala v rozmezi 10° — 10°
kopii.

Tab. 16 Teplotni profil pro kvalitativni PCR pro detekci cDNA virovych proteinii

DENATURACE 95°C 15:00
AMPLIFIKACE -cykly: 45x | 94°C 0:15
58°C 0:30
72°C 1:00

V druhém experimentu jsme stanovili jen nékolik vybranych virovych proteini v cDNA
ptepsané za zvyhodnénych podminek u 1 zdravého dérce pozitivniho na HHV-6A. K PCR
jsme pouzili reagencie V takovém poméru (Tab. 17), ktery zvyhodniuje prabéh PCR a jako
teplotni profil jsme pouzili touch-down PCR (Tab. 18), tato modifikace PCR zlepsuje

senzitivitu PCR.

Tab. 17 Rozpis reagencii pro kvalitativni PCR pro detekci cDNA virovych proteini
s pridavkem MgCl,

pl na | Finalni

Reagencie reakci |koncentrace
PCR voda 7,715
pufr 10x+MgCl,(15 mM) 15 1x+1,5 mM
MgC|2(25 mM) 1 1,7mM
Glycerol 50% 15 5%
dNTP (5mM) 0,3 100 uM
cDNA 2 *
HotMaster poly 5U/ul 0,06 0,02 U/ul

*koncentrace kontrolniho genu u pouzitych cDNA se pohybovala v rozmezi 10®-10°

kopii.
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Tab. 18 Teplotni profil touch-down pro kvalitativni PCR pro detekci cDNA virovych

proteini
DENATURACE 95°C 15:00
AMPLIFIKACE -cykly: 5x 94°C 0:15
60°C 0:30
72°C 0:45
AMPLIFIKACE -cykly: 5x 94°C 0:15
58°C 0:30
72°C 0:45
AMPLIFIKACE -cykly: 50x  |94°C 0:15
55°C 0:30
72°C 0:45
Dosyntetizovani - 1X 72°C 10:00

6 Charakteristika pacienti a kontrolniho souboru

Vzhledem k moznym interakcim virovych proteint s buné¢nym mechanismy a tim mozné
transformaci buniky spojené se zhoubnym bujenim jsme se rozhodli pro srovnavaci studii
vyskytu Ci-HHV-6 ve skupiné pacientll s malignim onemocnénim a kontrolni skupinou

darcti nevykazujici Zadna onemocnéni.

6.1 Pacienti

V priabéhu teseni projektu IGA ¢. NS9907, na kterém jsem se vramci feSeni své
diplomové prace podilela, jsme testovali na ptitomnost HHV-6 DNA vzorky od celkem
230 détskych pacientti s malignim onemocnénim 1é¢enych na Klinice détské hematologie
a onkologie 2. LF UK a FN Motol. Celkem jsme prospektivné ziskali vzorky od 102
détskych pacienti s leukémiemi, 9 pacientd S myelodysplastickym syndromem, 61
pacienti s lymfomy a 58 pacientii s jinym malignim onemocnénim. Zaroven jsme ziskali
vzorky od 345 dospélych pacientd 1é¢enych na Ustavu hematologie a krevni transfuze, kde
byli 1éCeni: 82 pro akutni lymfoblastickou leukemii (ALL), 141 pacientd pro akutni
myeloidni leukemii (AML), 48 pacientd pro myelodysplasticky syndrom (MDS) a 74
pacientd pro jina proliferativni onemocnéni. Do kalkulaci byly rovnéz zahrnuty vzorky od
220 dospélych a 17 détskych pacienti testovanych na pritomnost HHV-6 grantu NR/9166-
3, 1éCenych pro Hodgkintiv lymfom. Celkem jsme tedy v letech 2006 — 2011 testovali pfi
screeningu pritomnost HHV-6 vzorcich DNA z krve u 812 pacienti s malignim

onemocnénim, kompletni seznam malignich onemocnéni diagnostikovanych u pacientl
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zahrnutych do studie (Pfiloha 6).Vysetiili jsme 565 détskych a 247 dospélych pacientl

s malignim onemocnénim.

6.2 Kontrolni skupina

Testovali jsme 420 vzorki DNA z nehtt u zdravych nepiibuznych darci. Jednalo se o 143
zen a 277 muzi, 367 dospélych a 53 osob mladsich 18 let. Nehty jsme sbirali v letech
2008-2010 a to ptevazné z tad studentl a jejich kamaradi, kolegli z laboratote, zaki/rodict
plavecké Skoly Betynka a v neposledni fadé také v kosmetickém salonu pfi manikure.
Abychom usnadnili sbér genetického materialu od darct jsme pozadovali jen informaci o
pohlavi, kontakt a podepsany informovany souhlas (Pfiloha 7). U osob mladsich 18 let
informovany souhlas podepsal alesponi jeden rodi¢. Celkem jsme vySettili 369 zdravych

darct, kteti byli starsi 18 let a 53 zdravych darcti mladsich 18 let.

6.3 Statistické zhodnoceni vysledkii

Pomoci chi-kvadratu jsme otestovali piipady a kontroly, tedy zda se od sebe dvé skupiny
ve zkoumaném jevu (tedy v pfitomnosti Ci-HHV-6) vyznamn¢ 1isi. Potiebujeme k tomu
kontingenéni tabulku, kterda vyzaduje 4 ¢isla: pocet nemocnych se zkoumanym jevem
(pacienti s malignim onemocnénim a Ci-HHV-6), po¢et nemocnych bez zkoumaného jevu
(pacienti s malignim onemocnénim bez Ci-HHV-6), pocet zdravych kontrol se
zkoumanym jevem (zdravi s Ci-HHV-6), pocet zdravych kontrol bez zkoumaného jevu
(zdravi bez Ci-HHV-6).

Pro chi-kvadrat test potfebujeme jest€ jednu tabulku s hodnotami, které by platily v
ptipad¢, Ze plati nulovd hypotéza, tzn. Ze mezi jevem a nemoci neni Zadny vztah - tyto
hodnoty se jmenuji ocekavané. Ocekavanou hodnotou by tak byla primérna hodnota,
kterou bychom ziskali pfi dlouho opakovaném méfeni. Ocekavané hodnoty se vypocitaji z
puvodni tabulky jako soucet fadkl krat soucet sloupct déleno celkovym souétem (E).
Porovnanim se skute¢nou hodnotou (O), zjistime chi kvadrat (x?).

soucet radk x soucet sloupct

celkovy soucet

XZZZ(O—OE)Z

Pak jsme porovnali skute¢né a ocekavané hodnoty a zhodnotily na hladiné vyznamnosti 5
%. Pomoci softwaru MS Excel jsem ziskala hodnotu P. Kdyz je kalkulované p niZ8i nez

0,05, pak se testované skupiny ve zkoumaném jevu statisticky vyznamné lisi.
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7 Vysledky

7.1 Srovnani ¢etnosti vyskytu Ci-HHV6 ve zdravé populaci a u pacienti
s maligni m onemocnénim

U v8ech pozitivnich vzorkt byl pomér lidské a virové DNA pfiblizn¢ 1:1. Testovali jsme
420 zdravych osob, z nichz 4 bylo Ci-HHV-6 pozitivnich. Tudiz vyskyt Ci-HHV-6 ve
zdravé skuping ¢inil 0,95 %.

Tab. 19 Charakteristika Ci-HHV-6 pozitvnich ze skupiny zdravych darcii

TYP
VEK |POHLAVI|VIRU
>18 7 B
>18 7 A
<18 m B
>18 7 B

HHV-6 DNA jsme detekovali u 86 pacienti s malignim onemocnénim. Z této skupiny
jsme vytipovali 9 pacientl s vysokou virovou nalozi (medidn 9383 NVCs) a potvrdili jsme
u nich Ci-HHV-6 z ustiizk nehti. Virova DNA byla v poméru k lidské priblizné 1:1.
Pacientti s malignim onemocnénim bylo testovano 812 ztoho 9 Ci-HHV-6 pozitivnich.

Vyskyt Ci-HHV-6 u skupiny s malignim onemocnénim je 1,11 %.

Tab. 20 Charakteristika Ci-HHV-6 pozitivnich ze skupiny pacientii s malignim

onemocnénim

TYP
DIAGNOZA* VEK |POHLAVIi| VIRU
C81.1- Hodgkiniv lymfom — 27,8 m A
nodularni skler6za
C81.1- Hodgkiniv lymfom — 25,8 v/ B
nodularni skler6za
C81.1- Hodgkiniv lymfom — 20,4 m A
nodularni skler6za
C91.0- Akutni lymfoblasticka 10,6 m A
leukémie
C81.9- Hodgkintv lymfom 14,5 v/ A
nespecifikovany
C92.0- Akutni myeloidni 57,6 m B
leukémie
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TYP
DIAGNOZA* VEK |POHLAVI| VIRU
C40.2- maligni nador dlouhych 12,1 m A
kosti dolni koncetiny —
Ewingiiv sarkom/PNET
C91.0- Akutni lymfoblasticka 22,4 v/ A
leukémie
C92.0- Akutni myeloidni 62,5 V4 A
leukémie

*Rozd¢leni diagnoz u pacientt dle Mezinarodni klasifikace nemoci.

Frekvenci vyskytu Ci-HHV-6 ve skupiné s malignim onemocnénim oproti zdravym
darciim jsme statisticky testovali chi kvadrat testem. Srovnanim s o€ekévanimi hodnotami
a za predpokladu nulové hypotézy pii stupni volnosti 1 a hladin¢ vyznamnosti p=0,05 jsme
zjistili p=0,8, ¢imz jsme potvrdili nulovou hypotézu: mezi pacienty S malignim
onemocnénim a zdravymi kontrolami neni statisticky vyznamny rozdil v distribuci Ci-
HHV-6. V nasi studii jsme celkem vySetfili 1232 vzorkll, zachytili jsme 13 probanda
pozitivnich na Ci-HHV-6. Nami zjisténa celkova frekvence Ci-HHV-6 v populaci tedy Cini

1,1% s pomérem A : B variant 8:5.

7.2 Rodinné studie

Od c¢tyf rodin z obou skupin jsme ziskali geneticky material k potvrzeni vertikalniho
prenosu Ci-HHV-6 pomoci metody RQ-PCR a sestaveni rodokmend. U rodinnych
prislusnikii s pozitivnim vysledkem byl potvrzen stejny typ viru HHV-6.

Ze skupiny pacientil s malignim onemocnénim jsme ziskali nehty od 3 rodin, vyextrahovali
jsme z nich DNA a metodou RQ-PCR jsme u dvou rodin (Obr. 10) potvrdili dédi¢nost ve
dvou generacich. U tfeti rodiny jsme ziskali nehty jen jednoho zrodi¢i probanda
(rodokmen zde neni uveden), v jeho genomu nebyl HHV-6 integrovan. Dédi¢nost jsme

proto nemohli ani vyvratit ani potvrdit.
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Rodina 1 Rodina 2

Obr. 10 Rodokmeny Ci-HHV-6 pozitivnich pacienti s malignim onemocnénim

Ze skupiny zdravych darcti jsme ziskali nehty pro analyzu a sestaveni 2 rodokmenti (

Obr. 11) a potvrdili jsme dédi¢nost ve tiech generacich.

S5
a . L & ¢

Obr. 11 Rodokmeny Ci-HHV-6 pozitivnich zdravych darci

U dvou rodin zdravych darch jsme ziskali materidl pro urceni dédi¢nosti metodou FISH.
V ptipad¢ prvni rodiny se ndm podatilo u dvou ze tii Ci-HHV-6 pozitivnich nalézt misto
integrace. Stejné vzorky zpracovali v cytogenetické laboratofi UCL (University College
London) zavedenou metodou pro lokalizaci Ci-HHV-6 a potvrdili virovou integraci
Vv subtelomerické oblasti chromozomu 2 na jeho dlouhém raminku (2q) a to u vSech ¢lenil

rodiny s Ci-HHV-6 (Obr. 12).
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HHV6 at 2q
RP11-130P22 at 2p21

u ° 5’5 N

HHV6 at 2q
RP11-57C19 at 9q34.11

Obr. 12 FISH - rodina 2 ze skupiny zdravych darci

Zelené (FITC) je znacené misto integrace, ¢ervené (Rhodamin) kontrolni lokus-specificka

sonda.

U dalsi rodiny pacienta s Ci-HHV-6 nahodné zachyceného pii rutinnim vysetfovani
herpetickych vira v. ULM se ndm podafilo lokalizovat chromozomalni integraci u &ty
z deviti ¢lenti rodiny s Ci-HHV-6. Stejné vzorky rovnéz verifikovali v cytogenetické
laboratofi UCL (University College London) a potvrdili Ci-HHV-6 v subtelomerické
oblasti chromozomu 18 na jeho dlouhém raminku (18q) a to u vSech ¢lent rodiny s Ci-

HHV-6 (Obr. 13).
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HHVG at 18q
RP11-57C19 at 9q34.11

HHV6 at 18q
RP11-111L3 at 18q21.33

Obr. 13 FISH - rodina 3 ze skupiny zdravych darcu

Zelen¢ (FITC) je znacené misto integrace, cervené (Rhodamin) kontrolni lokus specificka

sonda.

Metodu FISH pro identifikaci Ci-HHV-6A a B MUDr. A. Vicha stale optimalizuje, nebot’

detekce zatim neni tak spolehliva, jak bychom chtéli.
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7.3 Virova transkripce Ci-HHV-6

Ziskali jsme 10 PBMC na Ci-HHV-6 pozitivnich vzorkii od pacienti s malignim
onemocnénim a od zdravych osob a jejich rodinnych pfislusniki z kontrolniho souboru.
Z nich jsme extrahovali RNA pro piepis do cDNA.

Nejprve jsme ovérili senzitivitu primeri na ridznych koncentracich genomické DNA
pozitivnich na Ci-HHV-6. Spolehlivé signdly jsme zaznamenali uz pti 10 kopiich viru/pl
(Obr. 14).

U3 U12 U17U18 U19 U22U29 7 U3 U12 U17 U18 U19 U22 U29

ey SRS S SN e e
randl o B B

S G Gy S e S e

U30 U31 U38 U39 U42 U43 U48 US1 U30 U31 U38 U39 U42 U43 U48 U51

[o— _——
— e et

—— gy T s, — g it
—___—“.—.——
US54 US57 U64 U73 U74 U77 Us2U83

- e e e -

. — — — s — —

Us6 U94 U9s5 U100 z

Obr. 14 Ovéreni senzitivity primeri na genomické DNA zdravych darci pozitivnich
na Ci-HHV-6

Témito primery jsme otestovali cDNA (piepis ovéfeny RQ-PCR pro GAPDH) 5 pacientt

s malignim onemocnénim a 9 zdravych déarct a jejich rodinnych ptislusnikti (vysledky

61



nejsou vyobrazeny). U Zadného testovaného vzorku jsme nezaznamenali specificky piepis
podle danych primeri. Podezieni na nespecificky piepis jsme vyloucili sekvenovanim.

V dal$im experimentu jsme ovéfovali mozny piepis vybranych virovych proteind (Obr. 15)
Z cDNA ziskané za zvyhodnénych podminek a senzitivnéjsi metodou PCR. Opét jsme
nezaznamenali specificky prepis. Nespecifické signaly jsme sekvenovanim identifikovali
v aplikaci BLAST jako 45 S RNA ribozomalni podjednotku, mRNA myeloperoxidazu a
dalsi bunééné RNA.

TOUCH DOWN

u12 u18 u38 u48 us3

cDNA zdravého darce s Ci-HHV6-6A

cDNA bez Ci-HHV6 pfipravena pfi
prvnim experimentu

Genomicka DNA Ci-HHV-6A

Obr. 15 Touch-down PCR zdravého darce s Ci-HHV-6A
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8 Diskuze

Z dosud publikovanych dat je naSe studie druha nejvétsi v Evropé (viz kapitola 8.1). Zatim
nikdo nepublikoval data ziskana zaroven ze skupiny zdravych déarct a z definované
skupiny pacientl. Diky zpétné vazbé na testované jedince jsme mohli epidemiologickou
studii rozvést a dale pokracovat v experimentech tak, abychom pfispéli k osvétleni

biologickych souvislosti Ci-HHV-6.

8.1 Frekvence vyskytu Ci-HHV-6A a B, zdravi vs nemocni

Nejvetsi studie byla provedena v USA a to s vyuzitim pupecnikové krve. Testovano bylo
5638 osob, piicemz frekvence Ci-HHV-6 v této studii ¢inila 0,85 % (Hall, Caserta aj.
2008). V USA v roce 2008 bylo testovano 100 dobrovolnych darct krve s frekvenci 1 %
Ci-HHV-6 (Hudnall, Chen aj. 2008), ob¢ studie byly provedeny podobnymi metodami jako
naSe prace a rovnéz Ci-HHV-6 byla podobné odvozena (vysokd hladina NK specifickych
pro HHV-6). Pokud tyto data shrneme, bylo testovano 5738 zdravych osob s frekvenci
0,85 % Ci-HHV-6. Dalsi 3 studie z USA byly provedeny u pacienti po organovych
transplantacich a po HSCT. Tyto vysledky publikované v roce 2011 byly detekovany u
pacientll po transplantaci, celkem bylo testovano 917 pacientt s frekvenci 1,5 % Ci-HHV-
6 (Lee, Brown aj. 2011; Zerr, Fann aj. 2011). Ve Velké Britanii byla provedena studie
¢etnosti vyskytu Ci-HHV-6 u 500 dobrovolnych darct krve a byla zjisténa frekvence 0,8 %
(Leong, Tuke aj. 2007). V ramci Velké Britanie a Irska pak byla provedena také
serologicka studie u déti 1é¢enych pro encefalitidu a zaroven na sérech zdravych déti z
anonymni serologické banky. Byla zaznamenana zvySena frekvence protilatek u
nemocnych déti (Ward, Thiruchelvam aj. 2005). Informace ziskané ze serologické analyzy
ale bohuzel nemaji vypovédni hodnotu pro rozpoznani Ci-HHV-6. V roce 2007 byla
stejnymi autory provedena nova studie u 510 pacientd (pievazn€ déti) s encefalitidou,
tentokrat provedena metodou PCR na DNA ziskané z krve a séra pacientd. Ci-HHV-6 pak
byla definovana vysokou hladinou nalezenych virovych nukleovych kyselin (v séru >
3,5e10 kopii/ml a v krvi > 6e10 kopii/ml), frekvence Ci-HHV-6 ¢inila 1,6 % (Ward, Leong
aj. 2007). V Italii byla provedena v roce 1995 v navaznosti na noveé objeveny fenomén Ci-
HHV-6 studie u 150 pacienti s HL, Non Hodgkinovskymi lymfomy (NHL) a roztrouSenou
sklerézou (MS). HHV-6 byla zjiSténa u 6 pacientil z toho u 3 byla potvrzena restrik¢ni
analyzou pfitomnost celého virového genomu v PBMC. U téchto 3 pacientii byla dale

potvrzena chromozomalni integrace metodou FISH. Frekvence Ci-HHV-6 u téchto
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pacientd byla 2 % (Torelli, Barozzi aj. 1995). V dalsi studii provedené v Italii v roce 2009
byla potvrzena pomoci PCR ziskané z vlasovych folikulii a stejnd frekvence Ci-HHV-6
jako ve studii z roku 1995(2 %) u 205 pacientll po transplantaci solidnich organt a po
alogenni HSCT (Potenza, Barozzi aj. 2009).

V Japonsku byla provedena studie u 2332 zdravych dobrovolniki. Pro Ci-HHV-6 svédcili
vysoké hladiny nukleovych kyselin specifickych k HHV-6 opakované zaznamenané v
PBMC u 5 dobrovolnikii. Integrace byla potvrzena pomoci PCR z rtiznych somatickych
bunék téchto dobrovolnikl a jejich rodinnych ptislusniki. U 2 rodin byla rovnéz potvrzena
Ci-HHV-6 pomoci FISH. Celkova frekvence Ci-HHV-6 ve zdravé Japonské populaci tedy
¢ini 0,21 % (Tanaka-Taya, Sashihara aj. 2004). V nasich publikacich kde jsme v letech
1997-2011 testovali 1151 pacientl s malignim onemocnénim, u nichZz jsme zjistili

frekvenci 1,3 % Ci-HHV-6 (Hubacek, Hrdlickova aj. 2012; Hubacek, Muzikova aj. 2009).
Tab. 21 Shrnuti frekvenci Ci-HHV-6 publikovanych v letech 1995-2011

Stat Definice testovanych(é) Pocet Frekvence (%) |Publikovano
skupin(y) testovanych | testovanych
USA | Zdravi 5738 0,9 2011
USA | Pacienti po transplantaci 917 1,5 2011
VB | Zdravi 500 0,8 2005
VB | Pacienti s encefalitidou 510 1,6 2007
Pacienti s HD, NHL, MS a po
Italie |HSCT 355 2,0 1995 a 2009
Japonsko | Zdravi 2332 0,2 2004
CR | Zdravi 420 0,95 2012
) Pacienti s malignim
CR onemocnénim 1151 1,22 2009 a 2012

Pokud tedy srovname nase vysledky s vysledky publikovanymi diive (Tab. 21), prevalence
u zdravych dobrovolnikil i u nemocnych odpovida pifibliZzné nami zjist€énym hodnotam.

V dosud publikovanych studiich bylo popsano podrobné&ji 105 piipadi integraci, z toho
ptipada 33 pripadt na Ci-HHV-6A a 72 ptipadi na Ci-HHV-6B (Morissette and Flamand
2010). V Ceské republice jsme v nadich studiich publikovali 18 piipadi Ci-HHV-6
v poméru 12 Ci-HHV-6A : 6 Ci-HHV-6B. Tedy obraceny pomér oproti souctu vsech
pfipadli integraci. JeSt€¢ markantngji tento rozdil vynikne, pokud rozliSime skupinu
malignich pacientti v poméru 11 Ci-HHV-6A : 3 Ci-HHV-6B od skupiny zdravych darct,
kde je pomér variant A : B ve shod¢ s publikovanymi ptipady v zapadni Evropé. Rozdil

frekvence variant Ci-HHV-6 v obou nami testovanych skupinach, nas vedl k avaham o
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mozném vlivu dédi¢nosti Ci-HHV-6A v romské mensiné (Hubacek, Hrdlickova aj. 2013).
K podobnym vysledkiim rozvrzeni variant integrovaného viru jako u nasi skupiny pacientt
s malignim onemocnénim totiz dospéli i v Mad’arsku (Csoma, Meszaros aj. 2011), kde je

vyskyt romské mensiny obdobny jako v Ceské republice.

Rozvrzeni Ci-HHV-6A : B Rozvrzeni Ci-HHV-6A : B

znamych do roku 2010 Vv Ceské populaci

Obr. 16 Rozvrzeni Ci-HHV-6A : B

8.2 Integrace HHV-6 do stejnych mist v lidském genomu

PrestoZe byly zaznamenany integrace HHV-6 do riiznych oblasti lidského genomu, do
nékterych mist (22q13, 17p13.3) se integruje Castéji. Je mozné, Ze heterochromatinové
struktury na nékterych chromozomech mohou byt piistupnéjsi homologni rekombinaci
mezi virovymi a chromozomalnimi repeticemi, a nebo se HHV-6 nahodné integruje do
vSech 92 telomerickych oblasti na konci chromozomi. OvSem pokud Ci-HHV-6 kdoduje
sekvence destabilizuji proteiny Sheltrinova komplexu, mize to vést k destabilizaci celého
chromozomu, bunétného genomu a také k bunééné apoptdoze. Negativni selekci tak
projdou jen nékteré chromozomy nebo jen urcita ,,stabilni® mista pro virovou integraci

(Arbuckle, Medveczky aj. 2010).
Tab. 22 Mista a frekvence Ci-HHV-6

Pocet Misto
pripadi| Ci-HHV-6
2 1g4d4 (Arbuckle, Medveczky aj.2010; Watanabe, Daibata aj. 2008)
2 9g34.3 (Ward, Leong aj. 2006; Nacheva, Ward aj. 2008)
1 100926.3 (Nacheva, Ward aj. 2008)
1 11p15.5 (Nacheva, Ward aj. 2008)
(Arbuckle, Medveczky aj. 2010; Luppi, Marasca aj. 1993; Morris,
7 17p13.3 Luppi aj. 1999; Clark, Nacheva aj. 2006; Nacheva, Ward aj. 2008)
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Pocet Misto
pripadu| Ci-HHV-6

1 18p11.3 (Hubacek, Virgili aj. 2009)

1 18q23 (Arbuckle, Medveczky aj.2010)

1 19q13-4 (Ward, Leong aj. 2006; Nacheva, Ward aj. 2008)

4 22013a22g-tel | (Arbuckle, Medveczky aj.2010; Tanaka-Taya, Sashihara aj. 2004)

Rovnéz byl popsan zvlastni pfipad integrace, kdy nositel zdédil od kazdého rodice jiné
misto integrace (1g44 a 22q13) (Daibata, Taguchi aj. 1999).

K jiz popsanym mistim integrace jsme ptidali dal$i dv€ mista, kam je virus schopny se
v lidském genomu integrovat (18q, 2q) ve shod¢ s jiz publikovanymi daty se i nami

nalezend mista integrace nachdzi v telomerickych oblastech chromozomii.

8.3 Transkripce virovych proteini Ci-HHV-6

Pfi nasich experimentech se nam oproti publikovanym datim (Clark, Tsao aj. 2006), kdy
byly v krvi zdravého jedince s potvrzenym Ci-HHV-6 opakované nalezeny virové
transkripty (U11, U14, U27, U31, U38, U39, U51, U69, U83, U90, U91, U94) nepodatilo
detekovat piepsané virové proteiny. Pti optimalizaci metod nam chybél skute¢ny model
viru. Opakované jsme se pokouseli dle publikovanych dat ziskat HHV-6A a HHV-6B
infikované buiikky péstované na bunécnych kulturach a znich nasledné piepisované
MRNA. V tom jsme bohuZel nebyli Uspésni. V experimentech jsme tedy byli odkazani jen
na cDNA ziskanou ze vzorki pacientii a zdravych kontrol s Ci-HHV-6 a nemohli jsme
tedy ve vétsi mife optimalizovat a ovéfit detekci virové mRNA. Do budoucna by bylo
tteba otestovat rizné transkripéni systémy, vyzkousSet pifepis se specifickymi primery,
eventuelné se zaméfit na zvySeni senzitivity navrZzenim externich a internich primerd.
Dosud se nam tedy nepodatilo ani potvrdit ani pfesvéd€ivé vyvratit hypotézu o moZzném

pfepisu proteinl integrovaného viru na naSich vzorcich.
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9 Zavér

Ve studii, ktera je podkladem této diplomové prace, jsme se vénovali vyskytu Ci-HHV-6
ve zdravé populaci a u pacientii s malignim onemocnénim. Déle jsme zavedli nové
metodiky, které mizou pfispét k osvétleni biologickych souvislosti vyplyvajicich z dosud
nepiili§ prozkoumané integrace virového genomu do lidského chromozomu. Pro spravné
vedenou terapii pii zachyceni vysoké pozitivity HHV-6 je zdsadni rozliSit virovou
reaktivaci ¢i primoinfekci od Ci-HHV-6. Diky prezentaci nasi prace na mezinarodnich
konferenci: European Congress of Mikrobiology and Infection diseases (ECCMID) 2012
(Ptiloha 4) a nasim publikacim: Prevalence of chromosomally integrated HHV-6 in
patients with malignant disease and healthy donors in the Czech Republic (Pfiloha 1)
v Casopise Folia Microbiologica (impact factor: 0,791) a Chromozomalni integrace
sestého lidského herpesviru (HHV-6) (Ptiloha 2) v casopise Epidemiologie,
Mikrobiologie, Imunologie seznamujeme odbornou vefejnost stimto fenoménem a
osvétlenim vykladu vystupti z molekuldrné biologické detekce pfispivame ke spravné
interpretaci vysledki a z nich vyvozenych zavért.

U skupiny pacientli ve srovnani s kontrolni skupinou jsme nezaznamenali signifikantni
rozdil ve frekvenci Ci-HHV-6. Neptimo jsme tedy potvrdili, ze Ci-HHV-6 nemé vliv na
propuknuti maligni choroby. Diky zpétné vazbé na testované jedince jsme mohli provést
rodinné studie, kdy jsme potvrdili dédi¢nost Ci-HHV-6 ve tfech generacich.

Vzhledem k novému pojeti rozdéleni lidskych herpetickych vird, kdy jsou dvé varianty
viru HHV-6A a HHV-6B v odborné vefejnosti stale vice chapany jako dva samostatné
druhy, zavedli jsme k jiz fungujicim esejim, které odhaluji herpetické infekce u pacientt
FNM, dalsi dvé pln€ kompatibilni eseje, které rozlisuji tyto dva viry.

Pod vedenim MUDr. A. Vichy, Ph.D. se ndm podafilo zavést, byt zatim ne zcela
optimalni, metodiku FISH detekce mista integrace do lidského genomu a aplikovat ji pfi
testovani rodinnych piislusniki zachycenych Ci-HHV-6. Diky této metodé¢ se nam

podaftilo odhalit dal$i dvé nova mista virové chromozomalni integrace.
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Introduction

Chromosomal integration of human herpesvirus 6 (Ci-HHV-
6) was described first in 1993 by Luppi et al. (1993). Despite
increasing number of studies concerning the clinical impact of
HHV-6 A and HHV-6 B viral species (formet known as HHV-
6 variants; Ablashi et al. 2012) or directly Ci-HHV-6, biolog-
ical consequence of Ci-HHV-6 is yet not fully understood
(Pellett et al. 2012). Classical horizontal infection of HHV-6
is transmittable from one person to another leading to subse

quent latent viral infection of the host in a form of episomic
viral DNA in the cells and the possibility of viral reactivation
into the infection with production of infectious viral capsids
(Flamand et al. 2010). Such type of HHV-6 primary infection
and latency is similar to other human herpesviruses (Ward
2005). In the situation of Ci-HHV-6, viral DNA is integrated
directly into the human chromosomes and is inherited through
the germ line from parents to child vertically (Pellett et al.
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2012). It is the reason for presence of HHV-6 DNA is in every
cell of the body which leads to the ratio of human and viral
DNA 1:1 and to the possibility of Ci-HHV-6 confirmation by
detection of HHV-6 DNA in the nails or hair roots (Pellett et
al. 2012). Despite both HHV-6 species can be chromosomally
integrated, inheritance of viral DNA in vivo is unique among
the human herpesviruses.

So far published data locate the integrated HHV-6 DNA
into the telomeric part of the chromosomes suggesting pos-
sible association of Ci-HHV-6 with development of the
malignant proliferation due to the impact of the telomerase
and shortening of the telomers into the regulation of cell
proliferation (Pellett et al. 2012; Morissette and Flamand
2010; Martinez and Blasco 2011). Published studies with
the patients having primary malignant disease show rather
wide range of Ci-HHV-6 prevalence from 0.74 to 12.73 %
(Pellett et al. 2012). In our previous study among 339
children treated for acute leukaemia, we detected Ci-HHV-
6 prevalence of 1.47 % (Hubacek et al. 2009). Hence we
wete interested in the more detailed calculation of the Ci-
HHV-6 prevalence in Czech patients with malignant disease
and in general population.

Materials and methods

Between the year 2007 and 2012, we collected prospective-
ly samples from 220 adult and 47 paediatric patients treated
for Hodgkin lymphoma, 345 adult patients treated for leu-
kaemias and myelodysplastic syndrome (MDS) and 200
children treated for malignant disease (111 leukaemias and
MDS, 89 other solid tumours) at the time of diagnosis. To
calculate the prevalence of Ci-HHV-6 in the general popu-
lation, we asked students, sportsmen and customers of the
cosmetic salons to donate the nail clippings to test the
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Fig. 1 Detection of HHV-6 G0 HSCT
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presence of HHV-6. We collected 421 samples of nail clip-
pings from 143 men and 278 women (368 adults and 53
children).

We obtained at least one sample of whole peripheral
blood from every patient at the time of diagnosis and one
sample of nail clippings from the voluntary donors. DNA
from the samples was extracted according to the manufac-
turers’ instruction using Qiagen DNA Blood Mini kit
(whole bloed) and Qiagen DNA Micro Kit respectively (nail
clippings). Presence of HHV-6 was tested by RQ-PCR in the
same way as in our previous studies same as albumin gene
quantity to omit the possibility of false-negative results
(Hubacek et al. 2009). HHV-6 DNA load was normalised
to 100,000 human genome equivalents and expressed in
normalised viral copies (NVCs).

In case of HHV-6 positivity in nail clippings, we tried to
get blood sample from the individual to confirm the Ci-
HHV-6 by detection of high HHV-6 DNA levels in the
blood, same as to identify the relatives with the Ci-HHV-6
by the detection of HHV-6 DNA in nails and subsequently
whole blood. In the Ci-HHV-6-positive individuals, HHV-6
A and B were identified using previously published ap-
proach (Boutolleau et al. 2006).

The study was approved by local ethics committee and
informed consent for such testing was signed by tested
persons, or by their guardians. Results were tested using
basic statistical methods.

Days after HSCT

Results and discussion

During the prospective surveillance, we tested 812 patients
treated for malignant disease. HHV-6 DNA was detected in 86
obtained screening blood samples. High HHV-6 DNA posi-
tivity was detected in nine samples from three children and six
adults (median 93,827 NVCs; range 27,530 271,064 NVCs),
while in the rest of the patients, we detected lower HHV-6
DNA levels (median 12.9 NVCs; range 1.1 1,430 NVCs).
Low-level HHV-6 DNA positivity was observed in 51 chil-
dren and 26 adults.

In all nine patients with high HHV-6 DNA positivity, we
subsequently confirmed Ci-HHV-6 by detection of HHV-6
DNA in the nails (median 59,636 NVCs; range 35,789
130,133 NVCs). In seven of them, we detected HHV-6 A,
while in the rest HHV-6 B. During the surveillance two
patients with acute myeloid leukaemia (AML) deceased due
to progression of the primary disease, one underwent alloge-
neic haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) for
AML and the rest of the patients with Ci-HHV-6 successfully
finished the chemotherapy and is at the remission of the
malignant disease.

From seven patients with Ci-HHV-6, we collected addi-
tional 41 peripheral whole blood samples. The median of
detected quantity in the samples obtained from the individuals
without/before HSCT was 59,676 NVCs (range 10,199
271,064 NVCs). After the HSCT, we detected similar

Table 1 Results and their sta-
tistical significance calculated by

Patients with malignant Healthy donors ofnail Statistical significance

chi-square test in the compared disease, 1 (%) clippings, 7 (%) (p value)
groups
No. of tested individuals 812 (100) 421 (100)
Positive individuals 86 (10.1) 5(1.19)
Ci-HHV-6 9 (1.11) 5(1.19) 0.76, N.S.
HHV-6 A 7 (0.86) 1(0.24) 0.20, N.S.
HHV-6 B 2(0.24) 3(0.71) 0.22, N.S.
Ratio of HHV-6 A and HHV-6 B 772 113 0.07, N.S.

N.S. not significant
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Fig. 2 Detection of HHV-6
DNA in the nail clipping sam-
ples within the three patient
families showing the inheri-
tance of Ci-HHV-6. Patients in
family 1 and 2 were treated for
Hodgkin lymphoma, patient
from family 3 for acute myeloid
leukaemia
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decrease (see Fig. 1) of the HHV-6 DNA as in our previous
case with the median of HHV-6 quantity of 140.7 NVCs
(range 47-84,000 NVCs). Because the patient has integrated
HHV-6 A, we also tested presence of HHV-6 B in the post-
transplant samples; HHV-6 B was not detected. We did not
observe clinical symptoms attributable to HHV-6 infection in
any of the patients.

Together with our previously identified Ci-HHV-6
individuals among 339 children treated for leukaemia
(Hubacek et al. 2009), we tested 1,151 patients and
identified 14 cases of Ci-HHV-6 (7+4 with HHV-6 A
and 2+1 with HHV-6 B) which means the prevalence of
1.22 % in the cohort of patients with malignant disease.
Among the healthy donors, we identified four cases of Ci-
HHV-6 (one with HHV-6 A and three with HHV-6 B) repre-
senting the prevalence of 0.95 %. HHV-6 DNA was detected
with median of 93,773 NVCs (range 42,007-100,000 NVCs)
in their nail clipping samples. Detected prevalence is not
statistically different between tested cohorts both in prevalence
and detection of HHV-6 species (see Table 1).

In case of confirmed Ci-HHV-6, we asked the individuals
to collect nails from their family and obtained 35 samples of
nail clippings from family members. Among them, we
detected additional nine individuals with Ci-HHV-6 and con-
firmed the inheritance through the generations in the tested
families (see Fig. 2).

Conversely to the more frequent detection of Ci-HHV-6
B in the published studies (Hall et al. 2010; Pellett et al.
2012), we observed more often integrated HHV-6 A. Only
in one study from Hungary, the HHV-6 A outnumbered the
individuals with HHV-6 B (Csoma et al. 2011). Therefore,
we analysed basic characteristics of the presented individuals
with Ci-HHV-6 more closely and found that four of the
identified individuals with Ci-HHV-6 A are members and
another one has a father coming from one minority in the
Czech Republic. Despite the small numbers, such observation
leads us to the hypothesis that related marriages in this rather
closed community might be responsible for higher frequency
of Ci-HH V-6 A. Interestingly, people from this community are
at the similar percentage present also in the Hungary, same as
in the Central and Eastern Europe (e.g. Slovakia) and are
rather rare in the Western Europe and USA. Our observation

Family 2

e 0

N

@ Vomen with Ci-HHV-6

Family 3

o—H

S e

[ Man without Ci-HHV-6 (7)) Woman without Ci-HHV-6

might therefore suggest presence of such people in the studies
from our area as the reason for higher frequency of Ci-HHV-6
A. More frequent detection of integrated HHV-6 B among the
healthy volunteers representing majority population also
shows the importance of selection bias in similar studies,
because people from the mentioned minority did not
participate on voluntary donation of nail clippings.

The observed prevalence of the Ci-HHV-6 individuals is
very similar in both tested groups and is in agreement with the
previously described prevalence among the blood donors both
in the UK and USA (0.8 and 1.0 %, respectively; Pellett et al.
2012). Despite further studies testing the characteristics and
impact of Ci-HHV-6 in more individuals that are needed to
statistically significant evidence, our observation suggests no
impact of the Ci-HHV-6 on the incidence of the malignant
disease within the Czech population and higher frequency of
detection of chromosomally integrated HHV-6 A in geneti-
cally related individuals.

Funding The work is supported by grant of Ministry of Health of the
Czech Republic NS-9907.
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Chromozomalni integrace Sestého
lidského herpesviru (HHV-6)
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SOUHRN

Do komplexu Sestého lidského herpesviru (Human herpesvirus - 6; HHV-6) jsou Fazeny dva blizce
pFibuzné a v populaci béZné se vyskytujici viry HHV-6 A a HHV-6 B. Primoinfekce HHV-6 probiha
vétsinou jiZ v casném détském véku, a to jak asymptomaticky, tak u HHV-6 B také ve formé Sesté
exantémové nemoci. Po primoinfekei ziistaiva HHV-6 v organismu pfitomen v latentni forms,
s mo#nosti virovych reaktivaci. Clanek popisuje v odborné veiejnosti méné znamy fenomén
chromozomalni integrace HHV-6 (Ci-HHV-6), ktery se v b&Zné populaci vyskytuje s frekveneci
piiblizné 1% a ktery je na rozdil od b&Zné se S§ifici infekce d&di¢ny a bez dosud zniamého
patologického dopadu na nosie této integrované HHV-6 DNA. I proto je znalost klinickych
souvislosti pfitomnosti Ci-HHV-6 zasadni pro spravné vedenou terapii v situaci vysoké pozitivity
pFi molekularné-biologické detekci HHV-6.

Klidova slova: Sesty lidsky herpesvirus — molekularni biologie - PCR - chromozom

SUMMARY

Hubaéek Petr, Hrdli¢kova Alena, Zajac Miroslav: Chromosomal Integration of the Sixth Human
Herpes Virus (HHV-6)

Two closely related and commonly found human herpesviruses HHV-6 A and HHV-6 B are
classified into the sixth human herpes virus complex (HHV-6). Primary infection with HHV-6 often
takes place in early childhood and it can be either asymptomatic or manifests itself as sixth
disease (caused by HHV-6 B). HHV-6 remains present in a latent form in the body with the potential
for virus reactivation. The article points out the phenomenon of chromosomal integration of HHV-
6 (Ci-HHV-6) which is found in about 1% of the population and, unlike the commonly spread HHV-
6 infection, has become hereditary, with its pathological potential in Ci-HHV-6 DNA carriers
remaining unknown. Therefore, the focus on clinical consequences of Ci-HHV-6 is of high
relevance to the therapeutic strategy for patients with high HHV-6 positivity in molecular
biological tests.

Key words: sixth human herpesvirus - molecular biology - PCR - chromosome

formy HHV-6 DNA v jadte. Z této, v jad¥e pritom-
né latentni, formy DNA je pak HHV-6 schopen se
v urditych situacich reaktivovat a zaroven modu-

SESTY LIDSKY HERPESVIRUS

Sesty lidsky herpesvirus, Human herpesvirus 6
(HHV-6), je ndzvem komplexu dvou velmi blizce
pribuznych virid znidmych jako HHV-6 A a HHV-6
B, diive popisovanych jako subtypy HHV-6[1].
Oba jsou ¢leny podceledi B-herpesviridae, stejné
jako jeho pfibuzni — lidsky cytomegalovirus
(CMV) a sedmy lidsky herpesvirus (Human her-
pesvirus 7; HHV-7) [36].

Podobné jako dalsi zastupei lidskych herpesvi-
ri po primoinfekei zlstava v latentni formé
v organismu hostitele [9]. Tato latentni infekee je
umoznéna epizomickym setrvAnim samostatné
a oproti lidskym chromozomim malé cirkularni

lovat chovani imunitniho systému smérem, ktery
zvyhodniuje jeho pteziti ¢i pomnoZeni [9]. Také
proto byl prvné popsén jako HBLV (Human B
Lymphotrofic Virus — Lidsky B lymfotropni virus)
u imunosuprimovanych pacientd véetné HIV
pozitivnich v laboratofi dr. Roberta C. Gala v roce
1986 [17].

Morfologicky je HHV-6 obaleny virus s ikosa-
hedralni strukturou kapsidy a genomem, ktery
tvofi dvoufetézcova molekula DNA o velikosti
160, respektive 162 kilobazi a velikosti maturo-
vaného infekéniho virionu ptiblizné 200 nm [9].
Shoda genetické informace HHV-6 A a HHV-6 B
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na trovni DNA sekvence je vice nez 90% [9, 36].
HHV-6 A i HHV-6 B jsou pfedevsim T lymfotrop-
ni, a to i presto, Ze byl HHV-6 pivodné popsan
jako B lymfotropni virus [39].

Bunéénym receptorem pro HHV-6 je jeden
z regulaénich proteini komplementové kaskady —
CD46[9]. Diky tomu, Ze se tato molekula vyskytu-
je 1 na dalSich bunkéich organismu, je HHV-6
schopny infikovat in vitro také dalsi bunky, jako
jsou monocyty/makrofagy, NK buriky, fibroblasty,
astrocyty, oligodendroglie, mikroglie, bunécéné
linie jaternich bunék, epitelidlni a endotelialni
buitiky. In vivo jsou pak u HHV-6 popsany infekce
mozkové tkané, jater, tonzil, slinnych Zlaz, endo-
telii a kostni dfené [9].

Stejné jako u dalSich herpesvir, umoZnuje
obsahlost genomu HHV-6 nést znaéné mnoZstvi
geni véetné gentt moduluyjicich imunitni odpovéd
hostitele. Z dosud popsanych 66 geni HHV-6 se
znamou ¢i predpokladanou funkei [39], se jedna
napk. o virové homology chemokini, jako je kup¥i-
kladu produkt genu U83. Tento protein funguje
jako vysoce téinny chemokin s vazbou na CCR2
(chemokinovy receptor 2, CD192), ktery pfi svém
vyskytu v prostiedi pfitahuje do mista vyskytu
HHV-6 bunky monocyto-makrofagového systému.
Infikovani téchto bunék pak umoZnuje snazsi
sifeni HHV-6 infekce v organismu hostitele.
Z dalsich vlivi HHV-6 pak miZeme zminit napii-
klad zvyseni produkce INF-@ v napadenych bun-
kéach a naopak sniZeni produkece INF-@, aktivuji-
ctho imunitni odpovéd. Obdobnym zplsobem
moduluje HHV-6 imunitni odpovéd pomoci napa-
denych bunék monocyto-makrofagového systému,
kdy zvysuje v buiikach produkei IL-10 a sniZuje
produkei IL-12. Tato modulace pak vede k potla-
¢eni cytotoxické a zvySeni protilatkové odpovédi
imunitniho systému tak, aby nedoslo ke znic¢eni
napadenych bunék. Tyto a mnoho dalSich mecha-
nisma zapojenych do modulace chovani jednotli-
vych bunék i celkovych imunitnich reakei pak
ukazuji na komplexnost pochod pfi infekei HHV-
6 [9]. Proteinovy aparat viru zaroven umoziiuje
HHV-6 latentni setrvavani v organismu a jeho
reaktivace p¥i stresu, ¢i imunosupresivnim stavu
v organismu [9].

HHV-6 AA HHV-6 B

HHV-6 A a HHV-6 B byly popsany jako subtypy
HHV-6 az v roce 1993 po sedmi letech od objevu
viru [2]. PrestoZe jsou, jak jiz bylo uvedeno, gene-
tické odlisnosti HHV-6 A a HHV-6 B relativné
malé, jejich biologické vlastnosti i pfiznaky infek-
ce (viz nize) se lisi. I z téchto divodia byly podle

ICTV (International Committee for Taxonomy of
Viruses) oba pivodni subtypy HHV-6 v updatu 8.
vydani mezinarodni virové nomenklatury uznany
za dva samostatné virové druhy [1]. Spolu s Her-
pes simplex virem 1 a 2 a Varicella-Zoster virem
(reprezentujicimi skupinu lidskych @-herpesvi-
ra), svymi pfibuznymi CMV a HHV-7, virem
Epstein-Baarové (EBV) a osmym lidskym herpes-
virem (Human herpesvirus 8; HHV-8) pak jeden
z téchto subtypi bude predstavovat devaty lidsky
herpesvirus. Aby vsak nebyly do jiz existujici lite-
ratury, vénujici se jiz témér tiicet let zjisfovani
ruznych vlastnosti HHV-6, zanaSeny nomenkla-
turni nejasnosti, budou se i nadéale oba viry nazy-
vat svymi pGvodnimi nézvy — tedy HHV-6
A a HHV-6 B[1]

EPIDEMIOLOGIE A KLINICKE PRIZNAKY
INFEKCE HHV-6

Z obecného pohledu vétsina primoinfekei HHV-
6 probih4 asymptopaticky. V pfipadé HHV-6 A se
dosud nepodafrilo najit a prokazat zcela jasnou
kauzalitu infekce s patologickym stavem [36].

Oproti tomu HHV-6 B je dobfe znam jako
pavodce sesté détské nemoci (Roseola infantum,
Exanthema subitum). Toto béZné benigni détské
onemocnéni je zpravidla pfiznakem primoinfekee,
ktera se projevuje dvéma dny horecek s nahlym
koncem doprovazenym vysevem prchavého exan-
tému. Samotna ,nahla vyrazka“ (Exanthema sub-
itum) pak ustupuje v fadu desitek minut, takze
casto ani urychlené privolany léka¥ jiZ nemusi
koZni projevy u ditéte zastihnout. Primoinfekce
se také muZe projevit jako respiraéni, nebo pri-
jmové onemocnéni bez exantému, pfipadné ve
starsim véku priznaky infekéni mononukleézy
(mononukleosa-like syndrom). Vzacnéji mize
infekce HHV-6 B zpisobit febrilni kfece, hepatiti-
du ¢i encefalitidu [38]. Primoinfekce se odehrava
v casném détském véku a prendsi se télnimi
sekrety, zejména slinami, do nichZ se virus ve vel-
kém mnoZstvi uvoliiuje [27]. Ve stafi 2 let je pod-
le studii séropozitivnich vice nez 95 % vysetiova-
nych déti [30, 36].

U imunosuprimovanych pacienti muze byt
infekee ¢i reaktivace HHV-6 asociovana s utlu-
vSak mohou objevit i vySe zminéné komplikace
primoinfekce [24]. U pacientii po transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék (Haemato-
poietic Stem Cell Transplant — HSCT) je pak
HHV-6 asociovan s pozdéjsim pfihojenim Stépu
a zejména opozdénou produkei krevnich desticek
[24]. Zaroven je zndmo, Ze se u téchto pacientd
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HHV-6 casto reaktivuje v souvislosti s dalsSimi,
zejména herpesvirovymi infekcemi[15] a s nemo-
ci $tépu proti hostiteli [35]. Jde-li jen o pFiznak
hloubky imunosupresivniho stavu nebo o néjaké
aktivni zapojeni na zakladé produkce virovych
homologt cytokinti a modulace imunitniho systé-
mu, dosud neni zcela objasnéno.

DIAGNOSTIKA INFEKCE HHV-6 (B)

V soucasné dobé se diagnostika HHV-6 infekce
opira predevsim o klinické hodnoceni probéhlého
stavu, potvrzeného p¥ipadné sérologickou detekei
protilatek proti HHV-6 [36]. Sérologicka detekce
je nicméné vyznamné limitovAna nedostatkem
spolehlivych diagnostickych sad zaloZenych na
principu ELISA, zejména pro detekei protilatek
IgM. Detekee protilatek se tak provadi vétsinou
metodou nepfimé imunofluorescence, ktera je
ovlivnéna subjektivnim hodnocenim vySetiujiciho
a jeho zkusenostmi. Vypovédni hodnotu sérologic-
kych testi také omezuje obtiZnost interpretace
vysledkii u pacientd s latentni infekci HHV-6
zpusobenou zejména zkiiZenou reaktivitou proti-
latek proti HHV-6 A, HHV-6 B a HHV-7 u vétsiny
testl, stejné jako moZnost zkiizené reaktivity
proti dalSim protilatkdm p¥i povsechné aktivaci
imunitniho systému. U ¢asti pacientd v ¢asném
stadiu infekce pak naopak jesté nemusi byt IgM
protilatky detekovany.

Je-li nutnd pfiméa detekce HHV-6, jako napft.
u imunosuprimovanych pacient, u kterych je
tvorba protilatek znacéné omezena, ¢i blokovana
uplné, je pfima diagnostika zaloZen& na moleku-
larné-biologické detekei nukleovych kyselin
pomoci PCR, pfipadné kvantitativni real-time
PCR (RQ-PCR - real-time quantitative PCR)
[36]. Moznost detekce antigenu byla prokézana
[34], ale na rozdil od CMV se u HHV-6 nezacala
vice vyuZivat.

Kultivace HHV-6 neni v bézné laboratorni pra-
xi provadéna pro ¢asovou i technickou néro¢nost
[36].

jako infekce pribuznym virem CMV vcetné dav-
kovani. Terapie je tedy zaloZena na podavani nuk-
leosidovych analogi blokujicich virovou DNA
polymerazu. K dispozici jsou dvé skupiny virosta-
tik. Prvni, do které patii ganciklovir, jeho pero-
ralni prodruh valganciklovir, ¢i pfipadné cidofo-
vir, je plné aktivni po fosforylaci pomoci virové
thymidin-kinazy. Druhou skupinu, inhibujici p¥i-
mo virovou polymerazu, pak zastupuje foscarnet.
Cidofovir, ktery je velmi dlinnym virostatikem
s Sirokym spektrum virostatického ptisobeni, je
pak kvili vyznamné toxicité podavan jen v pfipa-
dé krajni nouze.

Nezadouei ucinky virostatické terapie — supre-
se funkce kostni dfené (ganciklovir, valganciklo-
vir) ¢ nefrotoxicita (foscarnet a cidofovir) vsak
mohou vést k zavaZnym komplikacim klinického
stavu pacientli, a tak je 1écba, zaméren4 cilené
pouze na HHV-6, relativné vzacna [24].

CHROMOZOMALNI INTEGRACE
HERPESVIROVE DNA

Z obecného pohledu je schopnost integrace her-
pesvirového genomu do genomu hostitele znamé
od roku 1991 u ptaciho herpesviru zptsobujiciho
Markovu chorobu (Marek’s disease) [20]. Tuto
infekéni nemoc kura doméciho popsal v roce 1907
madarsky profesor Jézsef Marek jako nervovou
paralyzu zptisobenou monocytarni infiltraci ner-
vové tkané [26]. Nasledné pak doslo k prikazu
asociace této paralyzy s tvorbou lymfoidnich
nadort — lymfomatézou. I proto se ve veterinarni
mediciné vénuje Markové nemoci driibeZe velka
pozornost véetné vakcinacni prevence. Zajimavé
je, Ze prestoZe patfi Marek’s disease virus (MDV)
mezi @-herpesviry (tedy podobné jako lidsky HSV
a VZV), je stejné jako HHV-6 lymfotropnim virem.
RovnéZz u EBV byla prokézana schopnost chromo-
zomAlni integrace v nadorovych bunikéch in vitro
iin vivo [25, 26].

CHROMOZOMALNI INTEGRACE HHV-6

TERAPIE HHV-6

Lécba HHV-6 infekce zpravidla neni nutné
a zadné virostatikum neni pfimo schvéaleno pro
terapii HHV-6. Pokud vs8ak zavaznost klinickych
pfiznakid, zejména ve spojeni s nedostatecnou
imunitni funkei hostitelského organismu, vyza-
duje virostatickou terapii, je infekce lécena stejné

Chromozomalni integrace HHV-6 (Ci-HHV-6)
byla in vitro poprvé popséna na bunéénych liniich
Daibatou et al. v roce 1999 [8]. V roce 2004 Tanaka-
Taya et al. popsali dédi¢nost Ci-HHV-6 [32] a v roce
2006 Clark et al. publikovali pozorovani pfenosu
vysoké hladiny HHV-6 DNA pii HSCT z darce na

prijemce bez jakychkoli jasnych obtizi asociovanych
s HHV-6 u obou zicastnénych osob [6]. Soucasné se
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pomoci fluorescencni in-situ hybridizace (Fluores-
cent In-Situ Hybridisation — FISH) podafilo proka-
zat pfimo misto integrace v chromozomech darce.
PrestoZe se celé genomy nékterych virt integruji do
lidského genomu (napf. HIV), jedné se v pripadé
HHV-6 mezi lidskymi herpesviry o in vivo dosud
z¥idka popisovanou situaci [26].

Od roku 2006 se chromozomalni integraci
HHV-6 (Ci-HHV-6) vénuje s ohledem na rozvoj
molekularnébiologické diagnostiky vétsi pozor-
nost. Diivodem je zejména snadné misinterpreta-
ce pozitivniho vysledku detekce u vertikalné
dédéné HHV-6 DNA, s naslednym dopadem na
rozhodovéani o dalsi 1é¢bé pacienta. V soucasné
dobé nejsou bohuzel znamy jesté vSechny biolo-
gické aspekty a souvislosti Ci-HHV-6[30], pfesto
bychom v nasem ¢lanku chtéli shrnout dosud zna-
ma fakta o Ci-HHV-6 vietné znalosti o vyskytu
v Ceské republice.

MECHANISMUS INTEGRACE HHV-6

Bohuzel, hned na zacatek musime priznat, zZe
i v tomto bodé zbyva ovérit jesté mnoho fakti,
tykajicich se zejména vlastniho molekularnébio-
logického procesu integrace. Dobfe znamy je nic-
méné fakt, Ze HHV-6 se neintegruje pouze na jed-
no misto v lidském genomu, tedy na jeden
chromozom [26, 30]. AZ dosud je v literatufe
popséno kolem dvaceti riznych mist integrace
HHV-6 DNA do lidskych chromozomu. Jsou
popsany integrace na kratkych i dlouhych ramén-
kéach chromozomu 1, 9, 10, 11, 17, 18, 22 [26].
U pacientt popsanych v Ceské republice byla
dosud HHV-6 DNA identifikovana na dlouhych
raménkach chromozomu 2, 18 a 22 [14].

Vsechna dosud popsana mista integrace virové
DNA se nachéazeji v telomerické a subtelomerické
oblasti chromozomi [4, 19, 26, 28]. Jedna se tedy
o koncové oblasti chromozom, na kterych dochéazi
v pribéhu déleni bunky ke zkracovani a které jsou
tak svym zmensovanim jednim z faktori podileji-
cich se na regulaci bunééného déleni [29]. I z toho-
to divodu je u nadorovych bunék popsana aktivita
telomerazy, tedy enzymu znovu syntetizujiciho
tyto useky [29]. Zda-li ma Ci-HHV-6 néjaky vliv na
aktivitu tohoto enzymu, a tak na rozvoj maligni
bunééné proliferace, neni znamo. Arbuckle et al. [3]
popsali pravdépodobny mechanismus integrace
pomoci homologni rekombinace HHV-6 DNA do
telomerickych oblasti. Déje se tak na zakladé
podobnosti repetitivnich termindlnich sekvenci
virového genomu a sekvenci telomer pomoci virové
rekombinazy UL94. UL94 je pak v pripadé HHV-6
homologni s jinymi virovymi enzymy ucastnicimi

se integrace virového genomu do genomu hostitel-
ské bunky, jako je rep68/78 u parvoviru AAV-2 [26].
Ackoli se jejich vysledky dosud nepodatilo potvrdit,
¢ini vyuziti rekombinacénich mechanisma a enzy-
mového aparatu bunky a viru toto vysvétleni velmi
pravdépodobnym [19]. Z rekombinacéniho mecha-
nismu také vyplyva, Ze se HHV-6 DNA integruje
kompletni, a je tedy otazkou, zda-li by se nemohla
z této integrace také uvolnovat zpét do stadia
aktivni infekce, provazené tvorbou volnych
a infekénich virovych partikuli.

DEDICNOST A FREKVENCE VYSKYTU Ci-
HHV-6

Integrace HHV-6 do zarode¢nych bunék dobte
vysvétluje klasickou Mendelovskou dédi¢nost Ci-
HHV-6 v jednotlivych rodinach [26, 30] — obrazek
1. Tato dédi¢nost predpoklad4 vyskyt integrované
HHV-6 DNA jiz ve spermii a vajicku. Zminéné
procesy rekombinace jsou znamy svou aktivitou
v procesu gametogeneze [31], ackoli dosud nebyl
popsan zadny pfipad de novo integrace HHV-6 do
zarodeénych bunék. U vSech dosud popsanych
pfipadu se tedy jednalo o zachyt jedince, ktery Ci-
HHV-6 jiz zdédil od svych pfedki, a tak se HHV-
6 DNA vyskytuje ve vsech bunkach lidského téla.
Také z tohoto divodu se da pro dikaz Ci-HHV-6
pouzit detekce virové DNA ve vlasovych foliku-
lech nebo v odstfiZeich nehtd metodou PCR [13,
371, tedy bezkrevné tkani, kde by se herpesvirova
DNA neméla vyskytovat ani v ptipadé aktivni
proliferace HHV-6 v organismu.

(O
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Obr. 1. Zachyt Ci-HHV-6 ve tfech generacich jedné z rodin
zachycenych v CR
Nositelé Ci-HHV-6 jsou oznaceni ¢ernym vybarvenim.

Obr. 1. Zachyt Ci-HHV-6 ve tfech generacich jedné z rodin
zachycenych v CR
Nositelé Ci-HHV-6 jsou oznadeni ernym vybarvenim.
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Frekvence vyskytu takto dédéného HHV-6 je
pak popsana mezi 0,2-12,7 % v raznych popula-
cich a kohortach pacienti [30, 36] a — pokud
secteme jednotlivé pfipady — je v soucasnosti ve
svété popsano priblizné sto rodin, ve kterych se
Ci-HHV-6 dédi [30]. Shrneme-li dosud publikova-
na data, pohybuje se tedy frekvence vyskytu Ci-
HHV-6 piiblizné kolem 1 % [30].

V Ceské republice jsme v retrospektivni studii
u détskych pacientl s akutnimi leukémiemi pub-
likované v roce 2009 prokazali frekvenci vyskytu
1,5% [13]. V pribéhu néasledujicich let jsme mnoz-
stvi testovanych pacienti s hematologickymi
malignitami rozsirili a frekvenci zpfesnili na 1,3
% a zaroven jsme velmi podobnou frekvenci (1,2
%) zachytili ve vzorcich nehtii zdravych dobrovol-
nikd a ndhodné vysetienych pacienti, predevsim
studenti, z ¢eské populace [Hubadek et al. ¢lanek
v recenznim Fizeni].

DETEKCE Ci-HHV-6

Detekce Ci-HHV-6 se zaklada zejména na pro-
kéazani vysoké kvantity HHV-6 DNA v testova-
ném vzorku. Diky tomu, Ze se HHV-6 DNA vysky-

tuje v kazdé bunice, da se podle bunécnosti extra-
hovaného materidlu usuzovat na mnozstvi dete-
kované DNA. Obecné by tedy pomér virové a lid-
ské DNA mél byt ptiblizné 1 : 1 [30].

Nejcastéjsimi testovanymi materialy jsou plnéa
krev, plazma a sérum, je proto t¥eba v prvni Fadé
zminit, Ze ,acelularni“ materialy nejsou pro rozli-
Seni aktivni virové infekce a Ci-HHV-6 vhodné
[30]. V tomto pripadé je totiZ tfeba si jasné uvé-
domit, Ze se pfi detekei jedné nikoliv o buriku, ale
pouze o jeji DNA. Jakakoli ujma, ktera se bun-
kam v dobé od odbéru do extrahovani nukleové
kyseliny stane, vede nevyhnutelné k jejich rozpa-
du a uvolnéni lidské DNA (s integrovanou HHV-
6) do extracelularniho prostoru. Na rozdil od
aktivni infekee s tvorbou virovych partikuli, kde
se prikaz virové DNA v tomto prostoru zpravidla
povaZuje za prikaz virémie, je prikaz virové nuk-
leové kyseliny v plazmé a séru u Ci-HHV-6 pouze
prikazem volné lidské DNA. Tyto zavéry jiz byly
i na mezinarodnim féru nékolikrat publikovany
[16, 37]. Nami ziskana data u pacientt s Hodgki-
novym lymfomem pak tato pozorovani potvrzuji
(obrazek 2).

Stejné jako u dalsich herpesvira pak pfi detekei
HHV-6 v plné krvi a v izolovanych mononuklear-
nich bunkéich nardZime na problém vyjadfovani
mnozstvi virové DNA. V pripadé vyjadfeni pozitiv-
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Obr. 2. Obrazek rozdilu kvantit HHV-6 v riznych materialech u pacientt s Hodgkinovym lymfomem v p¥ipadech nosi¢i Ci-

HHV-6 a pfi béiné reaktivaci

Je vidét jasny rozdil mezi kvantitou detekovanou v plné periferni krvi u pacientt s Ci-HHV-6 a béZnou reaktivaci. Zaroven je
jasné dokumentované stejna kvantita v plazmé u obou porovnéavanych skupin.
NVCs- Normalised Viral Copies — naloz HHV-6 DNA normalizovana na 100000 lidskych genomickych ekvivalenti.

Obr. 2. Obrazek rozdilu kvantit HHV-6 v riznych materialech u pacientti s Hodgkinovym lymfomem v p¥ipadech nosi¢i Ci-

HHV-6 a pfi bézné reaktivaci

Je vidét jasny rozdil mezi kvantitou detekovanou v plné periferni krvi u pacientt s Ci-HHV-6 a béZnou reaktivaci. Zaroven je
jasné dokumentované stejna kvantita v plazmé u obou porovnéavanych skupin.
NVCs- Normalised Viral Copies — naloz HHV-6 DNA normalizované na 100000 lidskych genomickych ekvivalenti.
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niho vysledku na 1 ml plné krve by se o Ci-HHV-6
mélo uvazovat u ¢lovéka s normalnim krevnim
obrazem, prekro¢i-li pozitivita 320 000 kopii HHV-
6 DNA/mI (tedy 5,5 log HHV-6 DNA/m) [5, 6, 30].
Je treba ale vzdy mit na paméti, Ze v tomto pfipa-
dé muZe byt kvantita ovlivnéna také moznymi
inhibitory PCR ¢i kvalitou extrakce a nebrat tuto
¢iselnou hodnotu tplné absolutné. Pokud je vysle-
dek normalizovan na pocet bunék nebo na lidské
genomické ekvivalenty, kvantifikované pomoci
nékterého z lidskych gent (napt. genu pro albu-
min, B-tubulin), pak by mél byt zachovan stejny
pomér virové a lidské DNA — tedy napfiklad 200
000 kopii HHV-6 DNA ve 200 000 bunkéch, & 10
000 kopii HHV-6 DNA v 10 000 kopiich lidskych
genomickych ekvivalentt [13, 14].

Dopad Ci-HHV-6 na nositele integrace

Jak jiz bylo vySe zminéno, nebyla zatim in vivo
popséna schopnost aktivace HHV-6 DNA z mista
integrace zpét do stadia aktivni virové infekce
s tvorbou infekénich partikuli. Arbuckle a kol.[3]
sice publikovali in vitro studii, pfi které se pomo-
ci veelku agresivnich virus-aktivujicich latek
podafilo z kultury bunék nosic¢e Ci-HHV-6 izolo-
vat infekéni partikuli HHV-6, nicméné tato data
se dosud nepodatilo potvrdit dalsimi védeckymi
skupinami (osobni komunikace).

Dikazy o tom, Ze se chromozomalné integrova-
na HHV-6 DNA muZe prepisovat do mRNA, jsou
nicméné publikovany, a tak je velmi pravdépodob-
né, Ze by tedy mohlo dochéazet také k tvorbé nékte-
rych virovych proteind [7]. S ohledem na velky
proteinovy aparat, ktery je obsaZen v genomu
HHV-6, jehoZ jednou z hlavnich funkei je modula-
ce funkei imunitniho systému a jeho bunék, je
otazkou, nemuzZe-li se tvorba takovych proteint
a jejich uvolniovani do buniky a jejiho okoli podilet
na urcitych patologickych procesech, a negativné
se tak zapojovat do klinického vyvoje nemoci nosi-
tele Ci-HHV-6. I v pFipadé jiz prokdzanych mRNA
(U11, U14, U27, U31, U38, U39, Us1, Us9, U83,
U90, U91 a U94[T7]) se totiZ jedni o geny, zapojené
také do téchto imunitnich modulaci.

Jednou z otazek, ktera zistavala nezodpovéze-
n4, byla také odpovéd nositele Ci-HHV-6 na béz-
nou primoinfekei HHV-6, 1épe feceno alespon na
HHV-6 B [30]. Vime-li totiZ o pFepisu nékterych
integrovanych geni do mRNA, jsou z obecného
pohledu mozné dva zakladni scénéie reakce osoby
s Ci-HHV-6 na HHV-6 infekei. Tim prvnim je zvy-
Sené reaktivita imunitniho systému, a tak pfiro-
zend imunita vaci infekei, protoze hypoteticky
dochéazi k opakované prezentaci virovych protei-

ni, a tak k opakované stimulaci imunitnich bunék
nosice proteiny HHV-6 [21]. Druhou variantou je
pak naopak zvySend citlivost k béiné infekei
HHV-6. Tuto hypotézu podporuje nutnost objeveni
se virovych proteini v dobé zrani imunitniho
systému, kdy jsou procesem pozitivni a negativni
selekee selektovany lymfocyty, které jsou schopné
nutnych interakei s dalSimi bunkami imunitniho
systému, zejména tedy antigen prezentujicimi
burnikami, které ale zaroven nereaguji viuci vlast-
nim antigenim a nejsou tedy autoimunni[21].
Pokud vime, Ze dochézi k prepisu mRNA a dé se
tedy predpokladat, Ze na jejich zakladé vznikaji
virové proteiny a jejich fragmenty prezentované
néasledné na HLA-I, mély by i buniky reagujici pro-
ti aminokyselinovym sekvencim HHV-6 byt nega-
tivné selektovany a skondit, jako potencialné auto-
imunni, apoptézou [21]. Jak bylo vyse uvedeno,
detekece Ci-HHV-6 i HHV-6 infekce je zaloZena
v soudasné dobé predevsim na PCR, a tak je rozli-
Seni primoinfekce na podkladé vysoké néloze
DNA velmi obtizné. Z nasich dat u imunosuprimo-
vanych pacienti nicméné vyplyva, ze v pfipadé Ci-
HHV-6 u nositele HHV-6 A, maZe dojit k infekei
i reaktivaci HHV-6 B ve stejné mife, jako je tomu
u pacienti bez Ci-HHV-6, a tak tedy muselo
v minulosti dojit k primoinfekei HHV-6 B [Hubéa-
éek et al. élanek v recenznim Fizeni]. Na tdrovni
protilatkové odpovédi byla zkfiZena reaktivita
proti HHV-6 A a HHV-6 B jasné prokazana [33],
nase pozorovani piesto nepodporuji dostateénou
ochranou zkfiZenou reaktivitu lymfocyti proti
blizce pribuznym a sekvencné velmi obdobnym
HHV-6 A a B, a tak nepfimo podporuji oddéleni
téchto dvou subtypii do samostatnych virovych
druht [Hubédek et al. ¢lanek v recenznim fizeni].
Dosud se nepodafrilo ziskat jasna data vztahujici
se v pfipadé HHV-6 primoinfekce u nosice Ci-
HHV-6 k humoralni imunitni odpovédi [30].

Pokud bychom jako modelovou situaci pro reak-
tivaci jakékoli latentni virové infekce obsaZené
v organismu véetné HHV-6 vzali HSCT, miZeme
konstatovat, ze dosud publikovan4 data neposky-
tuji dikaz, Ze by se integrovany genom HHV-6
jakkoli podilel na zhorseni prognézy pacienta. Ve
vSech dosud publikovanych p¥ipadech, a to jak p¥i
pfenosu integrované HHV-6 DNA v kmenovych
bunikach darce allogenni HSCT [6, 10, 18], tak
v ptipadé Ci-HHV-6 u pfijemce kmenovych bunék
od darce bez integrované HHV-6 DNA [11, 14],
nejsou jasné dukazy pro jakéhokoli patogenni
pusobeni integrovaného viru. V ptipadé dvou
nami publikovanych pacientt pak miZeme nanej-
vys spekulovat, zda se na rychlém vyvoji rezi-
stence CMV v{ci virostatické terapii infekce po
HSCT nemohly podilet také proteiny HHV-6, kte-
ré jsou do jisté miry s proteiny CMV homologni
[14, 39].
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V pripadé pacientl po organovych transplanta-
cich pak Lee et al. pozorovali u pacientl s trans-
plantovanou ledvinou a jatry tendenci k mirné
horsi prognéze v souvislosti s Ci-HHV-6 [22, 23].

CIM JE TEDY Ci-HHV-6 KLINICKY
DULEZITE?

S ohledem na diagnostiku HHV-6 infekce je pro
spravné hodnoceni naloze HHV-6 DNA zasadni
mit na zfeteli pfitomnost virové DNA ve vSech
burnikach organismu nebo organu u Ci-HHV-6.
Z tohoto divodu totiz muze byt HHV-6 DNA dete-
kovéana u pacienta s Ci-HHV-6 i v pfipadé napt
enterovirové encefalitidy, kdy ale mnozstvi virové
DNA bude pouze odrazet mnozstvi lidské DNA,
a tedy mnoZstvi enteroviry poskozenych a znice-
nych bunék a nikoli nutné podil HHV-6 na neuro-
logickych priznacich. Stejné se pak HHV-6 DNA
muZe objevit i v dalSich klinickych stavech
a materidlech, kde by se jinak virova DNA nemé-
la ve velkych kvantitach standardné nachézet —
napf. u pneumonie. V téchto ptripadech pak muze
dojit k misinterpretaci vysledku s néaslednym
Spatnym rozhodnutim ohledné nutnosti pouZit
virostatika a pfipadného dalsiho diagnostického
a terapeutického postupu [12].

Na druhou stranu v pfipadech vzacné opravdo-
vé HHV-6 nemoci, tedy plné symptomatické napi.
pneumonie s proliferaci viru ¢i encefalitidy, nelze
tuto virovou infekei pfehlizet a je nutno ji zadit co
nejdfive 16¢it virostatiky. Nasazeni terapie je pak
casto podpofeno i tim, Ze se nemoc plné rozvine
u imunosuprimovaného pacienta. Rozdil mezi Ci-
HHV-6 a symptomatickou nemoci pak vétsinou
ozfejmi vysetfeni hladiny HHV-6 v plné periferni
krvi, kdy u pacienti se symptomatickou HHV-6
nemoci nejsou detekované kvantity tak enormni,
pfipadné neni zachovan pomér lidské a virové
DNA 1 : 1. Obdobné neni mozné u symptomatic-
kého onemocnéni detekovat pritomnost HHV-6
DNA ve vlasovych folikulech ¢i nehtech.

JAK POSTUPOVAT V PRIPADE VYSOKE
POZITIVITY HHV-6 DNA?

z bronchoalveolarni lavaze) a HHV-6 by mohlo byt
pri¢inou obtiZi, je na misté podle stavu pacienta
a detekované kvantity co nejrychlejsi potvrzeni
nebo vyvraceni Ci-HHV-6. To je moZno provést
minimalné detekei vysoké kvantity HHV-6 DNA
v plné krvi, pfipadné lépe v nehtech. U vysoce rizi-
kovych pacienti s podezienim na symptomatickou
HHV-6 infekei (napt. u pacientii po transplanta-
cich) je vhodné po dobu nutnou pro kompletni labo-
ratorni vysSetfeni pacienta zajistit virostatiky.
Lékem volby je i v tomto piipadé i. v. ganciklovir,
foscarnet nebo p. o. valgancyklovir. Jak bylo vyse
uvedeno, u hospitalizovanych pacienti je lékem
prvni volby i. v. ganciklovir, pfedevsim v p¥ipadé
ambulantné 1é¢enych pacientti pak p. o. valgancik-
lovir. Pokud se Ci-HHV-6 prokéaZe, je vysoce neprav-
dépodobné, Ze je tato zdédéna virova DNA pfic¢inou
klinickych obtiZi a je tFeba v diferencialnédiagnos-
tickém vySetfovani postupovat ke spravné diagné-
ze a virostatika je moZno, jsou-li nasazena jen
z divodu zajisténi pacienta po dobu laboratorniho
vysetfovani, vysadit. Pokud se Ci-HHV-6 neproka-
Ze, pak by terapie virostatiky méla pokracovat.

ZAVER

PrestoZe je fenomén Ci-HHV-6 znamy jiz rela-
tivné dlouhou dobu, zistava s nim spojeno mnoho
biologicky i medicinsky zajimavych otazek. Divo-
dem pomalejsiho pokroku je pak zejména maly
pocet popsanych rodin a pacientd s Ci-HHV-6.
informaci o tomto fenoménu, je vSak nutnost
zahrnuti Ci-HHV-6 do zakladniho klinického uva-
zovani s vazbou na HHV-6 pozitivniho pacienta
a jeho pFipadnou léébu a opatrné hodnoceni
vysledki molekularné-biologické detekce a pii-
padné nasazeni terapie virostatiky. Pro formulaci
jasnych diagnosticko-lééebnych guidelines jsou
pak nezbytné nutné studie s vétsim mnozZstvim
jak pacientd s riznymi onemocnénimi, tak zdra-
vych dobrovolniki.

Podpofeno grantem Interni Grantové agentury
Ministerstva Zdravotnictvi CR NS 9907-4.

Pri interpretaci vSech laboratornich vysledk,
veéetné molekularnébiologické detekce infekénich
agens, je nutné peclivé prihliZet ke klinickému sta-
vu pacienta. Pokud dojde k detekei pozitivity HHV-
6 v biologickém materialu, kde HHV-6 DNA nemé-
la byt detekovana (napf. mozkomisni mok ¢i vzorek
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Chromosomal integration of human herpesvirus
6 (HHV-6) is a novel situation found in a small
percentage of individuals. While active HHV-6
infection is treatable using antivirals, the abnor-
mally high level of HHV-6 DNA found in chromo-
somal integration of HHV-6 (CI-HHV-6) is not
affected by such drugs. Stored DNA samples
taken originally for detection of fusion genes
and minimal residual disease from 339 pediatric
patients treated for leukemia in the Czech Repub-
lic between the years 1995-2007 were tested
retrospectively. Using real-time quantitative PCR
technology, the quantity of HHV-6 DNA detected
was normalized to 100,000 human genome
equivalents as assessed by quantitation of
the albumin gene. HHV-6 DNA was detected in
107 samples from 91 patients (26.8%). In the
majority of samples (99) only a minute level of
normalized viral copies (NVCs) (median 1.84
NVCs) was detected. A high viral load of approx-
imately 100,000 NVCs was detected in 5 patients
(1.56%; median 140,150 NVCs)}, in all of whom
were confirmed subsequently CI-HHV-6 by a
detection of HHV-6 DNA in hair follicles or in
the nails. In all but one patient with HHV-6
variant B, variant A of the virus was detected.
None of the patients with CI-HHV-6 had compli-
cations attributable to HHV-6 infection. The
prevalence of CI-HHV-6 in childhood leukemia
does not differ from that published for other
patients or healthy populations. Where high
levels of HHV-6 DNA are present, ClI-HHV-6
should be confirmed as soon as possible so that
potentially toxic but ineffective antiviral treat-
ment can be stopped. J. Med. Virol. 81:258-
263, 2009. © 2008 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: human herpesvirus 6; leuke-
mia; chromosomal integration

© 2008 WILEY-LISS, INC.

INTRODUCTION

Human herpesvirus 6 (HHV-6) is a common beta-
herpesvirus known to cause exanthem subitum (sixth
disease), a benign illness of childhood [Yoshikawa,
2004; Ward, 2005]. It has also been associated with
encephalitis and febrile illness [Asano et al., 1992; Jones
et al., 1994; Oki et al.,, 1995; Caserta et al.,, 2001],
hepatitis [Ishikawa et al., 2002], myocarditis [Yoshi-
kawa et al., 2001], and thrombocytopenia [Yoshikawa
et al., 1993]. In the immunocompromised host, HHV-6
has been implicated in a number of different diseases
such as fever and rash [Sashihara et al., 2002], hepatitis
[Ljungman et al., 2000], encephalitis [Bethge et al.,
1999; Yoshihara et al., 2004], thrombocytopenia
[Yoshikawa et al., 1993] and delayed platelet and
granulocyte engraftment [Ljungman et al., 2000; Zerr
etal., 2005]. There are two variants ofthe virus: Aand B,
and it is noteworthy that in most of the pathological
conditions, only variant B hasbeen detected [Suga et al.,
1993; Caserta et al., 2001; Yoshikawa, 2004; Ward,
2005]. Due to improved laboratory tests based on nucleie
acid assays, HHV-6 has been detected in clinical
samples more frequently during the last few years and
is an emerging opportunistic pathogen [De Bolle et al.,
2005].

An interesting feature of the virus is chromosomal
integration of HHV-6 DNA (CI-HHV-6) which is found
in some individuals and is characterized by abnormally
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high levels of HHV-6 DNA. This situation was first
described by Luppi et al. [1993] in patients without any
symptoms of HHV-6 infection. Later Daibata et al.
[1999] showed inheritance of CI-HHV-6 through two
generations and HHV-6 DNA has been located precisely
on chromosomes 1, 11, 17, and 22, respectively [Daibata
et al.,, 1998; Daibata et al., 1999; Clark et al., 2006a].
Since CI-HHV-6 can be inherited, it seems clear that this
viral DNA must be in every cell in the body [Clark et al.,
2006b]. Indeed in patients with CI-HHV-6, HHV-6 DNA
can be detected in hair follicles [Ward et al., 2006], skin
fibroblasts [Daibata et al., 2000], leukocytes [Clark
etal., 2006a] andin CSF [Ward et al., 2007], but it should
also be detectable in every sample which contains
human DNA, for example in the nails, bronchoalveolar
lavage.

CI-HHV-6 is a relatively common phenomenon being
present in 0.2—2.9% of the human population [Tanaka-
Taya et al., 2004; Leong et al., 2007; Ward et al., 2007]
but no study on the incidence of CI-HHV-6 has been
carried out on patients with hematological malignancies
orindividuals in Central Europe. The aim of the present
study was to determine retrospectively the prevalence
of CI-HHV-6 among children treated for acute lympho-
blastic leukemia or acute myeloid leukemia in the Czech
Republic and to investigate whether in this cohort of
immunosuppressed patients there were any symptoms
or signs attributable to the CI-HHV-6.

MATERIALS AND METHODS
Patients

This retrospective study was carried out on stored
DNA samples obtained from 339 children and adoles-
cents diagnosed and treated for acute lymphoblastic
leukemia (ALL) (no. of patients=318; median age at
diagnosis 5.3 years, range 2 days—18.3 years) or acute
myeloid leukemia (AML) (no of patients =21; median
age at diagnosis 7.5 year, range 3 days—17.7 years)
during the years 1995-2007. The samples were taken
for the molecular biological detection of fusion genes in
these leukemias (e.g., BCR/ABL, TEL/AMLI1 and any
others which might have had implications for prognosis)
and for quantitation of minimal residual disease during
treatment. Patients were treated according to the
following protocols: ALL-BFM 95, AML-BFM 98, Inter-
national collaborative treatment protocol for infants
under 1 year with acute lymphoblastic leukemia
(Interfant 99 and 06, ALL-BFM REZ 2002, ALL IC-
BFM 2002, AML-BFM REZ 2003, AML-BFM 2004.
Chemotherapy treatment according to the above proto-
cols is usually between 6 and 12 months long. The
patients or their guardians gave informed consent for
use of the samples for further scientific investigation.
The study was approved by the local ethics committee.

Samples

Samples were taken at diagnosis or during treatment
of the leukemia. DNA was extracted from nucleated

blood cells using QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions and was then stored at —20°C.

For the present study, a sample that contained
enough DNA was chosen randomly from each patient.
If the patient underwent an allogeneic hematopoietic
stem cell transplant only the pre-transplant samples
were tested. In the patients suspected of CI-HHV-6
because of an abnormally high level of viral DNA of
about one copy/cell [Hubacek et al., 2007b], DNA from
hair follicles and nails was extracted using the QIAamp
DNA Micro Kit (Qiagen) according to the manufac-
turer’s instructions. In those hematopoietic stem cell
transplant recipients with suspected CI-HHV-6, we
tested for HHV-6 DNA in samples obtained during
posttransplant viral surveillance.

Quantitative PCR

The amount of human DNA was determined by
quantitation of the human albumin gene using the
method published by Pongers-Willemse et al. [1998] and
detection simultaneously of fusion genes as a control to
identify false negative results.

In those samples chosen for study, the quantity of
HHV-6 DNA was also measured using the primers and
probe as described by Gautheret-Dejean et al. [2002].
The results were adjusted to 100,000 human genome
equivalents by relating them to the quantity of human
albumin gene DNA. Real-time quantitative PCR
(RQ-PCR) testing was performed on an ABI 7300 machine
(Applied Biosystems, Foster City, CA) or BioRad
iQCycler (BioRad, Hercules, CA). The PCR reactions
quantifying HHV-6 were carried out in 25 ul containing
1x PCRbuffer, 3.5 mM MgCl,, 5% glycerol, 100 uM each
dNTP (Sigma—Aldrich, Prague, Czech Republic), 500
nM primers, 200 nM FAM-labeled probe and 0.5 U
HotStar Taq Polymerase (Qiagen). After 15 min at 95°C,
the samples were amplified by 45 times for 15 sec at 94°C
and 1 min at 60°C at which point in each cycle the
fluorescence was measured.

Samples with low levels of HHV-6 DNA were
considered a result of benign viral reactivation during
severe immunosuppression. In patients suspected of
having CI-HHV-6, whose sample contained approxi-
mately 100,000 normalized viral copies (NVCs) of HHV-
6 DNA, all other stored samples acquired during the
treatment were tested. In addition, the hair follicles or
nails of these patients were tested for HHV-6 DNA and
expressed the results as NVCs.

Distinguishing Variant A and B of the Virus

To distinguish between A and B variants of HHV-6 in
patients with CI-HHV-6, a set of variant-specific nested
PCR assays targeted to the immediate early antigen was
used; the sequences of the primers and lengths of
amplicons are listed in Table 1. Both rounds of
nested PCR were performed in 15 pl containing of
1x PCR buffer, 3.0 mM MgCl,, 100 uM each dNTP
(Sigma—Aldrich), 600 nM primers and 1 unit of Promega
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TABLE I. Sequences of Primers Used for Diserimination Between HHV-8 A and B Variants
Designation Sequence Source Length of the amplicon (bp)
HHV-6-A variant
First round
Forward 5-CTGATATTAAAGTGTTGCCA-3 Our design 321
Reverse 5-AGGAATCTTCTATCGAATCT-3
Second round
Forward 5-GGAACCATCTTGTTCTGTCC-3/ Nitsche et al. [2001] 276
Reverse 5 CATGAAGATGAT GACAATAAAAT (-3
HHYV-6-B variant
Firet round
Forward 5-AACTACTTGAAACTCAAC-3' Our design 223
Reverse 5-CTTTCTGGATTTAGAGTATC-3'
Second round
Forward 5-GAGTTGCTGAGTTGGTAAAGG-3/ Nitsehe et al. [2001] 142
Reverse 5-GAGACCGGGTCTGGACAACA-3

Taq polymerase (Promega, Madison, WI). The template
volume was 2 pl of DNA in both rounds. The PCR
reactions were performed on an ABI 9700 machine with
the thermal profile consisting of 2 min denaturation at
94°C, followed by 30 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at
55°C and 30 sec at 72°C, and a final extension for 1 min at
72°C. After the first PCR round, the products were
diluted 1:100 with distilled water, before being subjected
to the second round of amplification. The touchdown
principle was used: the thermal profile consisted of
denaturation for 2 min at 94°C, followed by 30 cycles of
30 sec at 94°C, 30 sec of annealing and 20 sec at 72°C.
The annealing temperature was 70°C in the first five
cycles, 67°C in the following five cycles, 65°Cin the next
five cycles, and 60°Cinthe remaining 20 cycles. The final
synthesis lasted 1 min at 72°C. All samples were tested
in duplicate. Amplicons were detected on a 2% agarose
gel run at approximately 10 Viem for 30 min. With each
run, a negative no-template control, and positive
controls of the A variant (DNA obtained from wiral
culture supernatant, confirmed by sequencing), and the
B variant (from a HHV-8-B positive sample, confirmed
by sequencing) were included.

RESULTS

Three hundred sixty-seven samples of peripheral
blood or bone marrow obtained from the patients were
screened. HHV-6 DNA was detected in 107 samples
(28.3%) from 91 patients (26.8%). In only five of the
patients, was an abnormally high level of HHV-
DNA detected (approximately 100,000 NVCs; median
of 140,150 NVCs), while in the rest of the positive
patients the median HHV-6 DNA load was only 1.83
NVCs (P < 0.003 by Student’s ¢-test; see Fig. 1).

In the five patients with a very high HHV-6 DNA load
and hence suspected CI-HHV-6, the presence of HHV-6
DNA were confirmed in hair follicles and in nails as well
asinblood samples (see Fig. 2). Thelevels detectedin all
five patients were very similar both in the blood and the
nails/hair and remained at the same level throughout
treatment with chemotherapy. In four out of the five

of. Med. Virol. DOI 10.1002fimv

patients HHV-6 A, and in the fifth variant B were
detected. Two of these patients underwent allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation and there was
a rapid decline of detectable HHV-6 DNA after the
hematopoietic stem cell transplant in both of patients
[see Fig. 2 and Hubacek et al., 2007a). The medical
histories of the CI-HHV-6 positive patients were
examined carefully for complications attributable to
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Fig. 1. Amount of HHV-8 DNA detected on screenimg of samples of
peripheral blood or bone marrow from 91 HHV-8 positive of leukemic
patients.
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Fig. 2. Amount of HHV-8 DNA normalized to 100,000 human genome equivalents detected in blood
samples (B), inhair (H) and nails (N) of the patients with CI-HHV-6. Dataon Patient 3 appeared in Hubacek

et al [2007a).

HHV-6 infection, but none were found. However, in four
patients toxic adverse effects of chemotherapy such as
hepatitis and rash (see Table [I) were identified clearly.

DISCUSSION

The overall prevalence of HHV-6 DNA in the pediatric
patients with lenkemias was 28.3% whichisvery similar
to the 37.6% and 30% of HHV-6 positive reported in
hematological patients (both adults and children)
[Ma et al., 2000; Chemaly et al., 2008). The prevalence
of HHV-6 DNA in the group of pediatric patients studied
is similar to adult data [Ma et al., 2000; Chemaly et al.,
2008] and slightly lower prevalence in comparison
with pediatric patients from China with a prevalence
of 40% [Ma et al., 2000].

After normalizing the HHV-6 DNA load to the
quantity of human genome equivalents, two distinct
levels emerged: ome abnormally high level from five

patients with suspected CI-HHV-6 whereas the lower
level observed in the majority was consistent with
virus reactivation. To confirm that low level positivity
represents only viral reactivation, an additional small
prospective study among 22 children treated at Motol
University Hospital was carried out. HHV-6 DNA was
detected in mine children with low positivity (median
load of 20.4 NVCs). HHV-6 DNA was not detected in
control samples from whole blood and nails in any
of these positive children. Therefore, adjustment is
advantageous in patients whose white blood cell count
vary greatly such as leukemic and hematopoietic
stem cell transplant patients during neutropenia, bone
marrow regeneration after chemotherapy or trans-
plantation, and after use of granulocyte-colony stim-
ulating factor. Thus, despite the differences in the
absolute amount of viral DNA in blood in these patients,
the adjusted ratio tonormal makes it easy to distinguish
between abnormally high and lower levels.

TABLE IL Clinical Features of the Patients With CI-HHV-8

Number of Type of leukemia (age at
patient diagnosis/relapse/HSCT)  Treatment protocols Complications during the treatment
1 ALL (13.9 years) ALL-BFM 95 Hyperkaleemia, bronchopneumonia, enterocolitis,
febrile neutropenia
2 ALL (15.0 years) ALL-BFM 95 Acute renal failure at diagnosis, hepatopathy,
1x allergic reaction after platelets substitution
3 ALL (3.0 years) ALL-BFM 95 No signifieant complication
(6.4 years) ALL-BFMREZ2002 Dermatitis after Mtx, infection of central venous
eatheter, fehrile neutropenia
(8.7 years) HSCT Acute GVHD grade II, hemorhagie cystitis,
polyneuropathy
4 ALL (2.8 years) ALL-BFM 85 No significant complication
(5.4 years) ALL-BFMREZ 2002 No significant complication
(8.3 years) HSCT Deceased due to CMV pneumonia 137 days after HSCT
5 ALL 4.3 years) ALL-IC BFM 2002 Enteritig, febrile neutropenia, asparaginase allergy

ALL, acute lymphoblastic leukemia, AML, acite myeloid leukemia, HSCT, hematopeietic stem cell transpl

graft versus host disease; CMV, human cytomegalovirus.

. Mtx, meth . GVHD,

. Med. Virol. DOI 10.1002fmv
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The five patients were suspected to have CI-HHV-6 on
the basis of an HHV-6 DNA load of about one copy/cell
(about 100,000 NVCs), that is, at the abnormally high
level already demonstrated in CI-HHV-6 [Ward et al.,
2006; Hubacek et al., 2007b]. Two were confirmed with
CI-HHV-6 based on the detection of HHV-6 DNA in hair
follicles at a level of about one copy/eell and the other
three had viral DNA in the nails at a level of about one
copy/cell. DNA extracted from the nails can therefore be
also used for confirmation of CI-HHVE as is used for
studies of chimaerism after hematopoietic stem cell
transplant [Uchida et al., 1996].

The prevalence of 1.4% CI-HHV-6 among the patients
studied is in agreement with published observations
on Japanese patients referred to Osaka University
Hospital (0.2%) [Tanaka-Taya et al., 2004], UK blood
donors (0.8%) [Leonget al., 2007], CSF samples from UK
children younger than 2 years of age (2.0%) or older
(1.3%) [Ward et al., 2007] and in patients referred to the
Royal Free Hospital, London (2.9%) [Leong et al., 2007].

Importantly, clinical problems attributable to CI-
HHV-6 have not been observed in the present study.
Hepatitis, neuropathy, skin rash and other complica-
tions which occurred in the patients with CI-HHV-6
were those also present commonly in the rest of our
patients treated for leukemia. All are well known side
effects of chemotherapy or allergic reactions following
the repeated administration of blood derivatives and
in all the CI-HHV-6 cases there was always a clear
relationship between such symptoms and therapeutic
procedures. Furthermore, without any complications
related to HHV-6, Patients 3 and 4 had a rapid decline of
detectable HHV-6 DNA in whole blood after allogeneic
hematopoietic stem cell transplant which correlated
inversely with replacement of their hematopoietic
system with that of the donor who did not have
CI-HHV-6 [Hubacek et al., 2007al.

In conclusion, the data strongly suggests that CI-
HHV-6 is not able to reactivate from its chromosomal
site to give rise to active infection even under immuno-
supression induced by chemotherapy. Therefore, the
highest risk for patients with CI-HHV-6, in whom
high levels of HHV-6 DNA are detected, remains an
unnecessary and ineffectual use of toxic antivirals
[Hubacek et al., 2007b] and the failure to search further
for the true cause of unexplained clinical problems.
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10.5 Piiloha 5 — Sekvence primera pro reverzni transkripci

Nazev Sekvence od 5" do 3’ Nazev Sekvence od 5°do 3”
6A-U3-F TTATGCGCACACGTGGTTAT 6B-U3-F TCAACGACAACGACGAAGAC
6A-U3-R TCTCGAAAACACAGCACGTC 6B-U3-R GACGCTCATCGTTTCTAGCC
6A-U12-F GCTTTTGGTTAGCCCGTGTA 6B-U12-F CACGCTAAAGACAGCACGAA
6A-U12-R TGAATCCTTGCGTTTCTGTG 6B-U12-R ACCACATGAGCACAAAATCG
6A-U17-F GGTTATCGGAAGCATTGGAA 6B-U17-F GGCATGTTATTGGGAGCATT
6A-U17-R ACAACGGCAAAATTTCTTGG 6B-U17-R GCGACGATATCCCCTAACAA
6A-U18-F GATCATAGCGCAGGAGGTGT 6B-U18-F CTGGGAATTCCAGCTGTGTT
6A-U18-R ATGCGCAACCTTTTTCTTGT 6B-U18-R CTCCTGCGCTATGACCTTCT
6A-U19-F GCTGGTACAAGAGTGCACGA 6B-U19-F TGCCACTCAAACTGAAGACG
6A-U19-R TCGCATGTGAAATTCGATGT 6B-U19-R CACCGACCACTGTTGTATCG
6A-U22-F GGCTCAGAGAAACGGAACTG 6B-U22-F TCGATGCGTTATCGAGACTG
6A-U22-R TCCACGAACACAACACCAAT 6B-U22-R CTTTCTTTTCGGCAGAATGC
6A-U29-F TGAGGGAATCGAAGATGGAC 6B-U29-F CTTAGCGACCAAATGCAACA
6A-U29-R CCCAGTGCGTATTTTGACCT 6B-U29-R AGCTCCTTGGAGGAGGAGAC
6A-U30-F ATTCAGTTTCCAGGCGACAC 6B-U30-F TGTCCATCCTCGACTTCCTC
6A-U30-R AGTTCTGGGCTGTTTCCTGA 6B-U30-R GGGTAAGCATGAGCTTCTCG
6A-U31-F ACGTTTATCTACCGCCGATG 6B-U31-F CACCTAAAGGCGAAAATGGA
6A-U31-R CAGTATTGTTGGGCGGAAGT 6B-U31-R TTGGCTGCTTTGTTCATCAG
6A-U38-F TGATGGCGCATAATCTGTGT 6B-U38-F CAAGGAGTGCCTGTGGGTAT
6A-U38-R CATCTCCGCCTTCACTTCTC 6B-U38-R GCTAAGGTGAGCCAGATTCG
6A-U39-F CCGGACGAATTGAGTAGAGC 6B-U39-F GGATATTGTGGGTGGAGTGG
6A-U39-R CCACTCCACCCACAATATCC 6B-U39-R TAGGCGTCTTGACGACAGTG
6A-U42-F CATCACCGTCATGAAATTCG 6B-U42-F TTCCATCACGCATAGACCAA
6A-U42-R CTCGGAGTTTGGCATCTCTC 6B-U42-R AGCGCGTTTTTCTTGTTGTT
6A-U43-F ACGGGCAAACAGAAGGTATG 6B-U43-F GACCTACGGGCAAACAGAAG
6A-U43-R TTTGTCTGGCGTACGTTGAG 6B-U43-R CGTTGCGAAGTCTGCAAATA
6A-U48-F TGCTAGCCGAAATAGCGAAT 6B-U48-F CATATCGGACGAGAGCCATT
6A-U48-R TCGATAACGGTCAAGGGAAG 6B-U48-R CGATTCTGTCGTGTTGATGG
6A-U51-F GTCGGTCGAGAATACGCTGT 6B-U51-F CGGAGTTTTATGGCTGGGTA
6A-U51-R AGCCTTGGAATTCTCGTTCA 6B-U51-R GGCAAAGTCCAATGTCCACT
6A-U54-F CGGCCTCTCTACATCACCAT 6B-U54-F CGCATCAATTACTCGCAAGA
6A-U54-R TGCAACCGTGCTTAGACTTG 6B-U54-R CGACCGTGGTTAGACTTGGT
6A-U57-F TAACGTTCGGCGGAATTAAC 6B-U57-F AGGCGACCGAAATTTTACCT
6A-U57-R TCTGTTTGGGTGTGGTCGTA 6B-U57-R GCAGTAGATTCCGAGCAAGG
6A-U64-F CGCAAACGTATCAAGTCGTG 6B-U64-F TGCACCGAGAAATAGTGCTG
6A-U64-R AATCTTTCCCGAGCTGCATA 6B-U64-R CTGCCTTTAAGCCTCTGACG
6A-U73-F TACATTTGTGTCCGCGATGT 6B-U73-F TGGGAAAGTTCAGAGCGACT
6A-U73-R GAGTGGAAACCGAGACCGTA 6B-U73-R AAAACTCTTCGGCAGCACAT
6A-U74-F TGGGACCTTCAGGAACAAAG 6B-U74-F GCTTTATTCGATGCGGTGAT
6A-U74-R ACAGGTACCGTGTCCAGAGG 6B-U74-R GCGCGAAATTTCCATACACT
6A-U75-F ACTGCAAGAACTGCGACTCA 6B-U77-F TGTCGCGTGCAAAACTAAAG
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Nazev Sekvence od 5" do 3’ Nazev Sekvence od 5°do 3”
6A-U75-R TAGGGCTGGAAAGAGAACGA 6B-U77-R CGGAACAATTCCGTTCTCAT
6A-U77-F AACGGTGGATTACGCCACTG 6B-U82-F AAATTGCACGAGATCCGAAG
6A-U77-R TTATTCGGGTCGGTTACTCG 6B-U82-R CGAGATTCTGGGTCCCCTAT
6A-U82-F GAATCCTGCTAAAGGCGTCA 6B-U83-F TGCGGCATATATTGGTATGG
6A-U82-R AGAATTGTAGGGCGGGAACT 6B-U83-R ACATCGAGCCCTGCTCTAAA
6A-U83-F ACGAGAAAACGTCTGCGACT 6B-U86-F AAACTCCAACGGACACCAAG
6A-U83-R GGTTGACGATCCGTTCTCAT 6B-U86-R TCACTGTTGTTGGGGGATTT
6A-U86-F ACAAAAACAAGGACCGCAAG 6B-U94-F CTGCAAAGTGGTACGCTCAA
6A-U86-R ACCGTCGATGATTGAACACA 6B-U9%4-R GCATACGTGCACCAATCATC
6A-U94-F CTGCAAAGTGGTACGCTCAA 6B-U95-F CAAGAAAGGCGAAAAGTTGC
6A-U94-R GCATACGTGCACCAATCATC 6B-U95-R CTCTTGGCTTGGCGATAGTC
6A-U95-F AGTATCGCCAAGCCAAGAGA 6B-U100-F CAATGGCACATGTTGTCCTC
6A-U100-F TGCGCCCGTTAATATAGAGG 6B-U100-R AACGTGAACACCATTCGTGA
6A-U100-R | AACACCATTCGAAACCTTGC
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10.6 Priloha 6 — Soupis onemocnéni

230 détskych pacientil s malignim onemocnénim 1é¢enych na Klinice détské

hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol

Nazev maligniho onemocnéni kod Pocet

MNK | osob

Hepatoblastom C22.2 3
Nadory kosti a chrupavky koncetin C40.* 16
Nadory kosti a chrupavky v t€le mimo koncetiny C41.~* 6
Nadory perifernich nervli a autonomniho nervového systému | C47. * 7
Nadory retroperitonea a peritonea C48.0 1
Mekkotkanové nadory C49. * 9
Nédory varlat C62.9 2
Nédory ledvin s vyjmkou ledvinné panvicky Co64. * 1
Nadory sitnice C69.2 2
Nadory CNS Crl.* 9
Nadory panve a hrudniku C76.* 2
Hodkiniv lymfom C81. * 30
NHL-folikularni lymfom C82.2 1
NHL-non-folikularni lymfom C83. * 28
jiny, nespecifikovany NHL C85. * 2
ALL C91. * 85
AML C92. * 17
MDS D46. * 8
Chromické myelofibroza D47.* 1
Celkem 230

Rozdé¢leni diagnoz u détskych pacientii dle Mezinarodni klasifikace nemoci.

* znaci jakékoli dalsi mozné ¢&islo.

91



345 dospélych pacientd 1é¢enych na Ustavuhematologie a krevni transfuze

Nazev maligniho onemocnéni kod Pocet
MNK | osob

Hodgkinliv lymfom C81.* 3
NHL-folikularni lymfom C82.* 6
NHL-non-folicularni lymfom C83.* 9
Zralé¢ T/NK lymfomy C84.* 4
Jiny, nespecifikovany NHL C85.* 5
Maligni imunoproliferativni nemoci a jisté dalsi typy B
bunécnych lymfomil C88.0 1
Mnohocetny myelom C90.0 3
ALL Co1.* 82
AML C92.* 141
Akutni monoblastickd/monocytoidni leukémie C93.* 3
Jiné leukémie ze specifickych bun¢k C94.0 2
Leukémie nespecifikovanych bunéénych typl C95.* 6
Histiocyt6za z Langerhansovych bunék C96.1 1
Polycytemia vera D45 2
Myelodysplasticky syndrom D46.* 48
Dalsi nddorova onemocnéni nejistého chovani z
lymfatické/hematopoetické tkdné (zejména chronicka
myeloproliferativni nemoc) D47.* 29
Celkem 345

Rozdé¢leni diagnoz u détskych pacientii dle Mezinarodni klasifikace nemoci.
* znaci jakékoli dalsi mozné ¢&islo.




10.7 Priloha 7 — Informovany souhlas

Informovany souhlas s poskytnutim vzorku nehtti pro studii chromozomalné integrovaného

HHV-6
Vazeny pane, Vazena pani,

v ramei 1ékafského vyzkumu zkoumame problematiku virovych infekci danych Sestym lidskym
herpesvirem (HHV6-Human Herpesvirus 6). Tento virus je béZné u déti pii¢inou lehké détské exantémové
nemoci (Sestd exantémova nemoc), ktera v pribéhu nékolika dni vysich teplot a nasledného prchavého
exantému sama odezni. U téZce imunosuprimovanych pacient (détskych i dospélych), jako jsou napiiklad
pacienti lé¢eni pro nadorové onemocnéni, ¢i pacienti po transplantacich, je vSak tento virus popisovan i jako

V posledni dobé jsou také popsany piipady integrace genetické informace tohoto viru pfimo do
lidskych chromosomi vSech bunck téla u piiblizné 1-2% populace. Tento stav sice dovoli genetickou
informaci viru detekovat, ale je pro pacienta z dosud znamych fakti biologicky zcela bez vyznamu. Ptes to se
zda, ze alespon nékteré virové proteiny jsou vtomto stavu tvofeny a mohou tedy néjak ovliviiovat
organismus nositele. Potencialni nebezpeci pro nositele lezi z pohledu chromosomalné integrovaného HHV6
tedy predevsim v detekovani pfitomné virové genetické informace ve vysoké kvantité, kterd je u vétSiny
imunosuprimovanych pacientt pfiznakem aktivni infekce s nutnosti 1é¢by virostatickymi 1éky s potencialné
nebezpecnymi nezadoucimi Géinky.

Protoze se snazime se o chromosomalné integrovaném HHV6 a jeho biologickém chovani dozveédét
co nejvice, abychom zabranili moznym zavaznym nezadoucim ucinkdm virostatické terapie, chtéli bychom
Vas pozadat o souhlas S vySetfenim nehtd Vasich, ¢i Vaseho ditéte na pfitomnost genetické informace

HHV®6. S pfipadnym pozitivnim vysledkem budete seznameni.

Vas ptipadny nesouhlas plné respektujeme a v zadném piipadé neovlivni poskytovanou lékaiskou

péci. Precetl jsem a porozumél pfedloZzenému textu.

Souhlasim s vyuzitim vzorkli odebranych mné (mému ditéti) k vyzkumu za vySe uvedenych

podminek

Vv dne

Podpis: Podpis zakonného zastupce
(u osob mladsich 18-ti let)
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10.8 Priloha 8 — Navody

10.8.1 QlAamp DNA Blood Mini Kit

Important Notes Before Starting
Preparation of reagents

QIAGEN Protease stock solufion (store at 2-8°C or ~20°C)

When using the QlAamp DNA Blood Mini Kit (50), pipet 1.2 ml protease solvent*
(nucleasefree water containing 0.04% sodium azide) into the vial confaining
lyophilized QIAGEN Protease, as indicated on the label. When using the QlAamp
DNA Blood Mini Kit (250), pipet 5.5 ml protease solvent into the vial containing
Iyophilized QIAGEN Protease, as indicated on the label.

Dissolved QIAGEN Protease is stable for up to 2 months when stored at 2-8°C.
Storage at ~20°C is recommended to prolong the life of GIAGEN Protease, but
repeated freezing and thawing should be avoided. For this reason, storage of
aliquots of QIAGEN Protease is recommended.

2. Buffer ALt (store at room temperature, 15-25°C)

Mix Buffer AL thoroughly by shaking before use. Buffer AL is stable for 1 year when
stored at room femperature.

Note: Do not add QIAGEN Protease or Proteinase K directly to Buffer AL.

Buffer AW1! (store at room temperature, 15-25°C)

Buffer AW is supplied as @ concentrate. Before using for the first time, add the
appropriate amount of ethanol (96-100%) as indicated on the botfle and in Table 7.
Buffer AW is stable for 1 year when stored closed at room femperature.

Table 7. Preparation of Buffer AW1

X

3
=
a
5
-

Q
2
a

Vacuum Protocol

Blood and Body Fluid Vacuum Protocol

Things to do before starting:

Equilibrate samples to room lemperature (15-25°C)

*  Heat a water bath or heating block 1o 56°C for use in step 4.

*  Equilibrate Buffer AE or distilled water o room temperature for elution in step 11

*  Ensure that Buffer AW1, Buffer AW?2, and QIAGEN Protease have been prepared
according to the insiructions on page 24,

* Ifa precipitate has formed in Buffer AL, dissolve by incubafing at 56°C

*  All centrifugation steps should be carried out ot room temperature.

o For senp of the GlAvoc 24, see pages 18-20. For setup of the GlAvac 65, see
pages 21-23

*  Switch off vacuum between steps o ensure that a consistent, even vacuum is applied
during protocol steps.

©  Use carrier DNA if the sample contains <10,000 genome equivalents (see page 9).

200 yl of whole blood ylelds 3-12 pg of DNA

1. Pipet 20 pl GIAGEN Protease for Proteinase K] info the botiom of a 1.5 ml
i tube.

2. Add 200 yl sample to the microcentifuge tube. Use up 1o 200 pl whole blood,
plasma, serum, or body fluids, or up 1o 5 x 10° lymphocytes in 200 pl PBS.
1fthe sample volume is less than 200 4, odd the appropricie volume of PBS.
GlAamp Spin Columns copurify RNA and DNA when bokh are present in the
somple. RNA may inhibit some downsiream enzymolic reactions, but not PCR. If

- N RNAdree genomic DNA is required, 4 pl of an RNase A stock solution (100 mg/mi)
Kits AW iereobalibadl  Bbonsl bl Final vébs ol should be added fo the sample before addifion of Buffer AL

50 19 25 44 Note: It is possible fo add GIAGEN Protease [or Proteinase K) to somples that have
250 95 125 220 already been dispensed into microcentrifuge tubes. In this case, it is important o

4. Buffer AW2" (store at room temperature, 15-25°C)

Buffer AW2 is supplied as a concentrate. Before using for the first time, add the
appropriate amount of ethanol (96-100%) to Buffer AW2 concentrate as indicated
on the botfle and in Table 8, page 25.

Buffer AW2 is stable for 1 year when stored closed at room femperature.

ensure proper mixing after adding the enzyme

3. Add 200 pl Buffer AL to the sample. Mix by pulse-vortexing for 15 5.
In order o ensure efficient lysis, it is essential that the sample and Buffer AL are mixed
thoroughly 1o yield @ homogeneous solufion
1 the sample volume is larger than 200 yl, increase the amount of GIAGEN Protease
for Proteinase K] and Buffer AL proportionally; e.g., a 400 pl sample will require

40 pl QIAGEN Protease (or Proteinase K) and 400 pl Buffer AL. If sample volumes
larger than 400 pl are required, use of QlAamp DNA Blood Midi or Maxi Columns
is recommended; these can process up 1o 2 ml or up 1o 10 ml of sample, respectively.
Note: Do not add QIAGEN Protease or Proteinase K directly to Buffer AL

* Conton b ctdacs o pesaratbe. When vorking wth chomcoy ohays wear o sloble b cok
disposable g For consol rial safely dots
Shoon IMSDS3, avaloble Fom  prodct upplar

* Contains chookopic sab, which s an imitnt. Take appropriate laboratry safely measures and wear gloves
when handing. Not compatible wh disifecting agents containing bleach

2 GiAamp DNA Mini Kit and GlAamp DNA Blood Mini Kit 02/2003 %0 GlAamp DNA Mini Kit and QiAamp DNA Blood Mini Kit 02/2003

4. Incubate at 56°C for 10 min.
DNA yiekd reoches o maximum ofier lysis for 10 min ot 56°C. Longer incubolion
times have no effect on yield or quality of the purified DNA.

5. MW&I;MMW»WMMth

6. Mdzoo.;l.&.-dpwoonbhmpl. mdmagmbypdamgh
15 5. After mixing, briefly centrifuge the 1.5 drops

If the sample volume is greater than 200 pl, increase the amount of alcohol
proportionally; e.g., a 400 pl sample will require 400 pl of alcohol.

7. Insert the QlAamp Spin Column info the VacConnecior on the GlAvac vacuum

manifold. Carefully apply the mixture from step 6 to the QlAamp Spin Column
wikhout welling the ries. Swikch on the vacuum pump. Be sure 1o lave the bd of the
QlAamp Spin Column open while applying vacuum. After all lysates have been
drawn through the spin column, switch off the vacuum pump.
The collection tube from the bister pack can be saved for the centrifugafion in siep 10.
If ot this stoge all of the solution has not passed through the membrane, place the
GlAamp Spin Colum into a clean 2 ml collection tube (provided), close the cap,
and cenrifuge at 6000 x g (00O rpm) for 3 min or until ol the liquid has complelely
passed through. Ploce the GlAamp Spin Column inko another clean 2 ml collection
tube, and discard the ube conaining the filrate. Confinue with step 8 of the spin
protocol on page 28.

8. Apply 750 pl Buffer AW 1o the QlAamp Spin Column without wetting the rim. Leave
the §d of the Spin Colwan apen and swikch on the vacuves pump. After oll of Buffes
AW b osn crawn through the spin calemms, swvich off e vocvoms possp.

9. Add 750 pl Buffer AW2 without wetting the rim of the QlAamp Spin Column. Leave
the lid of the spin column open and switch on the vacuum pump. After all of Buffer
A2 ios bier corwsn through s apia calemss, sedtch off tis vorues pisp.

10. Close the lid of the QlAamp Spin Column, remove it from the vacuum manifold, and
discard the VacConnector. Place the QlAamp Spin Column info a dean 2 ml
collection tube and centrifuge at 20,000 x g (14,000 rpm) for 1 min to dry the
membrane completely.

A second elution step with a further 200 1 Buffer AE will increase yields by upto 15%.
Volumes of more than 200 pl should not be eluted into @ 1.5 ml microcentrifuge tube
because the spin column will come info contact with the eluate, leading 1o possible
aerosol formation during centrifugation.

Elution with volumes of less than 200 pl increases the final DNA concentration in the
eluate significantly, but slightly reduces overall DNA yield (see Table 4, page 16].
For samples containing less than 1 pg of DNA, elution in 50 pl Buffer A or water is
recommended. Eluting with 2 x 100 pl instead of 1 x 200 pl does not increase
elution efficiency.

For longterm storage of DNA, elufing in Buffer AE and storing ot ~20°C is
recommended, since DNA stored in water is subject fo acid hydrolysis.

A 200 yl somple of whole human blood (~5 x 10¢ levkocytes/mi) typically yields
6 pg of DNA in 200 pl water (30 ng/pi] with an Azu/Azes ratio of 1.7-1.9.

For more information about elution and how to determine DNA yield, purity, and
length, refer fo pages 15-17.

1014 WANIDA
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Discard the collection tube confaining the filtrate. Carefully open the QlAamp Spin
Column. Add 200 pl Buffer AE or distilled water equiibrated o room
Incubate at room temperature for 1 min, and then centrifuge at 6000 x g (8000 rpm)
for 1 min.

Incubafing the QGlAamp Spin Column loaded with Buffer AE or water for 5 min ot
room temperature before centrifugation generally increases DNA yield.

GlAamp DNA Mini Kit and QlAamp DNA Blood Mini Kit 02/2003 31 32 GlAamp DNA Mini Kit and GlAamp DNA Blood Mini Kit 02/2003

Cely navod je ke k dispozici: http://www.giagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/DNA-Sample-
Technologies/Genomic-DNA/QlAamp-DNA-Mini-Kit#resources
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10.8.2

QIAamp DNA Micro Kit

Protocol: Isolation of Genomic DNA from Forensic Case
Work Samples

This protocal is for isolation of genomic DNA from cigaretie butts, envelopes, hotr, noil
clippings, stomps, or blood, saliva, or semen siains.

Important points before starting

Perform oll ihuge steps of room (15-25°C)
Check whether carrier RNA is required (see poges 12 and 14)

m..-.a.u..-s.

Equilibrate Bufler AE or distifled woter for elution 1o room temperature (15-25°C)
Set o thermomixer or heated orbitol incubator 1o 56°C for use in sep 2, ond @
second thermomixer or heoted orbital incubator 1o 70°C for use in step 5.
thermomixers or heoted orbitol incubators are not ovoilable, heoting blocks or
water boths con be used instead.

If Buffer AL or Buffer ATL contoins precipitates, dissolve by heafing 1o 70°C with
gentle agitation.

If processing semen sains, hair, or nall clippings, prepare on aqueous | M DTT
(dishiothreitol) stock solution. Store aliquots ot -20°C. Thaw immediately before
e

Ensure thot Buffers AW and AW2 have been prepared according 1o the insiructions
on poge 13

Optionol: If processing stoined fobrics, GlAshredder Spin Columns may be
required

Procedure

Lyse samples occording to step 1a (cigorette butts), 1b lenvelopes or stamps), Tc
fhair roats), 1d thair shafts without roohs), 1« (nail dippings), or 1f imaterial stained
with blood, saliva, or semen).

Lysing cigarette butts:

Cutouta | am’ piece of outer paper from the end of the cigarette or filler. Cut this
plece info & smaller pieces. Transfer the pieces 1o a 1.5 ml microcentrifuge fube
[not provided).

Add 300 pi Buffer ATL and 20 pl Proteinase K, close the id, and mix by pulse-
vortexing for 10 3. Continue the procedure from step 2.

GlAamp DNA Micro Handbook  08/2003

Briefly centrifuge the tube to remove drops from the inside of the lid.

Add 300 pl Buffer AL, dose the lid, and mix by pulse-vortexing for 10 5.

To ensure efficient lysis, it is essential that the sample and Buffer AL are thoroughly
mixed to yield o s solution,

A white precipiiate may form when Bufler AL s odded to Buffer ATL The precipitate
does nol interfore with the GlAamp procedure and will dissolve during incubation
in step 5

Note: If carrier RNA 1s required (see poge 12), odd | pg dissolved carmier RNA
to 300 pl Buffer AL. Note that carrier RNA does not dissolve in Buffer AL It must
first be dissolved in Buffer AE and then odded 1o Buffer AL

Ploce the tube in the thermomixer or heated orbital incubator, and incubate ot
70°C with shaking at 900 rpm for 10 min.

If using a heating block or water bath, vortex the tube for 10 5 every 3 min to
improve lysis

Centrifuge the tube ot full speed (20,000 x g; 14,000 rpen) for 1 min.

Carefully wansfer the supernatant from step 6 to the QlAamp MinEhste Column
without wetting the rim.

Lysate remaining in solid somple material (e.g., denim) can be horvested by
wamlerring the materiol 1o o QlAshredder Spin Column {not supplied) and
contrifuging ot full speed for 2 min, Transher the flow-through 1o the GlAamp MinElute
Column without weting the rim.

Close the lid, and centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Place the QlAamp
MinElute Column in o clean 2 ml collection tube, and discard the collection tube
containing the flow-through.

1f the lysate has not completely passed through the membrane after centrifugation,
cenirifuge ogain ot o higher speed until the QlAamp MinElute Column is empy.
Carefully open the QlAamp MinElute Column and add 500 pl Buffer AW without
wetting the rim. Close the lid and centrifuge ot 6000 x g (8000 rpm| for 1 min.
Ploce the QlAamp MinElute Colsmn in a dean 2 ml collection tube, and discard the

1b.

Lysing envelopes or stamps:
Cut out @ 0.5-2.5 cm® sample from the envelope or stamp, and then cut it into
smaller pieces. Transfer the pieces to a 1.5 ml microcentrifuge tube [not provided).

Note: Before cutting out the envelope or stamp sample, surfoce contamination can
be reduced by using a swab moistened with distilled water

Add 300 pl Buffer ATL and 20 pl Proteinase K, close the lid, and mix by pulse-
vortexing for 10 s. Continue the procedure from step 2.

Lysing hair roots:

Add 300 i Buffer ATL, 20 pl Proteinase K, and 20 pl 1 M DT to @ 1.5 ml micro-
centrifuge tube (not provided).

Cut off a 0.5-1 am piece starfing from the hair bulb and ransfer it to the 1.5 ml
microcentrifuge tube. Close the lid and mix by pulse-vortexing for 10 s. Continue
the procedure from step 2.

Lysing hair shafts {without roots):

Add 300 pl Buffer ATL, 20 pl Proteinase K, and 20 pl 1 M DIT to 1.5 ml micro-
centrifuge tube (not provided).

Cut the hair shoft into 0.5-1 cm pieces and transfer them to the 1.5 ml microcen-
trifuge tube. Close the lid and mix by pulse-vortexing for 10 5. Confinue the
procedure from step 2.

Transfer the nail dippings to @ 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided).
Add 300 i Buffor ATL, 20 pl Profeinase K, and 20 pl 1 M DIT, dlosa the lid, and
mix by pulse-vortexing for 10 5. Continue the procedure from step 2.

. Lysing material stained with blood, saliva, or semen:

Cut out up to 0.5 cm* of stained material and then cut i into smaller pieces. Transfer
the pieces to @ 2 ml microcentrifuge tube (not provided).

Add 300 pl Buffer ATL and 20 pl Proteinase K. i processing semen stains, odd
20 pl 1 M DTT as well. Close the lid and mix by pulse-vortexing for 10 s. Continue
the procedure from step 2.

Place the tube in a thermomixer or heated orbital incubator, and incubate ot 56°C
with shaking at 900 rpm for ot least 1 h.

In general, hairs are lysed in 1 h. If necessary, increase the incubation time 1o
ensure complele lysis.

i using o heating block or water bath, vortex the tube for 10 s every 10 min to
improve fysis.

For larger samples of nail dippings, we recommend overnight incubation ot 56°C
Any materiol that is not lysed during this incubation step or the incubation in step
5 will be pelleted during centrifugation in step 6.
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Carefully open the QlAamp MinElte Column and odd 500 pl Buffer AW2 without
wetting the rim. Close the lid and centrifuge ot 6000 x g (8000 rpm] for 1 min.
Ploce the QlAamp MinElute Column in @ dean 2 ml collection tube, and discord the
collection fube containing the flow-through.
Contoct between the GlAomp MinElute Column ond the flow-through should be
ovoided. Some centrifuge rofors may vibrate upon deceleration, resulting in the
which contoins ethanol, coming into contoct with the MinElte
Column. Take care when removing the GlAamp MinEke Column and collection
tube from the rotor, so that flowthrough does not come into contoct with the
GlAomp MinElute Column

. Centrifuge ot full speed (20,000 x g; 14,000 rpm] for 3 min to dry the membrane
completely.

This slep is necessary, since ethanol camryover info the elucte may interfers with
some downstream opplications.

hhﬂhmﬂ--:&nlidm&hﬂ
and discard the collection fube containing the

open the lid of the QlAamp MinElute Column ond apply 20-50 pl Buffer AE or

distilled water fo the center of the membrane.

1 high pH or EDTA affects sensitive downsiream applications, use water for elution

(see poge 11}

Important: Ensure that Buffer AE or distiled woter is equilibroted 1o room temperature

(15-25°C). Dispense Buffer AE or distifled water onto the cener of the membrane

1o ensure complete elution of bound DNA.

MMMWMMMMMQJWM

Choose @ volume to the

mmnmamuhwnsuuh"hmdm

solution opplied 1o the column

. Close the lid and incubate ot room temperature [15-25°C) for 1 min. Centrifuge ot

full speed (20,000 x g: 14,000 rpmi for 1 min.
Incuboting the QlAamp MinElute Column looded with Buffer AE or water for 5 min
at room temperature before centrifugation generally increases DNA yield

Cely navod je ke k dispozici:http://www.qgiagen.com/Products/Catalog/Sample-TechnologiessDNA-Sample-

GlAamp DNA Micro Handbook  08/2003

GlAamp DNA Micro Handbook  08/2003 n

Technologies/Genomic-DNA/QIAamp-DNA-Micro-Kit#resources



10.8.3 Plasmid mini kit

Protocol: Plasmid or Cosmid DNA Purification using
QIAGEN Plasmid Mini Kit

This protocol is designed for preparation of up to 20 pg of high-copy plasmid or cosmid
DNA using the QIAGEN Plasmid Mini Kit. For addifional protocols, such as for cosmid,
low-copy-number plasmid, BACs, PACs, P1s, and doublestranded M13 repllccnve form
purification, see the recommendations at www.giagen.com/gofo/pl

Important notes before starting

B New users are advised fo familiarize themselves with the detailed protocol provided
in this handbook. In addition, extensive background information is provided on our
plasmid resource page www.giagen.com/goio/plasmidinfo.

M Optional: Remove samples at indicated steps to monitor the procedure on an
analytical gel [see page 41)

Things to do before starting

B Add the provided RNase A solution to Buffer P1 before use. Use 1 vial RNase A
[centrifuge briefly before use] per bottle Buffer P1 for final concentration of 100 pg/ml.

B Check Buffer P2 for SDS precipitation due o low storage femperatures. If necessary,
dissolve the SD$ by warming to 37°C.

M Prechill Buffer P3 at 4°C.

B Optional: Add the provided LyseBlue reagent fo Buffer P1 and mix before use. Use
1 vial LyseBlue reagent per botfle Buffer P1 for a final dilution of 1:1000 (e.g., 10 pl
LyseBlue into 10 ml Buffer P1). LyseBlue provides visual identification of opfimum buffer
mixing thereby preventing the common handling errers that lead to inefficient cell
lysis and incomplefe precipitation of SDS, genomic DNA, and cell debris. For more
details see “Using LyseBlue reagent” on page 14.

Procedure

1. Pick a single colony from a FrEsMy streaked selective plate and inoculate a starter
culture of 2-5 ml LB medium contai ing the appropriate selective antibiotic. Incubate
for approximately 8 h at 37°C with vigorous shaking (approx. 300 rpm).
Use a tube or flask with a volume of at least 4 times the volume of the culture.

2. Dilute the starter culture 1/500 to 1/1000 into 3 ml selective LB medium. Grow at
37°C for 12-16 h with vigorous shaking {approx. 300 rpm).
Use a flask or vessel with a volume of ot least 4 times the volume of the culture. The
culture should reach a cell density of approximately 3—4 x 107 cells per millilifer,
which typically corresponds to a pellet wet weight of approximately 3 g/liter
medium.
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7. Centrifuge at maximum speed in a microcentrifuge for 10 min. Remove supernatant
containing plasmid DNA promptly.
Before loading the cenlrifuge, the sample should be mixed again. Cenfrifugation
should be performed af maximum speed in 1.5 ml or 2 ml microcenrifuge fubes
le.g., 10,000-13,000 rpm in @ microcentrifuge). Maximum speed comesponds fo
14,000-18,000 x g for most microcentrifuges. After centrifugation, the supernatant
should be clear. Ifthe supernatant is not clear, a second, shorfer centrifugation should
be carried out io avoid applying any suspended or particulate material to the column.
Suspended material (which causes the sample to appear turbid) will clog the column
and reduce or eliminate flow.

Optional: Remave a 50 pl sample from the cleared lysate and save it for an analytical

gel sample 1)
8. Equilibrate o QIAGEN-ip 20 by applying T ml Buffer QBT, and allow the column to
empty by gravity flow.

Place QIAGENHips into a QlArack over the waste fray or use the fip holders provided
with each kit [see “Setup of QIAGENHips” page 13). Flow of buffer will begin
avtomatically by reduction in surface tension due to the presence of detergent in the
equilibration buffer. Allow the QIAGENHip fo drain completely. QIAGEN-ips can
be left unattended, since the flow of buffer will stop when the meniscus reaches the
upper frit in the column.

9. Apply the supematant from step 7 to the QIAGEN-tip 20 and allow it fo enter the
resin by gravity flow.
The supernatant should be loaded onto the QIAGENip promptly. Ifit is left toa long
and becomes cloudy due to further precipitation of protein, it must be centrifuged
again before loading to prevent clogging of the QIAGENHip.
Opiional: Remove a 50 il sample of the flow-hrough and save for an analytical gel
(sample 2).

10. Wash the QIAGEN-tip 20 with 2 x 2 ml Buffer QC.
Allow Buffer QC to move through the QIAGENHip by gravity flow.
Optional: Remove a 220 pl sample of the combined wash fractions and save for an
analytical gel (sample 3).

11. Elute DNA with 0.8 ml Buffer QF.
Collect the eluate in a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge fubes (not supplied).
Note: For constructs larger than 45-50 kb, prewarming the elufion buffer to 65°C
may help to increase yield.
Optional: Remove a 45 pl sample of the eluate and save for an analytical gel
(sample 4).
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3. Harvest the bacterial cells by centrifugation ot 6000 x g for 15 min at 4°C.
® Ifyou wish o stop the protocol and continue later, freeze the cell pellets af—20°C.

4. Resuspend the bacterial pellet in 0.3 ml of Buffer P1.
Ensure that RNase A has been added to Buffer P1.
If LyseBlue reagent has been added to Buffer P1, vigorously shake the buffer botfle
before use fo ensure LyseBlue particles are completely resuspended. The bacteria
should be resuspended completely by vortexing or pipetting up and down until ne
cell clumps remain.

5. Add 0.3 ml of Buffer P2, mix thoroughly by vigorously inverting the sealed tube
4-6 times, and incubate at reom temperature (15-25°C) for 5 min.
Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA. The lysate should
appear viscous. Do not allow the lysis reaction to proceed for more than 5 min. After
use, the botfle containing Buffer P2 should be closed immediately to avoid
acidification from CO, in the air
If LyseBlue has been added to Buffer P1, the cell suspension will tum blue after
addition of Buffer P2. Mixing should result in a homogeneously colored suspension.
If the suspension contains localized colorless regions or if brownish cell clumps are
still visible, confinue mixing the solution until @ homogeneously colored suspension
is achieved

6. Add 0.3 ml of chilled Buffer P3, mix immediately and th hly by vigorously
inverting 4-6 times, and incubate on ice for 5 min.
Precipitation is enhanced by using chilled Buffer P3 and incubating on ice. After
addition of Buffer P3, a fluffy white material forms and the lysate becomes less
viscous. The precipitated material confains genomic DNA, proteins, cell debris, and
KDS. The lysate should be mixed thoroughly o ensure even potassium dodecyl
sulphate precipitation. If the mixture still appears viscous, more mixing is required to
completely neuiralize the solution
If LyseBlue reagent has been used, the suspension should be mixed until all trace of
blue has g d the 1is colorless. A h colorless
indicates 'hcﬂ the SDS has been effectively precipitated.

14 QIAGEN Plasmid Purification Handbook  04,/2012
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Precipitate DNA by adding 0.7 volumes (0.56 m| per 0.8 ml of elution volume] of
room-temperature imprnpnnol fo the eluted DNA. Mix and cenirifuge immediately
at=15,000x g rpm for 30 minin @ microcentrifuge. Curefullydemnnhe supermmm
All sclutions should be af reom temp to minimize salt precip
pellets have a glassy appearance and may be more dlfﬁcu\r fo see thn rhe Hulfy
saltcontaining pellets that result from ethanol precipitation. Marking the outside of
the tube before cenfrifugation allows the pellet to be easily located. Isopropancl
pellets are also more loosely attached to the side of the tube, and care should be
taken when removing the supernatant.
13. Wash DNA pellet with 1 ml of 70% ethanol and centrifuge at 15,000 x g for 10 min.
Carefully decant the superatant without disturbing the pellet.
The 70% ethanol removes precipitated salt and replaces isopropanol with the more
volatile ethanol, making the DNA easier fo redissolve.
14.  Air-dry the pellet for 5-10 min, and redissolve the DNA in a svitable volume of buffer
le.g., TE buffer, pH 8.0, or 10mM Tris-Cl, pH 8.5)
Redissolve the DNA pellet by rinsing the walls o recover the DNA. Pipetfing the DNA
up and down fo promete resuspension may cause shearing and should be avoided.
Overdrying the pellet will make the DNA difficult o redissolve. DNA dissolves best
under slightly alkaline conditions; it does not easily dissolve in acidic buffers.

Determination of yield

To determine the yield, DNA ion should be d ined by both UV

spedmphommelry at 260 nm and quantitative analysis on an agarose gel. For reliable
A i , Azeo readings should lie between 0.1 and 1.0.

Agarose gel analysis

‘We recommend remaving and saving dliquofs during the purification procedure
(samples 1-4). If the plasmid DNA is of low yield or quality, the samples can be
analyzed by agarose gel elecirophoresis to defermine the sioge of the purification
procedure where the problem occurred (see page 41).

16 QIAGEN Plasmid Purification Handbook 04/2012

Cely navod je ke k dispozici: http://www.giagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/DNA-Sample-
Technologies/Plasmid-DNA/QIAGEN-Plasmid-Maxi-Kit#resources
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10.8.4 Plasmid maxi kit

Protocol: Plasmid or Cosmid DNA Purification using
QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kits

This peotocol is designed for preparation of up 1o 100 pg of high- or low-copy plasmid
or cosmid DNA using the GIAGEN Plasmid Midi K2, or up 1o 500 pg using the QIAGEN

Plosmid Maxi Kit. For oddifional protocols, such as for purification of very low<copy
plasmids or cosmids of less than 10 copies per cell, see poge 29 or visit
‘www.giogen.com/golo/ plowmidino

Low<copy plosmids that hove been omplified in the prasence of chioromphenicol should

be treated as high<opy plasmids when choosing the appropriate culture volume.
Table 3. Maximum recommended culture volumes*
QIAGEN-fip 100 IAGEN-tip 500

Highcopy plasmids 25mi 100 mi

Low-copy plosmids 100 mi 500 ml

* For the IAGENSp 100, ...-a-ay.a..n.wo,‘h%.s-‘-uo.mn«-
b-c.,ﬁ—d.!--m. the axpucted yiakds are 300-500 g for bigh-copy plosmids

ond 100-500 yg for lowcopy plosmids.

important points before storfing

New users are odvised 1o fomiliarize themselves with the detolled protocol provided
in this handbook. In oddiion, extensive bockground information is provided on our
plasmid resource page www.giogen com,/goto/plasmidinko.

I working with low-copy veciors, it moy be beneficial fo increase the lysis bufler
volumes 1o increase the efficiency of olkaline lysis, and thereby the DNA yield. In
case oddiional Buffers P1, P2, and P3 are neadad, their composiions are provided
in Appendix B: Composition of Buffers, on page 44. Allernctively, the buffers may
be purchased separctely (see poge 49).

Optfional: Remove somples of the indicoted steps 1o monitor e procedure on on
analyfical gel [see poge 41).

Blue (morked with o A ] dencles values for GIAGENSp 100 using the GIAGEN
Plasmid Midi Kit; red [maorked with o @) denotes volues for GIAGENp 500 using
the GIAGEN Plawmid Maxi Kit
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tube 4-6 fimes, and incubate ot room tempercture (15-25°C) for 5 min.

Do not vortex, o3 this will result in shearing of gencmic DNA. The lysate shodd

oppeor viscous. Do not allow the lysis d for more than 5 min. Aller

mhum&hnuhdﬂmnm

ocidiicasion from CO; in the air.

¥ LyseBlue has been odded 1o Buller P1, the cell suspension will tun blve offer
colored

stll visible, continee mixing the sohsion untl o homogeneously colored suspension
is ochieved.

Add A 4 mlor ® 10 mi of chilled Buffer P3, mix immediciely and thoroughly by
vigorously inverfing 4-6 fimes, and incubate on ice for A 15 min or @ 20 min.
Precipiiation is enhonced by wsing chilled Bufler P3 ond incuboting on ice. Aller
oddiion of Bufler P3, o fluffy whie moteril forms ond the lysale becomes less
viscous. The mateniol contoins genomic DINA, proteins, cell debris, and
precipiation. I the midure s8ll oppeors viscous, more mixing is required to
completely neuiralize the solufion.
lmmhb‘uﬂhmwbﬂddmd
bhue has gone ond the susp s colordess. A
muhmhh—hﬁw
Centrifuge ot 220,000 x g for 30 min ot 4°C. Rem P sning plasmid

B&nb&ghmhwﬁwb-‘dqﬂ Centrifugation
should be performed in nongloss tubes fe.g., polypropylens). Aler centrifugation
the supernaiont should be dear
Note: Insteod of centrifugation steps 7 and 8, the lysate con be efficiendly deared by
fiation wing o GiAliber Kits or Corridges (see www giogen.com/products/
pigumid/LorgaScolekity)
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Add the provided RNase A solution 1o Buffer P1 before use. Use 1 vial RNase A
fcontrifuge briefly before use) per bottle Buffer P1 for final concentration of 100 pg/ml.
Chack Buffer P2 for SOS precipitation due 1o low storage temperatures. if necessary,
dissolve the SDS by warming to 37°C.

Prochill Buffer P3 ot 4°C,

Optional: Add the provided LyseBlua reagent to Buffer P1 and mix before use. Use
1 vial LyseBlue reagent per bottle Buffer P1 for o final dilstion of 1:1000 (e.g., 10yl
LysoBluo into 10 ml Buffer P1). LyseBlue provides visuol identification of optimum
bufer mixing thereby preventing the common handling errors that lead o inefficient
coll lysis and incomplete precipitation of SOS, geaomic DNA, and cell debris. For
mare details see “Using LyseBlue reagent” on page 14

Procedure

Pick a single colony from a freshly streaked selective plate and inoculate o starter

culture of 2-5 ml LB medium containing the appropriate selective antibiotic. Incubate

for approx. 8 h at 37°C with vigorous shaking (approx. 300 rpm).

Use a tube or flask with a volume of ot least 4 times the volume of the culture

Dilute the starter culture 1/500 to 1/1000 into selective LB medium. For high-copy
inoculate A 25ml or ® 100 ml medivm with A 25-50 pl or

® 100-200 i of starter culture. For plasmids, inoculate A 100 ml or

® 500 ml medium with A 100-200 pl or @ 250-500 pl of skarter culture. Grow at

37°C for 1216 h with vigorous shaking (approx. 300 rpe).

Use o flask or vessel with o volume of af least 4 imes the volume of the culture, The

cubure should reach a cell density of appraximately 3—4 x 107 cells per millditer,

which typically corresponds to a pellet wet weight of approximately 3 g/liter

medium.

Harvest the bacterial calls by contrifugation at 6000 x g for 15 min ot 4°C.

# W you wish fo stop the protocal and continue later, freeze the cell pellets ot -20°C

Resuspend the bacterial pellet in & 4 ml or ® 10 ml Buffer P1.

For efficient lysks, it is imporiant fo use a vessel that is large enough to allow complete

mixing of the lysis buffers. Ensure that RNase A has been added to Buffer P1

If LyseBluo reagent has been added 1o Buffer P1, vigorously shoke the buffer bottle

before use 1o ensure LyseBlue particles are completely resuspended. The bocteria

should be resuspended completely by vortexing or pipetting up and down uniil no

cell clumps remain.

Add A 4mlor® 10 ml Bulfer P2, mix thoroughly by vigorously inverting the sealed

QIAGEN Plasmid Purification Hondbook  04/2012

8. Centrifuge the supernatant ogoin of 220,000 x g for 15 min ot 4°C. Remove

supernatant containing plasmid DNA promptly.

This second centrifugation step should be carmed out to avoid applying suspended
or particlote material 10 the QIAGEN#p. Suspended material {cousing the somple
1o appear turbid) con dog the QIAGEN#p and reduce or eliminate gravity ow.
Optional: Remove 0 & 240 4l or @ 120 4l sample from the cleared lyiote
supemnatant and save for on analytical gel (sample 1) 1o delermine whether growth
and lysis conditions weve opimol

9. Equilbrole o A QUGEN-tip 100 or ® QIAGEN ip 500 by applying & 4 mi or

@ 10 i Buffor QBT, and allow the column fo empty by grovity flow.
Flow of buffer will begin automatically by reduction in surfoce sension due %o the
presence of deteegent in the equilibration buffer. Allow the GIAGENSp 1o drain
. GRAGEN#ips can be lelt unattended, since the flow of buffer will sop

when the mentscus reaches the upper frit in the column.

10. Apply the supernatant from step 8 to the QIAGEN-ip and allow it 1o enter the resin
by gravity flow.
The supsenatant should be looded onto the GIAGEN4ip prompsly. I it is left 100 long
and becomes cloudy due 1o hurther precipitation of profein, # must be centrifuged
agoin or filered before loading 1o prevent clogging of the GIAGENHp.
Optional: Remove 0 & 240 yl or @ 120 4l somple from the Row through ond sove
for an analytical gel somple 2) 1o determine the efficiency of DNA binding 1o the
GIAGEN resin

11, Wash the QIAGEN#ip with & 2 x 10 ml or @ 2 x 30 ml Buffer OC.
Allow Buffer GC 10 move through the GIAGEN8ip by grovity flow. The fiest wash is
sufficient 1o remove contaminants in the mojority of plosmid DNA preparations. The
socond wash is especially necessary when large cullure volumes or bocteniol siroins
producing lorge omounts of carbohydrates ore used.
Optional: Remove o A 400 pl or @ 240 1 sample from the combined wash fractions
ond save for an onclytical gel (somple 3).

12. Bute DNA with & 5 mlor @ 15 ml Bulfer OF.
Collect the elucte in o 15 ml or 50 ml tube fnot supplied). Use of polycorbonote
contrifuge tubes is not recommendaed as polycarbonate is not resistont 1o the alcohol

sops.

Note: For constructs larger than 45-50 kb, preworming the elution buffer 1o 65°C
may help 10 increase yleld

Optional. Remove o & 100 i or @ 40 i somple of the eluate and save for on
analytical gl (somple 4).

® Hy wop the pr ;
periods longer than overnight are not recommended

4°C_ Sioroge

20 GIAGEN Plawmd Purication Hondbook  04/2012
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13. Precipitote DNA by adding & 2.5 ml or @ 10.5 mi (0.7 volumes) room-temperature
isopropancl 1o the elted DNA. Mix and cenrifuge immediately of 215,000 x g for
30 min ot 4°C. Carefully decont the supernciont.
Al sohusions should be of room tlemperature 1o minimize sak precipdation, olthough
cantrifugation Is camied oul of 4°C Jo prevent overheating of the sample
Abernotively, disposoble conicol botiom centrifuge Nbes con be used for
centrifugation ot S000 x g for 40 min ot 4°C. lsopropanol pellets have o glassy
appearance and may be more dificull 10 soe than the fulfy, saliconsoining peliets
that reslt from ethanol precipitation. Morking the outude of the tube before
centrifugation oows the pediet 1 be more easily lcoted Isoproponal pellets are aho
more looswly atoched 1o the side of the ube, and core should be token when
removing the supermatont

14, Wash DNA pollet with & 2 ml or @ 5 ml of room-temperature 70% ethanol, and
contrifuge of 215,000 x g for 10 min. Corefully decont the supernatant without
disturbing the pellet.
Alernatively, duposcble conicolbotiom centrifuge tbes con be used for
cantrifugation ot S000 x g for 60 min of 4°C. The 70% ethanal removes precipiioted
solt and replaces isopropancl with the more volotile sthanol, moking the DNA sasier
1o redissclve

15, Air-dry the peliet for 5-10 min, and redissolve the DNA in o suitable voksme of buffer
0.9, TE buler, pH 8.0, or 10 mM TrisCl, pH 8.5
Readissolve the DNA peliet by rinsing the walls 1o recover the DNA, especially if glass
tubes have been used. Pipetting the DNA up and down 10 promoe resuspension may
couse shearing and should be avoided. Overdrying the pellet wil make the DNA
difficult 1o redissolve. DNA dissolves best under shightly alkoline conditions; it does
not easdly dissolve in ocidic bufers

Determination of yield
To determine the yield, DNA concentration should be determined by both UV

spectropholometry ot 260 nm and quontitative analysis on on ogarose gel. For reliable
spectrophotometric DNA quantification, A, readings should be between 0.1 and 1.0

Agarose gel analysis

We recommend removing and saving aliquots during the purification procedure
{somples 1-4). If the plasmid DNA is of low yield or quolity, the somples con be
analyzed by ogarose gel electrophoresis 1o determine the stoge of the purihication
procedure where the problem occurred (see poge 41)
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Cely navod je ke k dispozici: http://www.qgiagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/DNA-Sample-
Technologies/Plasmid-DNA/QIAGEN-Plasmid-Maxi-Kit#resources

10.8.5 Lympho grow

1. Nechte roztat potfebné mnozstvi LymphoGrow a vytemperujte na
pokojovou teplotu.

2. Sterilné pfeneste 0,5 ml heparinizované plné krve do zkumavky.

3. Zamichsjte a inkubujte kultury pfi 37°C v 5% CO2 atmosféfe v inkubatoru
48 az 72 hodin (zkumavky museji leZzet honzontalné).

. 1-2 h pred koncem inkubace pfidejte 0,1 ml Colcemidu (na finalni
koncentraci 0,1 pg/ml)

_ Centrifugujte (5 minut pfi 500 g)

- Wylijte témérF viechen supernatant (nechte jen par kapek na dné).

. Piidejte 5-10 ml KCI 0,075 M pfedehfaté na 37°C (pribézZné michejte)
_ 10 minut inkubujte pfi pokojové teploté

. Centrifuguyte (5 min pi 500 g)

10.Phdejte 5-8 ml fixativa (Cerstvé prepravene 3 dily methanolu a 1 dil
kyseliny octové)

11.Opakujte kroky 9 a 10 dvakrat.
12_Resuspendujte bunéény pelet v malém objemu Eerstvého fixativa

I

[1=R=-T S = ]

Pokud potfebujete uschovat bunéény pelet, doporutujeme zkumavku petlivé uzavrit
a zmrazit na —20°C .

Pro karyotypizaci postupujte dle svého osvédieného protokolu.

Pouze pro pouZiti v in vitro diagnostice

NENI uréeno pro humanni ani veterinarni terapeutické uéely. Pougziti jing, nez
doporuéené, mize byt v rozporu s mistnimi zakony.

Vyrobce: CytoGen GmbH, Bienenweg 28, D-35764 Sinn, Némecko

Bienenweg 28, D — 35764 Sinn, Germany
Tel. +49 - 2772 - 57 20 587

Fax +49— 2772 — 570 945

E-Mail: CytoGen@Eurobiz.de

Web: www.CytoGen.Info

Cely navod je ke k dispozici: http://www.pentagen.cz/files/download/cytogen/LymphoGrow_Navod.pdf
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11 Seznam zKkratek

CCL
CCR

CD134
CD3

CD4
CD46

CD8
Ci-HHV-6
DR1-DR7
FISH

gB

gH

gH, gL,
gQ, gB
GRIM-19
H6LT I a
1|

HL
HHV-6
HSCT
IE1alE2
IEAalEB

IFN

1gG

IgM

IL10

IL12
IL18
IL2
ISG

cytokin, signalizacni chemokin produkovén pfedevsim v zanétlivych
procesech

receptor cytokinu, charakteristicky cysteinovymi doménami

receptor vystaveny na nezralych T lymfocytech, zprostfedkovava
bunécnou vazbu s HHV-6B

tvofi komplex s T-bunécnym receptorem (TCR) a vaze se na MHC
receptor zprostiedkovavajici vazbu mezi lymfocytem a antigenem
vystavenym na na MHC II komlexech, zprostfedkovava Th odpoveéd’
imunitniho systému

protein pusobici jako kofaktor pii inaktivaci komplementu,
zprosttedkovava bunécnou vazbu pro Sesty lidsky herpesvirus

receptor zprostfedkovavajici vazbu mezi cytotoxickym T lymfocytem a
antigenem vystavenym na na MHC I komlexech

chromozomaln¢ integrovany Sesty lidsky herpesvirus

konec¢né virové sekvence, zahrnujici v sobé opakujici se sekvence
fluorescenéni hybridizace in situ

glykoprotein B je uvolnén do extracelularniho prostoru pti prostupu
virové partikule bunécnou membranou

glykoprotein H zprosttedkovavajici vazbu mezi bunécnym receptorem a
virovou partikuli

glykoproteinovy vazebny komplex typicky pro herpesviry
regulacni protein pro fizenou bunécnou smrt

latentni transkripty typické pro Sesty lidsky herpesvirus

Hodgkintiv lymfom

Sesty lidsky herpesvirus

transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

virové proteiny brzké rané faze

oblasti ve virovém genomu kodujici proteiny brzké rané faze
interferony jsou cytokiny, alfa a beta zprostiedkovavaji Thl a gama Th2
odpovéd’ imunitniho systému

imunoglobulin tfidy G (glykoprotein), monomer, adheruje fagocyt k
fagocytujicimu objektu, chrani fetus a novorozence, ktery nema
vyvinutou vlastni obranyschopnost

imunoglobulin téidy M (glykoprotein) sklada se z 5-6 monomert,
opsonizuje antigeny, podili se na neutralizaci vird

interleukin 10 je hlavni tlumivy cytokin, tlumi sekreci IL2 a IL10,
podporuje tvorbu B-lymfocytt, jeho sekrece vede k Th2 protilatkové
odpovédi

interleukin 12 jeho sekrece sméruje imunitni odpovéd’ k Thl pfedevsim
makrofagové odpovedi

interleukin 18 stimuluje tvorbu INF-gama a 1L2

interleukin 2 zékladni rtistovy faktor T-lymfocyta

bunécny gen zapojeny do zvySené produkce cytokini
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ISGF3
NF-
kappaB
PBMC
PCR
R1-R3
RANTES

RQ-PCR
RT-PCR
TCR
Thi
Th2
TNF
TNFR1
TRADD
U1-100
ULM
uS22

faktor nezbytny k aktivaci genu ISG

skupina transkripcnich faktorti ovliviiujici ptepis geni dalezitych pro
imunitu a bunénou smrt

jaderné bunky periferni krve (lymfocyty, monocyty, makrofagy)
polymerazova fetézova reakce

sttedové repetice v genomu HHV-6

chemokin regulujici protivirovou odpovéd

polymerazova fetézova reakce s fluorescecné znacenou sondou, signal je
sniman v "redlném Case"

reverzni polymerazova fetézova reakce

T bunéény receptor spolecné s CD3 tvofi komplex pro navazani antigenu
zanétlivé T-lymfocyty

regulaéni, vedouci k produkci B-lymfocytt

skupina cytokinti navozujicich apoptoézu

receptor pro TNF

protein zapojeny do navozeni apoptosy

unikatni oblasti kédujici HHV-6 geny

Ustav lékatské mikrobiologie 2. LFUK a FNM

rodina genti shodnych pro betaherpesviry
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