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Abstrakt

Tato prace je ptehledem publikovanych praci z oblasti lidskych picornavirti (enterovirus,
parechovirus) a jejich mozné role v patogenezi diabetu 1. typu, dale je tato prace doplnéna
kratkou zpravou o testovani parechovirové virémie v pilotnim souboru krvi od jednotlived,
ktefi jsou geneticky predisponovani k diabetu 1. typu. Diabetes 1. typu je onemocnéni koncici
absolutnim deficitem inzulinu v diisledku autoimunitni destrukce beta bun¢k pankreatu. Je to
typické polygenni, multifaktoridlni onemocnéni. Zatimco jeho geneticka slozka se zda byt
pomérné dobie definovana (HLA, INS, CTLA4, PTPN22, CTLA4, IFIHI a mnoho dalSich
gentl), environmentalni ¢ast etiologie zlistava nejasna: jsou zde Cetni etiologicti kandidati, ale
vétSinou bez nezvratnych dikazli o skutecném vztahu s nemoci. Viry jsou v této souvislosti
Casto zminovany, zvlast€¢ se veénuje pozornost pikornavirim (podskupina Coxsackie z
enterovirového rodu, nebo Ljungan viru, coz je hlodav¢i parechovirus). Tato prace se
zam¢fuje na neddvno dokoncené nebo probihajici dlouhodobé studie, které se zabyvaji
enteroviry a diabetem, a okrajové se dotykaji i jinych virti. Usuzuje se, ze skupina v soucasné
dobé dostupnych diikazii neumozituje rozhodnout o uloze vird v patogenezi, ani urcit jediny
virus, proti kterému by se mohlo ockovat. Nakonec je predlozena kratkd zprava o pilotnim
testovani lidského parechoviru z krvi, které byly pouZzity v longitudinalni studii zaméfené na
prediabetes, pomoci vysoce citlivého nested PCR strategii. V tomto testovani jsme pozorovali
parechoviry tak ziidka (2,1 % v krvich), ze nemuze byt predlozen dikaz o mozné vyznamné
asociaci s diabetem. To je v rozporu s enterovirem, ktery - diive nalezeny ve vice nez 11 %
téchto krvi za pouziti stejné detekéni strategie - je dobry cil pro dlouhodobé epidemiologické

studie.
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Abstract

The work is a review of published papers on human picornaviruses (enterovirus,
parechovirus) and their possible role in the pathogenesis of type 1 diabetes, complemented
with a short report on testing of parechovirus viraemia in a pilot set of bloods from
individuals with a high genetic risk of type 1 diabetes. Type 1 diabetes is a disease resulting
from an absolute insulin deficiency due to the autoimmune destruction of pancreatic beta
cells. It is a typical polygenic, multifactorial disease. While its genetic component seems to be
relatively well defined (the HLA, INS, CTLA4, PTPN22, CTLA4, IFIHI and numerous other
genes), the environmental part of the etiology remains obscured: there are numerous etiologic
candidates, yet mostly without conclusive evidence of actual association with the disease.
Viruses are often mentioned, with certain picornaviruses being given especial attention (the
Coxsackie subgroup of the Enterovirus genus, or the Ljungan virus, a rodent parechovirus).
The present review focuses on recently finished or ongoing longitudinal studies on
enteroviruses and diabetes, and marginally touches also other viruses. It is concluded that the
body of currently available evidence does not allow to decide about the role of the viruses in
the pathogenesis, nor to pinpoint a single virus that might be vaccinated against. Finally, a
short report is presented on a pilot testing of human parechovirus in bloods from a
longitudinal study on prediabetes, using a high-sensitivity nested PCR strategy. In this testing,
we observed the parechoviruses so rarely (2.1 % of the bloods) that a meaningful association
study with diabetes cannot be envisaged. This is in contrast with enterovirus, which — having
been previously found in more than 11 % of these bloods using an identical detection strategy

—1is a good target for longitudinal epidemiologic studies.
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Seznam zKratek

T1D — Diabetes 1. typu

HLA — Human Leukocyte Antigen — systém lidskych leukocytarnich antigent
HEV — Lidské enteroviry

IRES - Internal Ribosome Entry Site

HPeVs — Lidské parechoviry

IFIH1 - Interferon induced with helicase C domain 1
CTLA4 — Cytotoxic T — lymphocyte antigen 4 gene
PTPN22 — Protein Tyrosin Phosphatase non- receptor 22
HCAR - Human Coxsackievirus and Adenovirus receptor
DAF - Decay accelerating factor

ICAM 1 — Intercellular adhesion molecule 1

VCAM 1 — Vascular cell adhesion molecule 1

RT-PCR — Reverse transcription polymerase chain reaction
RIA — Radio Immuno Assay

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

IFA - Indirect Fluorescence Assay

FRET - Fluorescence resonance energy transfer

LjV — Ljungan Virus

B2M — Beta 2 mikroglobulin
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1. Uvod

Pikornaviry hraji patrné roli v patogenezi diabetu 1. typu: jiZ od konce Sedesatych let je jejich
nejznaméjsi rod, enterovirus, podezirdn z podilu na vzniku a rozvoji prediabetického procesu.
Navic dal$i virus, Ljungan virus, je schopen navodit u nékterych hlodavct diabetes, ktery

velmi napadné piipomina prave lidsky diabetes 1. typu.

Ptes mnoho desetileti vyzkumu vSak neni souvislost mezi enterovirovou infekci a vyvojem
autoimunity, resp. rozvojem diabetu 1. typu, objasnéna. Tématem se zabyvalo a zabyva
mnoho studii. Diabetes je vSak pomérné zakefné onemocnéni, kde mezi zacatkem
prediabetického procesu a vlastni manifestaci choroby uplyne velmi mnoho ¢asu, proto je
odhaleni kauzality pro jakékoli infekéni agens velmi komplikované. Navic jako u kazdého
polygenniho, multifaktoridlniho onemocnéni bude infekéni pfi¢ina zodpovédnd pouze za

zlomek ptipadi.

Celkové se na etiologii onemocnéni podileji cirka polovinou faktory genetické, druhou

polovinou faktory negenetické, véetne infekci.

Genetickou predispozici k diabetu 1. typu pak asi z poloviny uddvaji HLA geny, konkrétné
HLA-DQBI, -DQAI, -DRBI. Dale jsou to geny CTLA4 a PTPN22, které pfispivaji k rozvoji
diabetu 1. typu a novée taky studovany gen IFIH].

Za negenetické faktory jsou povazovany piedevs§im virova infekce a sloZeni potravy déti. Tato
prace se predevSim zabyva faktory zpusobené virovou infekci, hlavné infekci zaptic¢inénou
enteroviry, které se dle dostupnych studii zdaji byti nejpravdépodobnéj$imi kandidaty.
K rozvoji autoimunity mize dojit abnormalni aktivaci T bun€k imunitniho systému ¢i pfimou
interakci virl s ostriivky pankreatickych bun€k, poptipadé¢ nové objevenym mechanismem,
coz je fagocytdza beta bunc¢k napadenych enteroviry dendritickymi buiikami. Vysledkem
destrukce beta bun€k je absolutni insulinovy deficit. Tato prace se zabyva rGznymi
dlouhodobymi studiemi a jejich vysledky vyzkumu enterovirové infekce a jeji potencidlni

souvislost s rozvojem diabetu 1. typu



2. Enteroviry a parechoviry

Rody Enterovirus a Parechovirus patii do rodiny pikornaviri. Ta se vyznacuje tim, Ze jsou to
malé neobalené RNA viry. Jednofetézcovda RNA ma pozitivni polaritu. Do této rodiny mimo
Enterovir a Parechovirt patfi také Rhinoviry, Cardioviry, Aphthoviry a Hepatoviry (Jing-Yi
Lin, Tzu-Chun Chen et al. 2009).

Z lidskych patogent jsou historicky nejlépe prozkoumdny tii sérotypy polioviru, ktery
zpisobuje (jiz patrné eradikovanou) zdvaznou chorobu — poliomyelitis. Znalosti ziskané
studiem poliovirt a vyvojem vakcin proti nim je mozné vice ¢i mén¢ aplikovat i na ostatni

podobné viry rodu.

2.1. Zarazeni enteroviru

Rod enteroviri patii do rodiny Picornaviridae, tadu Picornavirales. Do tohoto rodu enteroviri
fadime nasledujici druhy: lidské enteroviry, druhy A-D, lidské rhinoviry, druhy A-C, praseci
enterovirus B a opiCi enterovirus A (Knowles, Hovi, et al. 2011) . Dnes jiz zndme ptes 100
sérotypt lidskych enteroviri a toto Cislo stale roste od doby, kdy se pouziva k uréeni metoda
zalozend na sekvencich nukleovych kyselin (Roivainen and Klingel 2010). VétSina znalosti
o enterovirové biologii pochdzi z poznatkli o polioviru a nékolika malo dalSich prototypickych
kmenl enterovirQ (Stene and Rewers 2012). Dtive lidské enteroviry byly rozdéleny na
polioviry, Coxsackie A a B viry, echoviry a dal§i nepojmenované, ocislované sérotypy. Toto
rozdéleni bylo provedeno na zéklad€ rustu vird na bunéénych kulturach (Hyoty and Taylor

2002).

Tab. 1 vychazejici z (Stellrecht K.A. 2011)

Viry serotypy
Druhy lidskych enterovirt
HEV A Lidské Coxsackie viry: A2-8, A10, A12, A14,A16

Enteroviry: 71, 76, 89-92

Lidské Coxsackie viry: A9, B1-6

HEV B Lidské echoviry

Enteroviry: 71, 76, 89-92

Lidské Coxsackie viry: A1, A11, A13, A17, A19-22, A24

HEV C Lidské polioviry: 1-3
Enteroviry: 71, 76, 89-92
HEV D Enteroviry: 68, 70, 94
Lidsky rhinovirus A 75 druh(i sérotypu
Lidsky rhinovirus B 25 druht sérotypl

Lidsky rhinovirus C




2.2.Stavba enteroviru

Enteroviry jsou jednofetézcové neobalené RNA viry s dvacetisténnou symetrii. Jejich
jednotetézcova RNA molekula je ptiblizn€¢ 7500 nukleotidi dlouha, mé jeden otevieny cteci
ramec, ktery ma na 5" a 3" koncich nekddujici oblasti. RNA je na 5" konci modifikovand, ma
pfipojené malé proteiny, tzv. VPg, které se skladaji z 20 az 25 aminokyselin. Na 3" konci je
netranslatujici oblast citajici 70-100 nukleotidii a poly-A ocdsek z po sobé nésledujicich
adeninovych nukleotidt (Stellrecht K.A. 2011). Cteci ramec je translatovan do
polypeptidovych prekurzori, které jsou nasledné nastépeny virovou protedzou. Polypeptid je
rozdélen do tfi funkcnich oblasti, oznacovanych jako P1 az P3. Oblast P1 zahrnuje virové
kapsidové proteiny oznacované jako VP1 az VP4 (shrnuto v (Smura, Blomqvist et al. 2007)-
(Stanway and Hyypia 1999)). VP proteiny tvoii vrcholy dvacetisténu (viz obrazek 1).
V molekularni diagnostice enterovirii se vyuzivaji zejména dv¢ oblasti: identifikace na zaklad¢
VPI proteinu, ktery koreluje s charakterem jednotlivych sérotypt, a molekularné geneticka
detekce enteroviri, ktera je zaloZzena na amplifikaci vysoce konzervované oblasti
enterovirového genomu, tedy na 5  netranslatujici oblasti (Thoelen, Moes et al. 2004).
Doména, kterd je lokalizovana na nejzaz$im konci 5 netranslatované oblasti, je nezbytna pro
replikaci virové RNA. Déle je v 5" netranslatujici oblasti IRES (Internal Ribosome Entry Site),
kterym se enterovirovda RNA vaZe na ribosom v buiice a tim dochazi k translaci pouze
virového genomu. Vzhledem k vyznamu, ktery mé 5 netranslatujici oblast pro enteroviry, je
nukleotidova sekvence této oblasti absolutné nebo témét absolutné konzervovana (Stellrecht

K.A. 2011).

Obr. 1: Enterovirova kapsida, kde P proteiny tvoti vrcholy dvacetisténnu.
(Dostupné z Alex 1. Donaldson, "Foot-and-mouth disease,” in AccessScience, ©OMcGraw-Hill

Companies, 2008. cit. 27.4.2012 z http://www.accessscience.com)
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Obr. 2 : struktura enterovirového genomu, ptevzato z (Thoelen, Moes et al. 2004)
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Mutace a rekombinace u enteroviri

V enterovirové evoluci hraji diilezitou roli dva odlisné mechanismy, mutace a rekombinace.
Replikace enterovirové RNA je charakteristicka vysokym stupném mutaci a nedostate¢nou
reparacni (proofreading) aktivitou. I pfesto je to slucitelné se zachovanim jejich geneticke
integrity a dovoluje jim to rychle nalézat mutace, diky kterym se jsou schopny adaptovat
k okolnim podminkdm (Domingo 2000). Frekvence spontdnnich mutaci u enteroviri je

piiblizn€ jedna mutace na genom za jednu replikaci (Drake and Holland 1999).

Vnitrodruhové rekombinace je mezi enteroviry velmi rozsifena. Mezidruhova rekombinace je
také Castd, krom¢ kmeni, které cirkuluji v populaci. (Schibler, Gerlach et al. 2012). V procesu
rekombinace se enteroviry preferenéné rekombinuji v oblastech P1 a P3, nebo na rozhrani 5’
nekddujicich oblasti a P1 oblasti. Rekombinace v oblastech, které koduji virové kapsidové

proteiny, nejsou obvyklé a produkty srekombinacemi v téchto oblastech pteziji ziidka

(Thoelen, Moes et al. 2004).

2.3.Vazba a replikace enteroviri

Specifické receptory jsou hlavnim faktorem tropismu neobalenych virti k buiikdm a tkdnim
a mohou ovlivilovat projev patogeneze choroby. Ve studii, kterd se zabyvala Coxsackie viry
areceptory, na které se tyto viry vazi, bylo zjisténo, Ze bunky vcetné ostrivkovych
endotelidlnich bunck exprimuji receptory a koreceptory, konkrétné HCAR (human
coxsackievirus and adenovirus receptor), DAF (decay accelerating factor), integriny
a adhezivni molekuly ICAM 1 a VCAM 1, které maji odliSnou funkci na virové pfichyceni
k buiikkdm a nasledném vstupu viru do buiiky. Infekce zptisobend enterovirovymi Coxsackie

viry zvySuje expresi adhezivnich molekul ICAM 1 a VCAM 1, stejné tak pozitivné€ reguluje
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expresi virovych receptorit HCAR a DAF a koreceptoru o,B; integrinu v ostrivkovych
endotelidlnich buiikach. To, ze tkanova specifita ovliviluje patologicky vysledek infekce, je
ukdzano na piipadu, kdy pfi infekci dochazi k negativni regulaci exprese receptoru HCAR
v endotelidlnich aortickych bunikach. To podavéa diikazy o tom, ze ostrivkové endotelidlni
buniky jsou pfirozenym cilem a rezervoarem Coxsackie virové persistentni infekce (Zanone,

Favaro et al. 2007).

Replikace pozitivnich RNA virdl je zahajena syntézou RNA replikdzy, kterou si sam virus
koéduje. Rodicovské pozitivni vlakno RNA je transkribovdano do negativniho vldkna RNA,
které slouzi opakované jako templat pro traskripci pozitivnich vldken RNA. Dvoufetézcova
RNA (tzv. replikativni intermediat) ma pouze kratkou Zivotnost. Baleni virové RNA
a stukturnich proteinti se odehrava v cytoplazmé. U bun¢k napadenych enterovirem neprobiha
ucinné translace bunééné mRNA, protoze virové protedzy inaktivuji bunécny komplex
pfipojujici ¢epicku na 5" konec, ktery je potfebny pro navazani bunééné mRNA k ribozomim.
Buiikka napadend virem neni schopna zajistit proteosyntézu svych vlastnich komponent.
Proteosynteticky aparat bunky je vyuzit preferenéné pro syntézu stavebnich komponent viru.
Nasledkem toho napadend buiika lyzuje. Replikace virové RNA zac¢ind béhem 1 hodiny po
infekci buiiky a trva okolo 4 hodin. Po této dobé burika lyzuje a je z ni uvolnén téméf milion

virovych partikuli (Leslie Collier 2000).

2.4. Prenos enterovirové infekce

Enteroviry jsou pienaseny obvykle fekalné-oralni cestou, mohou se ale prenaset 1 ordlné-oralni
cestou, pomoci kapének nebo kontaminovanych véci ¢i kontaminovanou vodou. Jsou to
odolné organismy, které snesou 1 vysoké koncentrace chloridu sodného (NaCl) a velké zmény
teplot. Tyto vlastnosti jim umoziuji pfezivat v povrchovych a podzemnich vodach, coz jsou
hlavni rezervodry téchto patogenli. Enteroviry jsou také stabilni v pfitomnosti dvoumocnych
kationi a kyselin. Jsou velmi odolné vici nizkému pH, coz je diivod pro¢ preziji i podminky
gastrointestalniho traktu. Viriony zlstavaji stabilni v pH 3-5 po dobu 1-3 hodin (Rajtar, Majek
et al. 2008). Jedinym ptirozenym hostitelem lidskych enterovirt jsou lidé (D Richman 2002) .
V oblastech mirného péasu se enterovirové infekce vyskytuji nejcastéji v 1ét€ a na podzim (v
70-80 % piipadil). V oblastech tropického pésu se enterovirové infekce vyskytuji v pribéhu

celého roku, jejich nariist vSak mtlize byt zaznamenéan v obdobi destt (Stellrecht K.A. 2011).
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2.5. Patogeneze lidské enterovirové infekce

Enterovirové infekce obvykle zplisobuji mirné nebo asymptomatické infekce a nezpiisobuji
zadné zavazné onemocnéni. Nejbéznéjsi projevy enterovirové infekce jsou akutni horeCnata
onemocnéni, kterd mohou byt potenciondlné doprovazena ivyrdzkou. Tento tzv. virovy
syndrom je jedna z pfi¢in horeCky mezi détmi. Ackoli jsou tato onemocnéni neskodna, je tieba
jim vénovat pozornost, nebot mohou napodobovat jind vdznad onemocnéni (Stellrecht K.A.
2011). V nekterych ptipadech se vSak viry mohou dostat do ob¢hu diky lymfatickému systému
a nakonec dochdzi k sekundarni replikaci v rtiznych mistech rtiznych organt. V ojedinélych
pfipadech se mohou viry rozsifit do myokardu nebo centrdlniho nervového systému
a zpusobovat myocarditis, meningitis nebo paralyzu. Akutni virovd replikace v téchto
organech urcuje typ symptomi zpusobenych infekci (Roivainen and Klingel 2010). U
novorozencli mohou zplisobovat systémovou multiorganovou infekci, kterd pro né¢ mtze byt
fatalni (Tauriainen, Oikarinen et al. 2011).

K primérni infekci a replikaci virtt dochéazi ve sténé tenkého stfeva a rozsifuje se do pomérné
velké Casti gastrointestalniho epitelu. Proces je rychly, coz znamend, ze infekce ma kratkou
inkubaéni dobu, 1-3 dny. Ackoli je virova replikace omezena povrchem intestalniho traktu,
ucinky mohou byt vice generalizované. Generalizové infekce probihaji z pocatku tak, ze virion
pronikne epitelovym povrchem, kde dochazi kreplikaci. Potom migruji mistnimi
lymfatickymi uzlinami. Nékteré viry jsou zde pohlceny makrofagy a inaktivovany, jiné vSak
vstoupi do krevniho ob&hu, coz ma za nasledek primarni virémii. Z krve mohou prostoupit do
jinych orgéand, jako jsou jatra, slezina, kostni dient ¢i cévni endotelium, kde se znovu mnozi.
Velké mnozstvi virQ, které je pomnozeno v téchto organech, se mize zpatky vratit do krevniho
ob¢hu a dochézi k sekundarni virémii. Z krve se poté viry dostavaji do cilového orgéanu, ktery

je rozdilny dle druhu viru a jeho tropismu k organtim (Leslie Collier 2000).

2.6. Parechovirus

Poprvé byly dnesni parechoviry izolovany v roce 1956 Wigandem a Sabinem jako neznamé
viry z rektalniho stéru (Wigand, Sabin 1961). Lidské parechoviry (dale oznaCovany také jako
HPeVs) patii do rodiny Picornaviridae. Jsou to jednotetézcové pozitivni RNA viry. Genom
téchto virh je piiblizné¢ 7300 nukleotidt dlouhy (Stanway, Hyypid 1999). Diive patiily do
skupiny lidskych enterovirt, kviili jejich podobnosti v mnoha vlastnostech — proto velka ¢ast
toho, co je vySe uvedeno o enterovirech, plati i o parechovirech, zejména pokud se tyka

velikosti a stavby virionu, nebo napf. i pfenosu a patogeneze infekce.
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Zejména analyza nukleotidovych sekvenci vSak odhalila vyznamné rozdily v struktute jejich
replikacnich a translaénich ¢asti a znacné rozdily v sekvencich kodujicich proteiny
v porovnani s enteroviry (Harvala and Simmonds 2009). Tak byly echoviry 22 a 23 od rodu
enterovirt vyclenény na zéklad¢ jejich genetické odliSnosti transkripénich a translacnich
elementdl a vytvofily samostatny rod Parechovirl (King, Brown, et al. 1999). V ¢em se od
ostatnim ze své skupiny liSi je skute¢nost, Zze u nich neprobihd sestiith VPO oblasti, ze které
vznik4 protein VP4 a VP2. To muze vést ke strukturnim rozdilim v uspotadani virovych

proteinll v procesu maturace nukleokapsidy.

Z hlediska diabetu 1. typu je velmi zajimavy Ljungan virus, u né¢hoz bylo zjisténo, Ze vyvolava
diabetes u nornika rudého. To poté vedlo k zjistovani mozné asociace parechovirii s diabetem

1. typu (Harvala and Simmonds 2009).

Lidsky parechovirus se bézn¢ vyskytuje u malych déti, jeho pfitomnost ve stfevech je vétSinou
asymptomatickd, vzacné muze byt pfi¢inou rtiznych zavaznych onemocnéni. Zajimavé je, Ze
parechovirus je patrné skrytou pficinou velké casti tak Castého onemocnéni jako je zanét
sttedniho ucha (Seppdld, Viskary et al. 2011) a preruseni vakcinaci Zivou vakcinou proti

polioviru mohlo vést k nariistu frekvence tohoto onemocnéni.

3. Diabetes 1. typu

Diabetes 1. typu, také nazyvany insulin-dependentni diabetes mellitus nebo juvenilni diabetes,
je autoimunitni choroba ptfedstavujici celkem 5-10 % vSech piipadii diabetu. Tento typ diabetu
drtivé pfevazuje v détstvi a adolescenci. Je to chronické onemocnéni s vaZznymi komplikacemi,

které¢ maji dopad na kvalitu Zivota jedinct (Achenbach, Bonifacio et al. 2005).

3.1. Poéatek diabetu 1. typu

U diabetu 1. typu dochéazi k selektivnimu masivnimu ni¢eni beta bunck pankreatickych
ostrivkl vlastnim imunitnim systémem. Jde tedy o autoimunitni chorobu. Vysledkem této
destrukce je absolutni nedostatek insulinu, coz je hlavnim znakem tohoto onemocnéni. Jiz
pfed propuknutim klinickych projevili diabetu cirkuluji v krvi jedince protilatky. Cilem téchto

protilatek se stdvaji autoantigeny beta buné€k, autoprotilatky vSak nejsou destruktivni. To, ze
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nejsou destruktivni, je dobie vidét u déti diabetickych matek, které sice maji protilatky, ale
nemaji diabetes. Protilatky jsou uzitecnymi markery prediabetického procesu (Hober and Sane
2010). Beta buniky jsou ni¢eny T bunécnou reakci, ktera u geneticky predisponovanych
jedinc vede k zanétlivé reakci v ostriiveich. Pfitomnost jedné nebo vice protildtek mize
pfedchazet klinickému pocatku diabetu 1. typu v nadchdzejicich letech nebo desetiletich.
S pfitomnosti nebo pretrvavanim pozitivity na protilatky stoupd pravdépodobnost vyvoje

klinické choroby (Daneman 2006).

3.2. Faktory ovliviiujici vznik diabetu 1. typu

Ptic¢ina vzniku diabetu 1. typu dosud neni zcela zndma. Je vSak jasné, ze jde o interakce mezi

imunologickymi, genetickymi a enviromentalnimi faktory.

3.2.1 Genetické faktory
Do dnesniho dne je znamo nejméné 40 oblasti v lidském genomu, které jsou asociovany
s lidskym diabetem 1. typu, a o0 mnohych z nich je znamo, Ze jsou vyznamné pii antivirové
odpovédi (Tauriainen, Oikarinen et al. 2011). U vétSiny genil, které maji potencidlni
souvislost s rozvojem diabetu 1. typu, stale neni znamo, zdali se podileji na vyvoji protilatek
nebo postupu klinického onemocnéni po zapoceti autoimunity (Winkler, Lauber et al. 2011).
Lokus hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA) zahrnuje geny HLA-DQBI, -DQAI, -
DRBI, které¢ zplsobuji podstatnou ¢ast rizika rozvoje diabetu 1. typu. Tyto geny zesiluji
odpovéd’ imunitniho systému proti enterovirim (Sadeharju, Knip et al. 2003). Mimo dlouho
prokézané existence genetickych modulétori rizika, jako jsou rizikové geny, gen CTLA4 a gen
PTPN22 (Daneman 2006), se v posledni dobé studuje gen [FIHI (Interferon induced with
helicase C domain 1), ktery také mize mit souvislost s rozvojem diabetu 1. typu.
Polymorfismus v tomto genu je asociovan s rozvojem diabetu (Winkler, Lauber et al. 2011).
IFIHI gen koduje sensor, ktery detekuje virovou dvouietézcovou RNA, a ktery je produkovéan

enteroviry pravé béhem replikace v cytoplasmé (Tauriainen, Oikarinen et al. 2011).

3.2.2 Environmentalni faktory
Environmentalni faktory hraji vyznamnou roli v patogenezi diabetu 1. typu. Za
nejvyznamnéjsi faktory jsou povazovany virové infekce a slozeni stravy. Tyto faktory mohou
ovlivitovat aktivaci T-bunék (Achenbach, Bonifacio et al. 2005). Za spoustéce autoimunitniho
procesu, ktery vede k rozvoji diabetu 1. typu, jsou povazovany, jako nejpravdépodobné;si

kandidati, enterovirové infekce (Knip 2011). Enteroviry (zvlasté¢ Coxsackie B virus), kojeni,
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nedostatek nebo nadbytek urcitych slozek potravin v détstvi, porodni véha, prekrmovani
v détstvi, matetska ostrlivkova autoimunita a negativni stres mohou byt spojeny s rozvojem

diabetu 1. typu (Peng and Hagopian 2006).

3.3. Vyzkum diabetu 1. typu

Vyzkum pfiirozeného pribéhu diabetu 1. typu je umoznén schopnosti meéfit protilatky
asociované¢ s diabetem u pacientdl, kterym diabetes jes$té nebyl diagnostikovan, ale jsou
predisponovani k tomuto onemocnéni. Vyzkum je tedy zalozen na prospektivnim sledovani
skupin. Studie zabyvajici se timto tématem podavaji diikkazy o vyvoji autoimunity u pacientti
a pokouseji se charakterizovat protilatky, které jsou asociované s vyvojem diabetu 1. typu

(Achenbach, Bonifacio et al. 2005).

4. Mozné mechanismy patogeneze

Bylo navrzeno mnoho teorii o tom, jak mohou enteroviry pfispivat k rozvoji diabetu 1. typu.
Tedy jak na pfitomnost enteroviri reaguje imunitni systém, a co miize vést k tomu, ze dojde

k autoimunitni reakci.

4.1. PFim4 interakce viru s ostrivky pankreatu

Ptitomnost enteroviri v ostritvcich pankreatu ziskaného autopsii od pacientii s diabetem
1. typu naznacuje, Ze piima interakce viru s ostrivkovymu buiikami mutze byt vyznamna
v patogenezi diabetu 1. typu. Enteroviry jsou znamy tim, ze vykazuji velkou cytolytickou
schopnost. Enteroviry zplsobena indukovana cytolyza beta bun¢k produkujicich insulin je
jednim z moznych mechanismu patogeneze. Dal§i mozny mechanismus destrukce beta bunék
muZe byt zaloZzen na tzv. bystander aktivaci autoreaktivnich T bun€k a B bunék (Roivainen
and Klingel 2010). Bystander aktivace je nepifimd a nespecificka aktivace autoimunitnich
bunck. Antigen prezentujici buiiky mohou byt aktivovany infekci zplisobenou patogeny, tedy
1 viry. Poté tyto buiiky mohou stimulovat aktivaci a proliferaci autoreaktivnich T a B bunék.
Navic se mize repertoar receptorti autoreaktivnich autoantigen-specifickych T a B bunck

roz$ifit na dalsi epitopy v téle (Delogu, Deidda et al. 2011).
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4.2. Fagocytoza beta bunék infikovanych enterovirem

Nedavné studii od Barbary Schulte a kol. (Schulte, Kramer et al. 2010) byla vénovana
problematice interakce mezi lidskymi dendritickymi bufikami a buiikami pankreatickych
ostruvkul, které jsou napadeny enteroviry. Ve vyvoji nebo urychleni vyvoje diabetu 1. typu
muze hrat roli rovnovdha mezi efektorovymi T bunikami a regula¢nimi T buiikami. Tato
rovnovaha je pievazn€ nastolovana dendritickymi bunikami (Arif, Tree et al. 2004). Pro
vyzkum byly pouzity lidské Langerhansovy ostrivky jako experimentdlni model a bylo
demonstrovano, Ze ostritvky infikované Coxsackie virem byly u¢inné fagocytovany lidskymi
dendritickymi bunkami vzniklymi z monocytli. Fagocytéza téchto bunék infikovanych
enterovirem indukovala v dendritickych buiikach antivirovy stav, ktery je chrani od dalSich
infekci Coxsackie virem. Tento stav byl zavisly na pfitomnosti intracelularni RNA.
Dendritické buniky produkovaly interferony 1. tfidy, které maji vliv na aktivitu vrozené
imunitni odpovédi. Vysledkem vyzkumu tohoto mechamismu patogeneze je, Ze lidské
dendritické buiiky mohou fagocytovat pankreatické buniky napadené enterovirem, coz miize
nasledn¢ indukovat pfirozenou antivirovou odpovéd’. Tato odpovéd muize mit dilezité

dasledky na homeostazi imunity a hrat tedy roli v etiologii diabetu 1. typu.

4.3. Dusledky procesu

Vysledek skrytého patogenniho procesu je nakonec neschopnost kontroly krevni glukosy, coz
je nasledek nedostatku syntézy insulinu. Proces mize trvat roky pied propuknutim klinickych

projevu (Schulte, Kramer et al. 2010).

5. Longitudinalni studie viria v patogenezi diabetu 1. typu

V této kapitole je porovnani 4 longitudinalnich studii, které jsou vyznamné svou velikosti
adobou provedeni. Studie se zabyvaji problematikou enterovirovych infekci a moznou
asociaci téchto infekci s vyvojem diabetu 1. typu. Jmenovité tyto studie jsou DAISY studie

z Colorada, DIPP a DiMe studie z Finska a MIDIA studie z Norska.

o DAISY (Diabetes and Autoimmunity Study in the Young) studie probiha
od roku 1993 a jejim cilem bylo zjistit, zdali enterovirové infekce pfedchazi vyvoji diabetu
1. typu u geneticky predisponovanych jedinct, ktefi byli opakované pozitivni na protilatky

proti pankreatickym ostrivkim. Bylo sledovano 2 365 geneticky predisponovanych déti k
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vyvoji autoimunity a naslednému vzniku diabetu 1. typu. Vzorky krve a rektalni vytéry byly
sbirdny kazdych 3 - 6 mésici po sérokonverzi ostrivkovych protilaitek az do doby
diagnostikovani diabetu 1. typu. Metoda, ktera byla pouzita pro detekci enterovirové RNA ze
séra a rektdlnich vytéri, je reverzné transkriptdzové PCR za pouziti primert specifickych k 5°
netranslatované oblasti enterovirového genomu. To umoznilo detekovat v podstaté vSechny
enterovirové sérotypy. Vysledkem této studie je, ze ze 140 déti, u kterych probéhla
sérokonverze a byla pozorovana opakovana pozitivita na protilatky proti ostritvkiim, se u 50
déti vyvinul diabetes 1. typu béhem nasledujicich 4 let. Riziko vyvoje klinickych projevil
diabetu 1. typu ve vzorcich krve, ve kterych byla detekovana enterovirovda RNA, vzrostlo ve
srovnani se vzorky, které byly negativni na enterovirovou RNA. Pfitomnost enterovirové

RNA v rektalnich vytérech neptedpovida vznik diabetu 1. typu (Stene, Oikarinen et al. 2010).

o DIPP (Diabetes Prediction and Prevention Study) studie pochézi z Finska.
V roce 2003 tato studie zahrnovala 41 déti, které se staly pozitivni na protilatky asociované
s diabetem béhem pozorovéani, a v kontrolni skupiné bylo 196 déti. I v tomto piipadé byla
enterovirovd infekce a primérnd hladina enterovirovych protilatek cast&jsi u déti
s prediabetem neZ u kontrolni skupiny. Enterovirova infekce byla €astéjsi ptiblizné 6 mésicii
pred detekcei prvnich protilatek. 51 % déti s prediabetem mélo infekci v tomto obdobi, zatimco
u kontrolni skupiny to bylo jen ve 28 % ptipadu (Salminen, Sadeharju et al. 2003).
V roce 2004 tato studie prospektivné sledovala 12 déti, které béhem studie zacaly vykazovat
pozitivitu na protilatky asociované s diabetem 1. typu a 53 déti jako kontroly. Celkem bylo
analyzovano 878 vzorkl stolice na pfitomnost enterovirové RNA pomoci metody RT-PCR.
Enterovirové protilatky a RNA byly soucasné analyzovany ze vzorkl sér. 11 enterovirovych
infekei bylo diagnostikovano u déti s prediabetem a 42 infekci v kontrolni skupiné, cozZ bylo
urceno pritomnosti virové RNA ve vzorcich. Déti, které byly opakové pozitivni na
enterovirovou RNA, bylo vice mezi prediabetickou skupinou. U 83 9% déti se objevila
enterovirova infekce pted objevem protilatek, zatimco u kontrolni skupiny se vyskytla pouze
ve 43 % ptipadi. To dokazuje, Ze enterovirova infekce ma spojitost s pfitomnosti protilatek

proti beta buikkdm v organismu (Salminen, Vuorinen et al. 2004).

e DiMe (Childhood Diabetes in Finland) studie pochézi z Finska. V roce 1995 byla
provedena prvni finskd studie, kterd podala dikazy o tom, Ze infekce Coxsackie viry nebo

infekce zpusobené jinymi enteroviry, které probéhnou jesté pfed narozenim jedince nebo
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béhem détstvi, mohou zvySovat riziko pozd¢€jsSiho vyvoje diabetu 1. typu. Zaroven tyto infekce
mohou spustit destruktivni proces beta bunck pankreatickych ostrivki jesté pred objevem
klinickych symptomt diabetu 1. typu (Hyoty, Hiltunen et al. 1995).

Nasledujici studie z roku 1997, kterd je pokracovanim DiMe studie, se zabyva sérokonverzi
protilatek asociovanych s diabetem 1. typu u finskych déti. Prospektivni kohorta ¢itala 765
déti, které byly sourozenci déti, u kterych byl diagnostikovan diabetes 1. typu. Tyto déti byly
zaroven negativni na protilatky proti pankreatickym ostrivkiim. Z toho 23 déti, plivodné tedy
nediabetickych a negativnich na tyto protilatky, se stalo pozitivnich na protilatky béhem trvani
této studie. U tfech znich se vyvinul diabetes 1. typu. U vSech déti, u kterych probéhla
sérokonverze protilatek, byla detekovana alesponn jedna enterovirova infekce. Pfitomnost
téchto protilatek je nejspolehlivéjsim ukazatelem autoimunitniho procesu, ktery vede

k destrukci beta bun€k. Proto tedy sérokonverce protilatek proti pankreatickym ostrivkim

znaci, ze zapocal destruktivni proces (Hiltunen, Hyoty et al. 1997).

e MIDIA studie pochazi z Norska (Tapia, Cinek et al. 2011). Na rozdil od ostatnich
nepotvrdila, Ze enterovirova RNA je hlavnim ukazatelem budouciho vyvoje autoimunity proti
ostrivkiim. Jako materidl byly pouzity vzorky stolic, které byly mési¢né sbirany od norskych
déti s vysokou genetickou predispozici k diabetu 1. typu. Cetnost vyskytu enterovirové RNA
ve vzorcich stolice u pacientli pied sérokonverzi byla u 43 déti z339 (12,7 %) a u
nediabetickych déti to bylo v 92 ptipadech z 692 (13,6 %). Rozdil od ostatnich studii vsak je,
ze enterovirova RNA byla detekovana pouze ze vzorkl stolic, coz, jak se ukazalo, neni tim
spravnym mistem pro hleddni korelace mezi enterovirovou infekci a naslednym vyvojem

protilatek. Vhodné&j$i materidlem pro hledani diikazl je krev, popft. krevni sérum.
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Tab. 2 shrnujici studie:

pocet testovanych

subjekti/subjekty,u
. . . i 1 i & ki zitych |kterych &hl
Studie |subjekty studie mterv? y mezi odbéry |typ ?/zor 0 a pouzityc Feryc probé av
vzorkl testl sérokonverze/pocet

subjektl, u kterych
propukl T1D

Déti genove
predisponovani k 3 - 6 mésicil po vzorky séra a rektalnich

DAISY rozvoji autoimunity a  [sérokonverzi protilatek [vytért, RT-PCR 2365/140/50
vzniku T1D z Colorada
Déti, které vykazovaly
opakovan¢ pozitivitu na|. ., sérum, vzorky stolice,

DIPP egterovirovlcj)u RNA, z intervaly po 6 mésicich sérologie a R}{“-PCR 237141
Finska
Sourozenci nove , , .

DiMe [diagnostikovanych déti [intervaly po 6 mésicich sérum,sérologie a RT- 765/23/3

s T1D ve Finsku PCR

Déti genove
predisponovani k intervaly po 3 mésicich
rozvoji autoimunity a [do 1 roku veéku déti

vzniku T1D z Norska

MIDIA vzorky stolice, RT-PCR (339 /43/-

6. Metody detekce enterovirové infekce

Studie zabyvajici se detekci enterovirové infekce a jeji souvislosti s rozvojem diabetu 1. typu
vyuzivaji razné metody pro tuto detekci: metody, které jsou zaloZzeny na PCR a metody

sérologicke, které se ale vyuzivaji méné kvli jejich narocnosti €1 nizsi senzitivite.

6.1. Sérologické dukazy enterovirové infekce

Sérologickymi metodami se zjiSt'uje piitomnost protilatky proti riznym patogentim.

6.1.1 Sérologické metody a jejich souvislost s heterogenitou studii
Metody, které se pouzivaji, jsou napi. neutralizacni testy, radioimunotest (RIA), dale
imunofluorescencéni metoda (IFA-Indirect Fluorescence Assay) nebo ELISA (z angl. Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay). Diky témto metoddm lze méfit protilatky odliSnych virovych
epitopti. Nicméne¢ to je také diivod, proC je velmi obtizné porovnavat studie vyuzivajici tyto
metody. Hlavni problém interpretace sérologickych studii je nedostatek dat o citlivosti,
specificit¢ metod a obtiznd porovnatelnost testii. Sérotypova specificita téchto metod je

pomérné nizkd a identifikovat asociaci mezi specifickym virovym sérotypem a diabetem
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1. typu je komplikované. K tomu pfispivaji ijiné faktory, jako je napt. zkiiZend reaktivita
mezi enterovirovymi sérotypy a mezi enteroviry a ptibuznymi pikornaviry nebo heterotypicka
protilatkova odpovéd na druhotné nebo nasledné infekce, dalsi mohou byt individualni rozdily
v protilatkové odpoveédi nebo existence odlisnych virovych fetézcl v ramci jednoho sérotypu,

které nejsou rozliSitelné klasickymi sérologickymi metodami (Green, Casabonne et al. 2004).

6.1.2 Studie vyuzivajici sérologické metody
Vyzkumy vyuZzivajici sérologické metody k detekci Coxsackie virti se provadéji od roku 1969.
Vyzkum byl provadén na sérech posbiranych od riznych pacientii nebo od pacientl, kterym
uz byl diagnostikovén diabetes 1. typu (Gamble, Kinsley et al. 1969). Studie se vSak velmi 1i8i
velikosti tzn. poctem pacientli a kontrol, pouzitymi metodami a koncepci. Z toho plyne, zZe je
velmi obtizné provést jejich srovnani. Nakonec 1 zavéry a poznatky se u jednotlivych studii
velmi 1i8i. Proto nejde jednoznacné fict, zdali existuje jistd asociace mezi sérologickymi
dikazy o neddvné ¢i probihajici infekci zpuisobené Coxsackie virem, a zdali tato infekce ma
spojitost s propuknutim ¢i vyvojem diabetu 1. typu. Navic se enterovirové infekce §ifi mezi
populaci ve vlnach, a proto nacasovani studie mize mit velky vliv na vysledek (Gale and

Atkinson 2004).

6.2. Prima detekce

Ve virové diagnostice jsou mimo metody sérologické hojné vyuzivany i metody piimé
detekce.

6.2.1 Metody piimé detekce enterovirové RNA
Molekularni metody, které¢ slouzi k detekci virového genomu, jsou ptedevsim RT-PCR
(reverse transcription-polymerase chain reaction), které umoznuji detekovat i malé mnozstvi
cilové RNA ve vzorku. In situ hybridizace je metoda, ktera dovoluje ptesné lokalizovat
specificky segment nukleové kyseliny v histologickém vzorku (Brown 1998). Dalsi

molekularni metodou je ptfima imunofluorescence detekujici virové kapsidové proteiny.

6.2.2 Srovnani metod
RT-PCR slouZi k detekci enterovirové RNA ze vzorka stolice a krve a mize spravné fungovat
diky sonddm a PCR primerim, které jsou specifické k 5" netranslatované oblasti
enterovirového genomu. In situ hybridizace se pouziva také k detekci enterovirové RNA
ze vzorkll ziskanych z tkan€. Pfima imunofluorescence slouzi k detekci enterovirového

kapsidového proteinu VP1. Vzorky pankreatu lze ziskat autopsii, tedy odebranim vzorku
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pankreatu posmrtné. Odebrat vzorky pankreatu biopsii, tedy z zivych pacientli, je obtizné
vzhledem k jeho extrémni nebezpecnosti pro pacienty. Detekce enterovirové RNA je
limitovdna tim, v jaké fazi je probihajici infekce. Detekce je mozna pouze u probihajici
infekce nebo v dobé kratce po infekci. To je ditvod, pro¢ nejsme schopni odhadnout, zdali
pacienti maji mnohocetné enterovirové infekce nebo se jedna o persistentni infekci pied

rozvojem autoimmunity nebo diabetu 1. typu (Yeung, Rawlinson et al. 2011).

6.3. Geneticka molekularni detekce viru

Mezi metodami, které slouzi k detekci enterovirové RNA, dnes jasn¢ prevazuje detekce
pomoci PCR metody, a to kvili specificite, citlivosti a rychlosti reakce (Stene and Rewers

2012).

6.3.1 Detekce pomoci reverzné transkriptazového PCR
Polymerazova fetézova reakce (PCR — zanglického Polymerase Chain Reaction) byla
vynalezena roku 1983 (Mullis and Faloona 1987) Kary Mullisem. Princip PCR metody je
zaloZen na specifickém pomnozeni konkrétniho hledané¢ho useku DNA, ktery je ve vychozim

materialu.

6.3.2 Reverzné transkriptazové PCR (RT-PCR)
RT-PCR je metoda slouzi k detekci RNA a vychazi z klasického PCR. RNA je pomoci
reverzni transkripce, za pouziti reverzni transkriptdzy, prepsana do cDNA (complementary
DNA) a nové nasyntetizovand cDNA je metodou PCR amplifikovana (Bustin, Benes et al.
2005). V soucasnosti se prevazné pouziva real-time PCR, které soucasné amplifikovanou
cilovou sekvenci detekuje, a tim umoziuje absolutni nebo relativni kvantifikaci cile ve vzorku
(Wong and Medrano 2005). V ptipadé real-time RT-PCR se kvantifikuji amplifikované cile
cDNA, kterd byla vytvotfena reverzni transkripci (Bustin, Benes et al. 2005). To se déje pii

detekci virti nejcastéji pomoci kratkych fluorescenéné znacenych sond, napt. sond TagMan.

6.3.3 TaqMan sondy
TagMan® sondy jsou fluorescenéné znagené sondy. Jsou to jednoretézcové sekvence, které
jsou komplementarni k useku jednoho fetézce amplifikované DNA. TagMan® sondy obsahuji
reportér a zhaSeC. Reportér je navazan na 5° konci sondy a zhaSe¢ na 3° konci. Princip
TagMan sond je zalozen na FRET (fluorescence resonance energy transfer). FRET je

spektroskopicky proces, kdy energie prechazi mezi dvémi molekulami, které jsou od sebe
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vzdilené 10 - 100 A, a maji prekryvajici se emisni a absorpéni spektra. Pokud jsou reportér
1 zhaSe¢ navazany na sondé, tak zhaSe¢ rozptyli energii piijatou od reportéru v podobé tepla
(lan M. Mackay 2002). Energie reportéru je emitovana tehdy, kdyz Taq polymeraza
amplifikuje Gsek, kde sedi sonda, ¢imz diky exonukle4dzové aktivité¢ Taq polymerdzy dojde k
fyzickému oddéleni reportéru od zhaseCe. Taq DNA polymerdza ma totiz 5°-3°

exonukleazovou aktivitu, kterou rozstépi 5 konec sondy (Wong and Medrano 2005).

6.3.4 Real-time RT PCR a virova diagnostika
Real-time RT-PCR umoznuje kvantifikovat virovou naloz v klinickych vzorcich a umoziiuje
dosazeno uspokojivého vysledku, je pfesné navrhnuti primerit a sond tak, aby spravné
fungovaly na cilovych sekvencich. Mélo by se jednat o sekvence specifické pro danou rodinu
vird, tzn. konzervované sekvence. Virovy genom ovSem obsahuje mnoho polymorfickych
sekvenci, coz komplikuje detekci téchto virti. Pokud se polymorficka sekvence nachézi
v cilovém misté primeru nebo sondy pak mtize mit PCR test snizenou citlivost nebo viibec
nemusi dojit k detekci pozadovaného viru. Dalsi véci, ktera muize zkreslovat vysledky
detekce, jsou technologické podminky, které musi byt vybalancované. Komplikace miiZzou
zpusobovat rizné inhibitory, Spatn¢ extrahovana nukleova kyselina ¢i $patné€ navrzené primery
a sondy. Na Spatné nastavené¢ podminky miZeme pfijit diky pozitivnim kontrolam pii PCR

testu, kde se vyuZzivaji standardy o znamé koncentraci viru (Bustin, Benes et al. 2005).

6.4. Detekce pomoci monoklonalnich protilatek

Metody péstovani bunéénych kultur jsou pomérné citlivé pro detekci, kromé& nekterych
Coxsackie virta A, které na bunécné kultute rist nemohou (Hong, Kang et al. 2011).

Detekce monoklonalnimi protildtkami spociva v tom, ze nejprve isolujeme virus z bunécné
kultury, kde byl pomnozen, a poté ho pomoci nich zna¢ime. Tento zptusob detekce je vSak
velmi obtizny a jen malo laboratoii ve svéte jej vyuziva. Obtiznou se tato metoda stava proto,
ze je komplikované ziskat kvalitni monoklonalni protilatky. Pii detekci muiZe dochazet
k chybam ve znaceni, které jsou zptisobeny velkou variaci v sérotypech enterovirii, nebo muize
dochdzet ke zkfiZenym reakcim s jinymi ne-enteroviry. Pouze jedna monoklondlni protilatka
neni schopna detekovat Siroké spektrum sérotypli, proto bylo nutné vytvofit mix protilatek,
ktery by byl schopen detekovat Sir$i spektrum sérotypti. Tento mix obsahoval monoklondlni

protilatky proti VP1 proteinu Polio 1 viru, proti VP1 proteinu coxsackie B3 viru, proti
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enteroviru 70 a bispecifickou monoklonalni protilatku proti enteroviru 71 a coxsackie Al6,
resp. proti jejich VP1 proteinu. VSechny tyto protilatky byly smichdny a vznikl pan-
enterovirovy mix. Ten byl nésledné testovan na citlivost a specificitu jejich zna€eni na rtizné
virem infikované buniky. Mix detekoval 40 testovanych sérotypt enteroviri a nevykazoval
zadnou zkiiZzenou reaktivitu s 18 odliSnymi ne-enterovirovymi lidskymi viry (Miao, Pierce et

al. 2009).

7. Prima detekce ze vzorku stolici

Studie (Tapia, Cinek et al. 2011) zabyvajici se frekvenci enterovir ve stolici, provedla
vyzkum u kohorty norskych déti, které mély vysoky geneticky potencial pro vznik diabetu
1. typu. Méla byt zjiSt€na asociace s vyvojem protilatek proti pankreatickym ostrivkim.
Vzorky stolice byly sbirany od raného détstvi a to proto, Ze autoimunitni proces za¢ind mésice
¢1 roky pted projevem vlastni nemoci. Na enterovirus bylo testovano vice jak 2000 vzorkl od
911 déti (toto Cislo zahrnuje pacienty 1 kontroly). U pacientli byla pozitivita prokédzana v 43
ptipadech z celkovych 339 (tzn. 12,7 %) a u kontrol to bylo 94 pozitivnich vzorki z celkovych
692 (13,6 %). Jako metoda bylo pouzito jednokrokové RT-PCR s primery a sondami
specifickymi pro konzervativni 5" netranslatujici oblast lidského enterovirového genomu.
Nebyl vSak nalezen Zadny diikaz zvySené frekvence enteroviri ve stolici u pacientll ani
kontrol pfed a po sérokonverzi protilatek proti ostriivkiim. Ani studie pochazejici z Colorada
(Graves, Rotbart et al. 2003) a z Némecka (Fuchtenbusch, Irnstetter et al. 2001), které byly
provedeny o par let diive, a které také zkoumaly asociace diabetu 1. typu s vyvojem protilatek

proti pankreatickym ostrivkiim, nenalezly diikaz této moZné asociace.

8. Prima detekce v tkani — stfevni sténa, pankreas

8.1. Role persistence enterovirové infekce

Cetnost detekce enterovirti u diabetickych pacientd vedla k navrZeni teorie, 7¢ zde hraje roli
virova persistence. Enterovirovad persistence byla dfive popsdna napf. u chronické
kardiomyopatie (Zhang, Li et al. 2004) a u zvitecich modelt (Harrath, Bourlet et al. 2004),
kde by enteroviry nebo jiné pikornaviry mohly persistovat po dlouhou dobu. Studie ukazaly,
ze je zde moznost, Ze by enterovirus mohl persistovat jako dvoufetézcova RNA bez procesu

syntézy proteinl. Je zndmo z mnoha virovych onemocnéni, Ze persistentni infekce mize vést
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k silné odpovédi imunitniho systému, lokdlnim zanétim a imunitné zprostifedkovanému

poskozeni tkané (Oikarinen, Tauriainen et al. 2012).

8.2. Zpusoby detekce enterovirové RNA ze stirevni sliznice

Studie pochézejici z Finska (Oikarinen, Tauriainen et al. 2012) se opird o fakt, Ze
enterovirova persistence je patogenni faktor v souvislosti s destrukci pankreatickych ostravk.
Hodnoti, zdali miize byt stfevni sliznice rezervoarem enterovird u diabetickych pacientt.
Detekce byla provedena 3 rliznymi zptsoby a to: in situ hybridizaci, imunohistochemickym
znatenim a RT-PCR. Vzorky byly ziskdny pomoci biopsie stfevni sliznice v oblasti
dvanactniku od 39 diabetickych pacienttli, 41 nediabetickych pacienti a 40 pacientl s celiakii.
Vysledky ukéazaly, ze enteroviry se vyskytuji ve stfevni sliznici s vétsi frekvenci u
diabetickych pacientl (74 %) nez u pacientii nediabetickych (29 %) a u pacienti s celiakii (45
%). To znaci, Ze persistence enterovirtl ve stievni sliznici mize vést k dlouhodobym zanétlim,
a posléze k poskozeni tkdn¢€. Pfitomnost enterovirové RNA ve stfevni sliznici je asociovana se
vzrustajici prozanétlivou aktivitou, zahrnujici jak bunikami zprostfedkovanou tak protilatkove

zprostiedkovanou zanétlivou odpovéd'.

8.3. Detekce enterovirové RNA ze vzorki pankreatu

vvvvvv

vzorky pomoci biopsie. Vznikla studie (Richardson, Willcox et al. 2009), kde byly vzorky
pankreatu odebirany posmrtné od 72 diabetickych a 163 nediabetickych pacientii (z toho bylo
11 vzorkil od nediabetickych novorozencti, 39 vzorki nediabetickych déti ve véku 6 tydnt az
17 let, 11 vzorkl od pacientl s cystickou fibrézou, 5 vzorkidl pankreatu a srdce infikované
Coxsackie virem, 3 vzorky srdce novorozenct, 69 vzorkd pankreatu dospélych pacientti a 25
vzorkd pankreatu od pacientid s diabetem 2. typu). Vzorky byly znaceny pomoci piimé
imunofluorescence na inzulin, glukagon, VP1 a na dvoutetézcovou RNA. Bunky, které byly
pozitivni na enterovirovy VP1 protein, byly detekovany u 44/72 (61 %) pacientl s diabetem.
U vzorkil pankreatu od nediabetickych novorozeneckych a détskych pacientt to bylo ve 3/50
(6 %) ptipadi. To podporuje hypotézu, ze enterovirové infekce beta bunck u geneticky

predisponovanych déti mohou vyvolat autoimunitu.
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9. Prima detekce v krvi a jejich ¢astech

Krev je pro enteroviry mistem sekundarni replikace, tudiZ se v krvi neobjevuji v ranych

wev

9.1. Detekce enterovirové RNA ze séra

Enterovirovy genom byl nalezen v krvi u déti s diabetem 1. typu (Yeung, Rawlinson et al.
2011). Otazkou vSak zustava, zda se jednd o infekci akutni (probihd v tadech dnid) ¢i
persistentni (dlouhodoba, bezptiznakova infekce). Protilatky, které jsou asociovany s diabetem
1. typu, v periferni krvi dokazuji, Ze zapocCal proces poSkozovani beta bunék. Detekci
enteroviri z krve se zabyvala finskd studie (Oikarinen, Martiskainen et al. 2011), ktera
sledovala, zdali enterovirovda RNA nalezend v krevnim séru ma souvislost s vyvojem
autoprotildtek a naslednym klinickym rozvojem diabetu 1. typu. Vzorky byly odebirany
geneticky predisponovanym détem, u kterych byl pozdéji diagnostikovan diabetes 1. typu
(38), a nediabetickym détem (140) v kratkych intervalech mezi 3 a 12 mésici. Kratké intervaly
byly zvoleny proto, Ze jen tehdy je mozné sledovat enterovirovou RNA v séru v urcitych
fazich vyvoje nemoci. U diabetickych déti byla enterovirové RNA ze séra detekovana v 5,1 %
ptipadit (v 17/333 vzorktli), zatimco u nediabetickych déti to bylo v 1,9 % ptipadi (v 19/993
vzorkll). NejCastéji je enterovirovd RNA detekovdna 6 meésict pfed projevem prvnich
autoprotilatek, 15,2 % u diabetickych déti a 3,3 % u nediabetickych déti. Po protilatkové
sérokonverzi byly vzorky pozitivni na enterovirovou RNA v 3,9 % u diabetickych déti oproti
2,2 % u kontrol. Vyhodou této studie je, ze vzorky krve se odebiraly v Castych intervalech
a vzhledem k tomu, ze enterovirova viremie trva 2 tydny, byly zachyceny téméf vSechny
episody enterovirové infekce. U diabetickych déti bylo zachyceno 154 episod enterovirové
pozitivity (3,7 episod na 1 dit€) a u nediabetickych déti to bylo 254 episod (1,6 episod na 1
dit€). Tato studie podporuje hypotézu, Zze enteroviry hraji roli v patogenezi diabetu 1. typu.
Ptitomnost enterovirii v séru se ukazuje jako rizikovy faktor pro vyvoj autoimunity proti beta

buitkdm pankreatickych ostriivkl, coz nasledné vede ke klinickym projevim diabetu 1. typu.

9.2. Detekce enterovirové RNA z krevnich mononuklearii a z plasmy

Dalsi studie, ktera se zabyva detekci enterovirt z krve, byla provedena v roce 2010 Barbarou
M. Schulte a kol (Schulte, Bakkers et al. 2010). Na enterovirovou RNA byly detekovany

vzorky perifernich krevnich mononuklearti a plasma. Této studie se zucastnilo 10 Cerstve
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diagnostikovanych pacientii s diabetem 1. typu a 20 kontrol. 4 z 10 pacientli byli pozitivni
na enteroviry v perifernich krevnich mononuklearech a 2 z téchto 4 byli pozitivni ve vzorcich
plasmy. Nikdo z kontrolni skupiny nebyl pozitivni na enteroviry v krevnich mononuklearech
ani v plazm¢. U béznych infekci se viry v krvi objevuji jen vyjimecné. Kdyz uz se v krvi
vyskytnou, tak béhem rekonvalescence z krve zmizi a jsou detekovatelné pouze ve stolici. U
persistujich infekci enteroviry v krvi mohou pietrvavat. Enteroviry jsou podeziivany, ze

persistuji v téle pacienta pted propuknutim diabetu 1. typu.

10. Parechovirus a diabetes 1. typu

Parechovirus je blizky piibuzny enterovirl,, a tak tedy parechovirové infekce stejné jako
enterovirové jsou hojné mezi détskou populaci. Na zaklad¢ poznatkli o Ljungan viru, ktery
ma souvislost srozvojem diabetu 1. typu u nornika rudého, se zacalo zkoumat, zdali
1 parechovirové infekce maji souvislost s diabetem u lidi. Nejveétsi studie zabyvajici se
Cetnosti a moznou souvislosti parechovirti s rozvojem diabetu pochdzeji z Norska (Tapia,

Cinek et al. 2008), (Tapia, Cinek et al. 2011) a Finska (Kolehmainen, Oikarinen et al. 2012).

10.1. Parechovirus a jeho vyskyt ve stolici a krvi

10.1.1 Ljungan virus
Ljungan virus (LjV) je zndmy tim, Ze u hlodavcii je spojovan s mnoha chorobami mezi néz
patii 1 diabetes 1. typu. Proto byla vypracovéana studie, kterd se zabyva tim, zda-li Ljungan
virus neni zapojen do patogeneze diabetu 1. typu 1 u lidi. Pro tuto studii byly pouzity vzorky
stolice. Pro zjiSténi pfitomnosti Ljungan viru byla pouZita metoda extrakce DNA/RNA,
reverzni transkripce a real-time PCR. Vysledkem této studie je, Ze LjV nebyl detekovan
v z4dném ze studovanych vzorkd. Tento vysledek naznacuje, ze vyskyt LjV je u norskych déti
velmi vyjime¢ny. Typické mnoZstvi enteroviru a HPeV ve vzorcich stolice (pouzité ve studii
MIDIA) dvakrat az pétkrat prevySuje mnoZzstvi detekéniho limitu pro LjV. Nedostatek dikaza
pro pfitomnost LjV naznaCuje, Ze tento virus jen vyjimecné muze zpusobovat infekce
v mukose stieva norskych déti, a je tedy vcelku nepravdépodobné, Ze by virus zplisoboval

autoimunitu (Tapia, Cinek et al. 2010).

10.1.2 Studie z Norska
Jedna z prvnich longitudinalnich studii (7apia, Cinek et al. 2008), ktera se zabyva zjisStovanim

pritomnosti parechovirti ve stolici a krvi déti, pochazi z Norska. Je to prvni prospektivni studie
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sledujici epidemiologii HPeV 1 infekce. Z toho si mizeme udélat obrazek epidemiologie
HPeV 1 u déti. Analyze bylo podrobeno 1 941 vzorkli od 221d¢éti, z toho byl ve 220 vzorcich
detekovan parechovirus, LjV ani v jednom ptipad¢. Vzorky krve byly odebirany v dob¢ jejich
narozeni a poté v intervalu 3-6 mésicl. Po dosazeni 1 roku v€ku déti byly vzorky odebirany
v intervalu 6-12 mésicl. Zatimco vzorky stolice byly odebirdny kazdy mésic. Sérotypove-
specifické protilatky proti parechovirim byly méfeny pomoci neutraliza¢niho testu a vzorky
stolice byly analyzovany pomoci RT-PCR, kde byly pouzity specifické primery. Vysledkem
této studie je, ze primérny vek, kdy déti mély infekei byl okolo 18 mésicti (coz ukazuji prvni
pozitivni vzorky na protilatky proti HPeV1). Cetnost infekce vzriistala od 6 mésicti véku déti.
To mlze byt podlozeno faktem, Ze déti vtomto obdobi ztraceji protilatky piijaté
transplacentarné od matky. Tato studie jasné dokazuje, Ze infekce souvisi s rocnim obdobim.

Nejvice infekci probihalo v podzimnich, zimnich a jarnich mésicich.

Dalsi longitudindlni studie probihala v Norsku o 3 roky pozd¢ji (Tapia, Cinek et al. 2011).
Zabyvala se moznou asociaci mezi parechovirovou infekci vraném détstvi a vyvojem
autoimunity proti pankreatickym ostrivkiim. Pro tuto studii byly pouzity vzorky stolice
a krve. Do této studie byly zapojeny déti, které nesly rizikovy typ HLA genotyp pro diabetes
1. typu. Détem byly odebirany vzorky stolice kazdy mésic a to v obdobi mezi 3 a 35 mésicem
jejich véku. Aby bylo mozné sledovat mozny vyvoj vzniku autoimunity proti ostrivkiim, byly
détem odebirdny jeSt¢ vzorky krve. Tyto vzorky byly testovany na protilatky proti
dekarboxyldze kyseliny glutamové, proti proteintyrosinové fosfatdze a proti insulinu. Viry
byly detekovany pomoci RT-PCR. Nakonec bylo sesbirano 2027 vzorki stolice od 27 ptipada
a 53 kontrol. Frekvence infekce lidskym parechovirem se témét neliSila u pacientl (13 %)
a kontrolnich ptipadi (11,1 %). Primérny vék, kdy déti mély parechovirovou infekci, byl 12,1
mésice v obou piipadech, u pacientli i kontrolni skupiny. Dé&ti, u kterych se vyvinula
autoimunita proti ostrivkim, mély vice infekci trvajicich 2 1 vice mésict, zatimco u déti bez
nasledného propuknuti autoimunity tomu tak nebylo. CoZz muiZe vést k teorii, Ze autoimunita
zpusobuje vétsi citlivost k infekcim lidskym parechovirem. Vysledkem této studie je, ze
parechovirova infekce v détstvi neprokazuje pfimou souvislost s prediabetem nebo pozdéji
vznikem diabetu 1. typu. Ale i piesto, Ze parechovirus neni tim hlavnim spoustéc¢em diabetu
1. typu, je zde stale redlnd moznost toho, Ze miize byt zapojen do patogeneze diabetu 1. typu.

Vlastnosti, které jsou nezbytné pro to, aby byl lidsky parechovirus diabetogenni, tedy
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nezbytné nesouviseji s genotypem, virovou ndalozi, symptomy nebo jinymi parametry

zkoumanymi v této studii.

10.1.3 Studie z Finska

V dalsi studii (Kolehmainen, Oikarinen et al. 2012), ktera byla provedena u zdravych finskych
déti, byla sledovana frekvence vyskytu parechoviri ve vzorcich stolice. Zamérem této studie
bylo zaméfit se na identifikovani raznych typt parechovirt, které koluji mezi béznou
populaci. Bylo vybrano 200 déti (56 divek a 144 chlapcti), jez byly uz soucasti finské studie,
ktera sledovala enteroviry a jejich spojitost s diabetem 1. typu. Déti byly vybrany podle data
a mista narozeni, pohlavi a HLA typu. V mnoha pfipadech u téchto déti jiz byly vytvoteny
protilatky asociované s diabetem 1. typu. Byly sbirany vzorky stolice od véku 3 mésict az do
veku pfiblizné 2 let, a byly odebirany kazdy meésic. Nakonec bylo posbirano 2236 vzork
stolice, které byly analyzovany na pfitomnost parechovirové RNA. Detekce této RNA byla
provadéna jako v pfedchozim studii pomoci RT-PCR metod.

Nejcastéjsim typem parechoviru, ktery byl detekovan, byl HPeV1, dalSimi byly HPeV3 a 6.
Tyto 3 typy parechovirt se nej€astéji vyskytuji u evropské populace. Typy 2 a 5 jsou jen
vyjimecné detekovany. U finskych déti viibec nebyl detekovan HPeV4. Vyskyt parechovirt

souvisi i s geografickou oblasti.

11. Zavér

V této praci jsou shrnuty poznatky o negenetickych faktorech, které se podileji na vzniku
diabetu 1. typu, pfedevsim o enterovirovych infekcich. Ty se zdaji byti nejpravdépodobnéjSimi
environmentalnimi kandidaty v etiologii tohoto onemocnéni. Mnoho studii prospektivné
sledujici kohorty predisponovanych déti podavaji diikkazy o tom, ze enterovirové infekci
pfispivaji k vyvoji autoimunity a rozvoji diabetu, a¢ ptesny mechanismus tohoto procesu neni
znam. Zjistit presny prubcéh tohoto procesu je obtizné, nebot’ ten zaind dlouho pted
klinickymi projevy diabetu. Enteroviry jsou nalézany Castéji u pacientii s ¢erstvou manifestaci
diabetu 1. typu, nez by odpovidalo nahod¢. Diikazy jsou dostupné z dat vyuZzivajici sérologii,
reverzn¢ transkriptdzové PCR, ale i1 dat, které pochdzeji z ptimé detekce enterovirovi
v pankreatech jedincil zemielych kratce po propuknuti diabetu 1. typu. Interpretace dat je vSak
obtizna kvli jiz zminénému pribéhu choroby, kdy proces destrukce beta bun€k zacind o dost

diive nez klinické projevy. Z vySe uvedenych studii vyplyva, ze neni prikazna asociace
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enterovirl ve stolici, tedy v misté primarni replice vird. Pravdépodobnégji asociace

enteroviroveé infekce a vzniku diabetu souvisi s virovou nalozi v krvi a trvani virémie.

Vzhledem k poznatklim o Ljungan viru, ktery je schopen navodit u nekterych hlodavca
diabetes, ktery velmi napadné pfipomind pravé lidsky diabetes 1. typu, se do popiedi zajmu
dostava 1 otazka, zdali 1 parechovirové infekce mohou pfispivat k rozvoji diabetu u
predisponovanych déti. Studie provedené v Norsku a Finsku nepodévaji jasné diikazy o mozné
asociaci parechovirové infekce a rozvojem diabetu, ale parechovirus je u déti velmi
frekventovany. Na téma parechovirovych infekci a moZnou souvislosti s rozvojem diabetu

bylo vytvofeno jen malo studii a proto je tieba se dale touto otazkou zabyvat.

12. Prakticka ¢ast
12.1. Cil:

Testovali jsme vzorky krvi norskych déti, které byly predisponované k rozvoji autoimunity
arozvoji diabetu 1. typu. Tyto vzorky jiz byly testovany na pfitomnost enteroviri. Nasim
cilem bylo zjistit, zdali v téchto vrozcich jsme schopni detekovat parechoviry a s jakou
frekvenci. Zjisténi frekvence virémie je zasadni pro kalkulaci sily detekce moZné asociace
virémie s prediabetem a diabetem: pokud bude frekvence pfili§ nizka, nema smysl studii
takového druhu provadét. Bude-li frekvence srovnatelna s enterovirem, okolo 10-15 %, je sila

dostate¢na k detekci stiedné silné asociace 1 v dostupném souboru.

12.2. Soubor

Cely soubor dostupnych krvi k vySetfovani ¢itd 1001 vzorkl, kazdy od jednoho ditéte
(pramérny vék 12,3 meésice, 512 chlapcti/ 489 divek), které patii do norské novorozenecké
kohorty MIDIA. Tyto déti byly rekrutovany do studie zaméfené na pfirozeny rozvoj
prediabetu a diabetu 1. typu: od narozeni jsou v pravidelnych intervalech od nich odebirany

vzorky stolice a krve. Je znam jejich genotyp HLA-DQB1 a DQAL.
Do EDTA odebrané vzorky krve o objemu 0,5-1 ml byly centrifugovany a po staZeni plazmy

byl bunéény sediment zamrazen pii -80 °C do dal§iho zpracovani. Po Setrném rozmrznuti pak

byl resuspendovan, oSetfen lyzacnim roztokem a proteindzou a celkova nukleova kyselina
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byla izolovana pomoci kolonek Qiagen. Roztok této izolované RNA byl vychozim

materidlem pro prezentovanou praci.

Z téchto vzorki bylo testovano ke zjisténi frekvence parechovirové RNA celkem 234.

12.3. Material a metody

12.3.1 Metody
Parechoviry jsme testovali ze vzorka krve norskych déti metodami zaloZzenymi na RT- PCR.

Vzorky byly testovany pomoci reverzni transkripce a poté dvoukolového PCR.
12.3.2 Laboratorni material

12.3.2.1 Laboratorni pristroje:

Pipety Eppendorf; Némecko

Finnpipette; Finsko

Matrix; USA
Vortex MS1 Minishaker IKA Serme GmbH & Co; Némecko
Centrifuga MiniSpin plus Eppendorf; Némecko
Centrifuga Universal 320 R Hettich Zentrifugen; Némecko
Centrifuga B4i Jouan; Francie

JULABO Labortechnik GmbH;
Vodni lazen Julabo TW8 Némecko
Vodni lazen PolyScience PolyScience, USA
Light cycler 480 Roche; Némecko

12.3.2.2 Spotiebni material:

pipetovani $picky s filtrem Sarstedt; Némecko

Matrix; USA

ExpellPlus-BioVentures; USA
ThermoScientific; USA
mikrozkumavky 1,5 ml Eppendorf; Némecko

zkumavky 7 ml Sarstedt; Némecko
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PCR desky 96/1000ul Eppendorf; Némecko

384 jamkové desky Light Cycler 480 Roche; Némecko

folie Aluma Seal 11 Sigma-Aldrich; Némecko

folie Light Cycler 480 Sealing foil Roche; Némecko

laboratorni rukavice Kimberly-Clark, USA
12.4. Postup

Reverzni transkripce

Chemikalie:

Nahodné hexametry c. 500pg/ml Roche Diagnostics GmbH; Némecko
Voda (nuclease-free) Braun; Némecko

ImProm-II 5X Reaction Buffer Promega; USA

MgCl, Promega; USA

dNTP Mix (10 mM dNTP)

Recombinant RNasin (40 u/ul) Promega; USA

ImProm-II Reverse Transcriptase Promega; USA

Pracovni postup:

Ptipravili jsme si dvé vodni 1azn€, prvni méla teplotu 70 °C (vodni lazen Julabo TWS) , druha
méla teplotu 42 °C (vodni lazen PolyScience). Na ledu jsme smichali 2 pl ndhodnych
hexametra (0,5 pg/pul) s 6 pl vody a do této smési jsme ptidali 2 pl RNA. Smés hexamert s
vodou jsme si pfipravili dohromady pro celou 96 jamkovou desticCku do 1,5 ml
mikrozkumavky. Pocitali jsme 1 s pipetovani chybou, tudiZ jsme pocitali 120x. Smés jsme
rozpipetovali do 96 jamkové desticky po 8 pl. Do kazdé jamky jsme piipipetovali 2 pl vzorku
RNA. Desku jsme uzavieli folii Aluma Seal II a denaturovali 5 minut v lazni pti 70 °C. Poté
jsme desku dali na tajici led na dobu 5 minut. Desticku jsme poté kratce stocili na cetrifuze
(centrifuga B4i1).

Déle jsme si vytvofili reakéni smés na reverzni transkripci, celkovy objem byl 10 pl a
obsahoval: 1 pl vody (nuclease-free), 4 ul ImProm-II 5X Reaction Buffer, 1,6 ul MgCl,, 2 ul
dNTP Mix (10 mM kazdého), 0,4 ul Recombinant RNasin (40 u/ul), 1 pl (kolik U) reverzni
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traskriptazy ImProm-II. Alikvotovali jsme po 10 ul do kazdé jamky pfipravené 96 jamkové
desky s denaturovanym nahodnym primerem a vzorkem. Desku jsme uzavteli folii Aluma
Seal 11, zvortexovali a kratce stocili na centrifuze (centrifuga B4i). Reverzni transkripce zacala
inkubaci 10 minut pfi pokojové teploté (25 °C) a pokracovala hodinu v ldzni pii 42 °C. Po

inkubaci bylo potieba inaktivovat reverzni transkriptdzu dalsi inkubaci pii 70 °C po dobu 15

minut.

Dvoukolové PCR

Chemikalie:

PCR voda Braun; Némecko

Pufr 10x Roche; USA

MgCl2 (25 mM) Roche; USA

dNTP

AmpliTaq Gold polymerase 5

U/ul Roche; USA

parl-f CACTAGTTGTAAGGCCCACGAA
parl-r GGCCCCAGATCAGATCCA
pardeg-probe ATGCCCAGAAGGTACCCGYAGGTAACAAGNGACA
parout-R CCYGGGTTTGGCCCACTAGACGT
parout-F AAAGCCAAGGTTTAACAGACCCT

Pracovni postup:

Ptipravili jsme si reak¢éni smés pro PCR. Celkovy objem PCR smési byl 13 ul a obsahoval:
7,15 ul PCR vody, 1,5 ul pufru 10x, 2,1 ul MgCl, (25 mM), 0,8 ul ANTP, 0,38 ul primeru
paroutF a 0,38 pl primeru paroutR, 0,23 ul sondy pardeg probe, 0,08 ul AmpliTaq Gold poly 5
U/pl. Reakéni smés jsme si piipravili pro vSechny vzorky spole¢né do 7 ml zkumavky, pocitali

jsme i s pipetovaci chybou, tudiz jsme pocitali 240x.

Dale jsme si ptipravili reakéni smés pro detekci transkriptu genu B2M (beta 2 mikroglobulin),
abychom si byli jisti, zdali naSe vzorky obsahuji RNA, resp. cDNA. Celkovy objem reakéni
smési byl 13 pl a obsahoval: 7,15 ul PCR vody, 1,5 ul pufru 10x, 2,1 pul MgCl, (25 mM), 0,8
pl ANTP, 0,38 ul primeru B2M F, 0,38 ul primeru B2M R, 0,23 ul sondy B2M probe, 0,08 pl
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AmpliTaq Gold poly 5 U/ul. Smés jsme ptipravovali dohromady pro vSechny jamky, pocitali
jsme tedy 120x.

Reak¢ni smés jsme si rozpipetovali po 13 pl do 384 jamkové desticky, viz tab. 3. K reak¢ni
smési v desti¢ce jsme piipipetovali 2 pul cDNA vzorku, kterou jsme si pfipravili reverzni
transkripci. VSechny vzorky jsme testovali v duplikdtu na parechovirus, soucasné bylo

provedeno PCR na gen B2M jako kontrolou obsahu lidské RNA.

Standardni kiivka byla konstruovana postupnym fedénim reverzné transkribovaného RNA o
znamé parechovirové nalozi. Do kazdé jamky kalibra¢ni kiivky jsme pipetovali 15 pl reakéni
smési. Do prvni jamky jsme k reakéni smési pipetovali 3 pl cDNA a fadné promichali. Z prvni
jamky jsme poté odebrali 3 pl a pipetovali do druhé jamky a opét fadn€ promichali, takto se
fedéni opakovalo az do osmé jamky, viz obrazek desticky. Od standardi v reakci rtizné
koncentrace se nam nasledn¢ vytvofila kalibra¢ni kiivka, ze které jsme mohli odhadnout
kvantitu virové RNA v nezndmych vzorcich. 348 jamkovou desku jsme zakryli folii Light
Cycler 480 Sealing foil (Roche; Némecko), zvortexovali a kratce centrifugovali (Centrifuga

Universal 320 R).

PCR reakci jsme provadéli na pristroji Light cycler 480 (Roche; Némecko). Prvni kolo
amplifikace probéhlo ve 45 cyklech pfi teplotach 95 °C 15 sekund a 60 °C 1 minutu, s ivodni

denaturaci 95 °C 10 minut.

2. kolo PCR
Chemikalie a postup
Pouzili jsme stejné chemikalie o stejném objemu jako v 1. kole PCR; primery k amplifikaci

vSak byly parl-f a parl-r; sonda byla shodna s 1. kolem.

Jako templat slouzil produkt prvniho kola, fedény na cca 0,5% vodou: pfipravili jsme 96
jamkovou desku, do kazdé jamky jsme napipetovali po 800 ul vody. Poté jsme si pipetou
nabrali z kazdého duplikatu 2,5 pl a fedili v hluboké desce. Po nafedéni jsme odebrali
z hluboké desky 2 ul a ty pipetovali do jedné poloviny 384 jamkové desticky, kde jsme jiz

meéli pfipravenou reakéni smés pro 2. kolo PCR. Testovali jsme v duplikdtu. Desku jsme

34



zakryli folii Light Cycler 480 Sealing foil (Roche; Némecko), zvortexovali a centrifugovali
(Centrifuga Universal 320 R).

PCR reakci jsme provadéli na pfistroji Light cycler 480 (Roche; Némecko). Amplifikace
probéhla ve 25 cyklech pii teplotach 95 °C 15 sekund a 60 °C 1 minutu, s ivodni denaturaci
95 °C 10 minut.

12.5. Vysledky a zavér

12.5.1 Priklady stanoveni
Obr. 3 Priklad kalibracni kiivky v prvnim kole PCR. Kalibra¢ni kiivka méla viditelnych Sest
bodii (v grafu nahote zelen¢, v grafu dole zachyceny zelenymi body), je zkonstruovana ze
vzorku o zndmé vysoké pozitivité parechoviru postupnym Sestinasobnym fedénim cDNA.
Cervené je v grafu nahofe nékolik vzorki se slabou reaktivitou jiz v prvnim kole PCR. Dale

jsou vidét negativni kontroly (v grafu nahote zelen¢).

Fluorescence (43-553)
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Obr. 4 Tatdz skupina vzorkli amplifikovana v druhém kole PCR vnitinimi primery: ¢ervené
jsou amplifikované body kalibra¢ni kiivky a dale jediny duplikat ze zde stanovenych 88
vzorkl, ktery se ukazal skutecné pozitivnim na lidsky parechovirus. Zelené¢ jsou vzorky a

negativni kontroly, jejichz signal neptekrocil hranici pozivitity.
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Obr. 5 Tataz skupina vzork, tentokrat jeji stanoveni na transkript lidského genu B2M.

A: ackoli je B2M velmi prevalentni transkript v lidské RNA, naSe vzorky byly smési bunék,
vcetné erytrocytl, a zbytku plasmy; navic prosly celkovym zamrazenim i se zminovanymi
erytrocyty. Proto je kvantita RNA niz$i, nez by bylo mozno ocekavat. Nékolik ze vzorkt
obsahuje vyrazn€¢ méné RNA neZ ostatni. Osm z pozic mikrotitraéni desticky obsahuje
negativni kontroly, vodu misto vychozi krve, které prosly vSemi kroky metodiky (extrakce,

reverzni transkripce, detekce): zde jejich negativita slouzi jako kontrola proti kontaminaci.
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12.5.2 Vysledek
5.2 Vyslede

Z celkem 234 vzorkl testovanych na parechovirus bylo pozitivnich 5 (2,14 %, CI95 % 0,94 —
4,90 %). Tato relativné nizka frekvence pozitivity kontrastuje s relativné ¢astou pozitivitou

vzorkll na enterovirus (jeho RNA byla v pfedchozi studii detekovana v 11,5 % vzork).
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12.5.3 Zavér
Nizka zjiSténa frekvence parechovirové virémie neumoZni provést analyzu asociace tohoto
viru s prediabetem, protoze pii dané velikosti souboru (nyni 27 déti s jiz zjiSténym
prediabetem, kazdé s dvéma kontrolami), nedosédhne studie potiebné sily (kalkulace sily napf.

on-line materialy k studii o enteroviru (Tapia, Cinek et al. 2011)).
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