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Abstrakt

Parvovirus B19 je bezny ludsky patogén, ktory typicky infikuje erytroidné
progenitory a spdsobuje hematologické problémy ako su najma anémia
a aplasticka kriza. Klinicka manifestacia pacienta najCastejSie zavisi od jeho
imunologického statusu. U imunokompromitovanych pacientov po transplantacii
mo&ze spbsobit' zavazné klinické problémy. V tejto praci bolo testovanych viac ako
1500 vzoriek od 90 pacientov, ktori v roku 2015 podstupili HSCT, na pritomnost
PVB19. Praca popisuje incidenciu virusu a zaroven dve typické obdobia nastupu
infekcie u pacientov po transplantacii. Napriek tomu, Ze viaceré zdroje uvadzaju
negativny vplyv infekcie PVB19 na prezitie alogenného Stepu pacientov, tato
praca toto tvrdenie nepotvrdila. Taktiez vysledky tejto prace naznacuju, Ze
alogénny-Step nie je zdrojom transmisie, ale Ze sa jedna pravdepodobne

o reaktivaciu po dlhodobej perzistentnej, pripadne latentnej, PVB19 infekcii.

PVB19 sa €leni do 3 genotypov. Genotyp 1 je najrozSirenejSi, genotyp 2 je za
posledné 10-roCia v oblastiach Eurépy velmi vzacny a genotyp 3 sa vyskytuje
najma v tropickych lokalitach. Tato praca ako prva popisuje rozlozenie genotypov
v Ceskej republike. Viac ako 130 vzoriek od 125 PVB19 pozitivnych pacientov,
uskladnenych vo FN Motol od roku 2004 do 2017, bolo genotypizovanych na
zaklade analyzy NS1-VP1u regionu. Az na 3 pacientov, kedy bol detekovany

vzacny genotyp 2 (2,4%) sa jednalo vzdy o genotyp 1.

Kracéové slova: parvovirus B19, anémia, alogénna HSCT,

imunokompromitovany pacient, incidencia, GVHD, genotyp






Abstract

Parvovirus B19 is a common human pathogen that typically infects
erythroid progenitors and causes hematological problems such as anemia and
aplastic crises. The clinical presentation depends mainly on the immunological
status of the patient. PVB19 can cause serious clinical disorders in
iImmunocompromised patients after transplantation. More than 1500 samples
from 90 patients who passed the HSCT in 2015 were tested for the presence of
PVB19 in this work. This work describes the incidence of the virus and two typical
periods of onset of infection in patients after the transplantation. Although several
sources report the negative effect of PVB19 infection on the survival of allogeneic
graft patients, this work did not confirm this assertion. Also, the results of this
work suggest that allogenic grafts are not the main source for transmission, but
that it is likely to be reactivated after long-term persistent or latent PVB19

infections.

PVB19 is divided into 3 genotypes. Genotype 1 is the most widespread, genotype
2 is very rare in Europe for the last 10 years, and genotype 3 occurs mainly in
tropical localities. This work as the first describes the distribution of genotypes in
the Czech Republic. More than 130 samples from 125 PVB19 positive patients,
stored in the Motol University Hospital from 2004 to 2017, were genotyped based
on the NS1-VP1u region analysis. Up to 3 patients when a rare genotype 2 was

detected (2.4%) were genotype 1.

Keywords: parvovirus B19, anemia, allogeneic HSCT, immunocompromised

patients, incidence, GVHD, genotype
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1 Uvod

Parvovirus B19 je jeden z najmenSich znamych DNA virusov, ktory
Specificky infikuje len fudské bunky. Jeho gendm je jednovlaknovy a virus je
neobaleny. Vstup do hostitelskej bunky mu umozriuje pritomnost Gb4 receptoru
(Gb4-globotetraosylceramid receptor) na jej povrchu. Tento receptor sa
nachadza vo vysokych hladinach na erytroidnych progenitoroch, no je mozné ho
pozorovat aj na inych typoch buniek, ¢o umoznuje infekciu réznych tkaniv.
Infekcia PVB19 mézZe byt na jednej strane uplne asymptomaticka, na strane
druhej méze mat fatalne nasledky. NajCastejSie k nej dochadza v detskom veku,
kedy virus méze vyvolat exantémove 5. detské ochorenie. Okrem toho je ale
nakaza spojena s radou dalSich klinickych prejavov ako je artropatia, hydrops
plodu, hepatitida Ci niektoré hematologické a neurologické ochorenia. Klinicka
prezentacia PVB19 infekcie je dana ako kondiciou jedinca, tak aj vekom a stavom
imunitného  systému.  Virus sa  stava nebezpeénym v pripade
imunosuprimovanych pacientov, u pacientov s poruchou krvotvorby alebo
v tehotenstve, kedy infekcia méze viest k odumretiu plodu.

Tato diplomova praca sa vo svojej prvej Casti zaobera pacientami, ktori
podstupili alogénnu transplantaciu hematopoetickych kmerovych buniek (HSCT-
hematopoietic steam cell transplantation). Tymto pacientom su po dobu najmene;j
6 mesiacov podavané silné imunosupresiva, ¢im sa zvysSuje riziko aj v pripade
infekcie najbeznejSimi patogénmi. Naj¢astejSim prejavom po infekcii PVB19
tychto pacientov je anémia, no tiezZ méze vyvolavat hepatitidu, pneumonitidu ¢i
aplaziu Cervenych krviniek.

Druha cast prace sa zameriava na popis genotypov PVB19. Virus je
deleny na zaklade analyzy NS1-VP1u nukleotidovej sekvencie, ¢o umoznuje
zaclenenie virusov do troch genotypov. Genotyp 1 je predominantny a vyskytuje
sa na celom svete, genotyp 2 je v oblastiach Eurdpy za posledné 10-rocia vzacny
a genotyp 3 sa Specificky nachadza v tropickych oblastiach.

Vysledky tejto diplomovej prace by mali prispiet k popisu vyskytu a vplyvu
PVB19 u pacientov podstupujucich transplantaciu hematopoetickych kmenovych
buniek najma na rozvoj chronickej a akutnej reakcie Stepu proti hostitelovi,
relapsu ochorenia a preZzitie pacienta a taktiez popisat’ vyskyt genotypov v ramci

Ceskej republiky.
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2 Ciele prace
- popisat’ vyskyt PVB19 u pacientov, ktory podstupili alogénnu transplantaciu
hematopoetickych kmenovych buniek

- urCit’ pripadny vplyv na stav pacientov po HSCT, najma na relaps ochorenia,

rozvoj akutnej a chronickej reakcie Stepu proti hostitelovi pripadne na ich prezitie

- genotypizovat archivne vzorky pozitivne na PVB19, popisat rozloZenie v ramci

Ceskej republiky a porovnat toto rozlozenie so susednymi zemami
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3 Literarny prehlad
3.1 Parvovirus B19

Parvovirus B19 (PVB19) je maly, neobaleny, jednovlaknovy DNA virus (SsDNA-
single stranded DNA), ktoryje zaradeny do rodu Erythrovirusov (Celad
Parvoviridae) (International Committe on Taxonomy of Viruses). Taktiez je to
ludsky patogénny virus, ktory sa radi medzi autondmne virusy a teda jeho
replikacia je nezavisla na pomocnom viruse (Wang et al., 1995). Jeho prenos je
primarne spdsobeny respiratnymi sekrétmi, menej Casto krvou a krvnymi
derivatmi a tiez bol potvrdeny jeho prenos z matky na plod v priebehu
tehotenstva (Norbeck et al., 2002).

Od roku 1975, ked bol tento virus identifikovany Yvonne Cossart (Cossart
et al., 1975), bolo popisané Siroké spektrum klinickych syndromov zahrriujuce
Erythema Infectiosum, hydrops plodu, artritidu ¢&i hepatitidu. Klinicka
manifestacia je zavisla na klinickom a hematologickom stave hostitela,
zavaznejSie prejavy infekcie mézu byt u imunokompromitovanych pacientov,
kedy méze vyvolavat chronicku aplaziu ¢ervenych krviniek, alebo u pacientov

S poruchami krvotvorby.

3.2 Virusové proteiny

3.2.1 Kapsidové proteiny-VP1, VP2

Ikosahedralna virusova kapsida je zloZzena zo 60 kapsomér (viz.obr.¢.1),
96% kapsidy je tvorené majoritnym Strukturnym proteinom VP2 (VP2-viral protein
2) (58 kDa) a 4% minoritnym Strukturnym proteinom VP1 (VP1-viral proteinl) (84
kDa) (Ozawa et al., 1987). Tieto dva kapsidové proteiny su identické az na N-
koniec VP1, ktory tvori 226 aminokyselin. Tato oblast sa nazyva unikatny region
VP1 (VP1u-VP1 unique region) (Agbandje etal., 1994) a je hlavnym antigénnym
cielom pre neutralizacné protilatky (Young and Brown, 2004). VP1 je silnym
inhibitorom Na+/K+ ATPazy vdaka jeho aktivite podobnej fosfolipaze A2, o ma
pravdepodobny efekt na patofyziologiu pri PVB19 infekcii. Tato aktivita VP1
umoznuje prienik cez epitelialnu bariéru (Almilaji et al., 2013; Chiu et al., 2014).

Protein VP2 umoznuje integraciu s bunkovym globotetraosyl-ceramidovym
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receptorom a tym naviazanie na hostitelsku bunku (Brown et al., 1993). Leisi et
al. (Leisi etal., 2013) vo svojej praci tiez poukazuje na dblezitost VP1u pri vstupe
do permisivnych buniek. VP1u interaguje s bunkovym koreceptorom pocas
skorého naviazania virusu na povrchovy receptor, €o je dolezity krok pri
internalizacii virusu. Za tuto internalizaciu je zodpovednych 5-80 aminokyselin vo
VP1u oblasti.

3.2.2 NeStrukturny protein, NS1

NS1 (NS1-nonstructural protein 1) je multifunkény protein, ktory je dolezity
pocas celého zZivotného cyklu virusu. Jeho velkost je 77 kDa (Ozawa and Young,
1987). Uplatriuje sa pri regulacii transkripcie, replikacie, aktivacii apoptozy a tiez
sa podiela na indukcii zastavenia bunkového cyklu v G2 faze hostitel'skej bunky.
Tento kontrolny bod je délezity pre zastavenie erytropoézy u erytroidnych
progenitorov a smrt bunky. Zastavenie bunkového cyklu v G2 fazy je
sprostredkované pomocou C-terminalnej domény NS1 proteinu, ktora aktivuje
ATR-CDC25-CDk1 drahu (Xu et al., 2017; Zhi et al., 2006). Taktiez stimuluje
imunitnu odpoved prostrednictvom aktivacie interferénovej drahy (IFN-interferon)
a produkciu IFNa a IFNB (Wu et al., 2016).

3.3 Genom

Jednovlaknovy gendém je zloZzeny z priblizne 5 600 nukleotidov. Oba konce
gendmu su tvorene identickymi invertovanymi terminalnymi repeticiami o dizke
383 nukleotidov. Distalnych 365 nukleotidov tvori palindromy, ktoré formuju
vlasenkovu Strukturu, ktora je potrebna pre ,priming“ DNA replikacie (Deiss et
al., 1990). Na pravej strane gendmu gény kéduju dva kapsidové proteiny VP1
a VP2, ich sekvencia je kolinearna a vznikaju alternativnym zostrihom. Geném

PVB19 kéduje na favej strane nestrukturny protein NS1.
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Nestrukturne ORF e
7.5kDa

Obr.¢.1: Ikosahedralny virion a Struktira genému PVB19 (prevzaté a upravene
podla (Marano et al., 2015).

Ako kompenzaciu na tento extrémne maly gendm, vyuziva PVB19 mnohé
mechanizmy na zvySenie kddujuceho potencialu genédmu, ako napriklad vyuzitie
alternativneho zostrihu alebo prekryvajuce sa otvorené Citacie ramce (ORF-open
reading frame) (Ozawa et al., 1987).

Transkripcia prebieha z jedného promotoru p6, ktory sa nachadza na
5’palindréme a reguluje syntézu vSetkych virusovych transkriptov (Blundell et
al., 1987; Doerig et al., 1990). Aktivita promotoru je regulovana vazbou NS1
proteinu v tejto oblasti. Vazba NS1 mdzZe byt priama pomocou naviazania na
Specificku sekvenciu AGGGCGGA, ktora sa nachadza na lavej aj pravej strane
vlasenkového regionu virusového genému. Druha moznost' je vazba nepriama
prostrednictvom bunkovych transkripénych proteinov Sp1/Sp3 (Sp-specificity
protein) (Raab et al., 2002). PoCas transkripcie je generované alternativnym
zostrihom a polyadenylaciou priblizne 12 transkriptov z jedinej mMRNA (Guan et
al., 2008).
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3.4 Vstup do bunky

Vstup PVB19 do hostitelskej bunky, je podmieneny pritomnostou Gb4
receptorov. Tieto receptory sa typicky vyskytuju na povrchu skorych a neskorych
erytroidnych progenitorov (Srivastava and Lu, 1988) aokrem toho boli
identifikované v rade dalSich fudskych tkaniv (viz.obr.€.2). Gb4 receptor
umoznuje naviazanie PVB19 prostrednictvom kapsidového proteinu VP2.
V pripade dedi¢ného defektu, ktory spdsobi nepritomnost Gb4 receptoru na
povrchu buniek, infekcia PVB19 nie je mozna a jedinci sa stavaju prirodzene
rezistentni (Brown et al.,, 1994). Gb4 receptor je sice nevyhnutny ale nie
dostacujuci faktor pre produktivnu infekciu PVB19. Vstup do bunky je tiez
sprostredkovany a5@1 integrinmi, vdaka ktorym sa bunky stavaju permisivne.
Tento koreceptor sa nachadza vo vysokych hladinach prave na skorych

a neskorych erytroidnych progenitoroch (Weigel-Kelley et al., 2003).
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Distribticia Gb4 (pocet % neutrdlnych GSL)

Pecen
Pankreas

Mozog

Mukdza, tenké érevo
Mukéza, hrubé érevo

Obli¢ka

Srdce

PltGca
Synovium
Plazma
Neutrofil
Monocyt
Skory myeloid
Lymfocyt
Dosticky, krv
Cervena krvinka

Endotelové bunky, (HUVEC)

Svaly, érevo

Svaly, zorta

Endotelové bunky, aorta

Obr.¢.2: Distribucia Gb4 receptoru v ludskych tkanivach (upravené podla (Cooling,
2015)).

(GSL- glykosfingolipid, HUVEC — ludské endotelové bunky z pupoénikovej Zily)
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Dalsim popisanym koreceptorom pre vstup PVB19 do bunky, je
heterodimérny DNA-vazobny protein Ku80 (Munakata et al., 2005). Tento
protein ma mnoho roli v jadrovych procesoch a bol identifikovany na membrane
eukaryotickych buniek (Prabhakar et al., 1990). Pritomnost Ku80 na povrchu
imunitnych buniek vysvetluje infekciu PVB19 v neerytroidnych bunkach.
Stimulaciou bunkovych receptorov PVB19 dochadza k aktivacii signalnych drah
hostitel'skych buniek, ¢o by mohlo spésobovat funkéné zmeny imunitnych buniek
pri akutnej &i dlhotrvajicej B19 infekcii alebo v kiboch pocas reumatoidnej
artritidy (Munakata et al., 2005).

Okrem klasickej receptorom sprostredkovanej endocytézy, bol popisany
vstup PVB19 do monocytov a endotelialnych buniek prostrednictvom protilatkovo
zavislému mechanizmu ADE (antibody-dependent enhacement) (von Kietzell et
al., 2014; Munakata et al., 2006). Napriek tomu, po tomto vstupe nedochadza
k produktivnej infekcii a pravdepodobne vedie k akumulacii virusovej DNA

v bunkach, ktoré nie su permisivne.

3.4 Infekcia

Infekcia bunky je zahajena naviazanim PVB19 na Specificky receptor.
Vstup do bunky prebieha endocytézou a pomocou klatrinovych vackov je
preneseny do endozomu, odkial je transportovany do lyzozému. Nizke pH
lyzozému zmeni lokalizaciu fosfolypazy A2 z vnutra nativnej kapsidy von. Tento
lypolyticky enzym naruSuje membranu, Cim sa dostava virus do cytosolu.
Transport k jadru zabezpecCuju mikrotubuly a aktinovy cytoskelet. Navigaciu
virusu do jadra umozniuje jadrovy lokalizaCny signal na NS1 proteine, ¢o vedie
k jadrovej translokacii. V jadre dochadza k replikacii virusu a zostaveniu viriénov,
tie su potom uvolnené do extracelularneho priestoru (Tu et al.,, 2015). Na
zvySenie replikaéného potencialu virusu, PVB19 indukuje zastavenie bunkového
cyklu v G2 fazy pomocou NS1 proteinu a jeho asociaciou s E2F transkripCnymi
faktormi (viz.obr.€.3). NajnovSia Studia uvadza, Zze PVB19 je schopny sa
integrovat’ do gendomu erytroidnych progenitorov. Tato integracia pravdepodobne
umozniuje virusu dihodobo pretrvavat v latentnej faze. Mozny mechanizmus,
ktory nasledne spusti reaktivacie PVB19 je pomocou superinfekcie s pomocnym

virusom ako napriklad s fudskym herpes virusom 6 (HHV6-human herpes virus
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6), virusom Epstein-Barrovej (EBV-Epstein-Barr virus) ¢i adenovirusom (Janovitz
et al., 2017).

PVB19

Aktivitory Represory Represory Represory

E2F1 E2F4 E2F6 ps3
E2F2 E2F5 E2F7 P21
E2F3a E2F8

Deregulacia E2F

citlivych génov
Pozitivne regulatory Negativne regulatory

JUND ATM
MYC 104
WT1 CLu
HOXA7 GMNN

Etc...
Etc... Zastavenie bunkového cyklu v .

G2

Postup infekcie PVB19

Obr.€.3: Vrannom S$tadiu infekcie dochadza k asociacii NS1 proteinu s E2F4 alebo
E2F5 transkrip&nymi faktormi, €o zvySuje hladiny E2F a spOsobuje zastavenie v G2 fazy
bunkového cyklu. Sucasne dochadza k downregulacii cielovych génov pre E2F
a nakoniec pozastavuje erytroidnu diferenciaciu. Tym, Ze sa aktivuju transkripéné faktory
pre G2 fazu alebo DNA opravné proteiny, dochadza k zvySeniu DNA replikacie a RNA
transkripcie. Vdaka tomu sa aktivuje p53 signalna transdukcia a upreguluju sa E2F7
a E2F8 transkrip&né faktory ako odpoved na poSkodenu DNA, ¢o blokuje bunkovy cyklus
(upravené podla(Wan et al., 2010)).
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3.4 Replikacia

Kodovacia kapacita PVB19 je velmi limitovana pri velkosti gendmu 5 kb,
preto tento autondmny parvovirus je vysoko zavisly na syntetickom aparate
a programovani hostitelskej bunky.

Na 5" a 3'’konci gendmu su identické invertované terminalne repeticie,
ktoré sa skladaju a tym formuju vlasenkové Struktury (Deiss et al., 1990). Ako
primer pre hostitefsku DNA polymerazu sluzi vlasenkova Struktura na 3°konci.
Replikacné proteiny predizuju ssDNA formu do dvojvlaknovej DNA (ds-double
strand DNA) a dochadza ku kovalentnému prepojeniu 3'a 5’konca, ¢im vznika
CiastoCne cirkularna DNA. NS1 protein sa kovalentne viaZze do tzv. miesta
konecného rozhodnutia (trs-terminal resolution site) kde vytvori nick. Dochadza
k vytvoreniu nového primeru, ktory umozni premiestnenie viakna a replikaciu
DNA modelom valivej vlasenky. Virusovy gendm je rozStiepeny pomocou NS1
proteinu a ssDNA su zabalené do kapsidy (Luo and Qiu, 2015).

Oblast Ori bola identifikovana ako 67 nt dlha a pozostava z trs a NS1
vazobného miesta (NSBS-NS1 binding site). V oblasti NSBS sa nachadzaju GC-
bohaté oblasti, pricom NSBE1 a NSBE2 su identické (Guan et al., 2009). Prave
tieto oblasti Ori su tie, ktoré umoZznuju naviazanie NS1 proteinu. NSBE3 a NSBE4
pravdepodobne poskytuju miesto na naviazanie potencionalnych bunkovych
faktorov (Tewary et al., 2014).

VacSina hematopoetickych progenitorov ma nizke hodnoty pO2
a proliferacia erytroidnych progenitorov nastava prave v hypoxickom prostredi
(Chow et al., 2001). PoCas hypoxie sa vyluCuje erytropoetin (EPO), ktory je
nevyhnutny pre diferenciaciu, vyvoj a preZzitie erytroidnych progenitorov pocCas
neskorsich Stadii dozrievania (Grebien et al., 2008). Po vazbe EPO na EPO
receptor, dochadza k signalizacii, ktora je nevyhnutna pre replikaciu PVB19
(Chen etal., 2010). Bola preukazana up-regulacia expresie virusovych proteinov
a replikacie redukciou dodaného kysliku. Hypoxia vedie k zvySenému mnoZstvu
buniek exprimujucich virusové proteiny (Pillet et al., 2004). Tieto hypoxické
podmienky upreguluju signalny prevodnik Janusova kinaza 2 (JAK2-Janus
kinase 2) a aktivator transkripcie 5 (STATS), ktory je nevyhnutny pre replikaciu
virusu. Fosforylovany STATS5 S$pecificky interaguje s virusovym Ori pocas

infekcie, o umozriuje integraciu s MCM (Minichromosome Maintenance protein
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complex) komplexom, ¢o naznacuje, Ze fosforylovany STATS ufahc&uje replikaciu
naborom bunkového replikaéného aparatu do miesta Ori virusu (Ganaie et al.,
2017)

3.4.1 Inhibicia replikacie

Inhibitory replikacie su potencialne vhodné prostriedky pri lieCbe infekcie.
Boli prezentované tri lieky, ktoré sa preukazali ako vhodné. Prvy je aktivny
metabolit nazyvany cidofovir, ktory Specificky inhiboval replikaciu PVB19, ale
neinterferoval s DNA syntézou a metabolickou aktivitou bunky (Bonvicini et al.,
2015). Druhym inhibitorom replikacie u erytroidnych progenitorov je hydroxyurea,
ktora sa vyuZiva pri lieébe kosacikovitej anémie (Bonvicini et al., 2017). Dal$im
potencionalnym liekom je pimozide, ktory Specificky inhibuje fosforylaciu STATS5,
bez aktivacie JAK2 alebo signalnych drah s kinazou spojenych (Bar-Natan et al.,
2012; Ganaie et al., 2017).

3.5 Imunitna odpoved’ a prevalencia

Kritickym krokom infekcie je internalizacia virusu do permisivnych buniek,
kedy dochadza k aktivacii humoralnej imunitnej odpovede. Inkubacna doba
PVB19 sa pohybuje v rozmedzi 4-14 dni.

Pri infekcii primarne dochadza k zvy$eniu imunoglobulinu M (lg-
immunoglobuline), tieto protilatky si namierené proti majoritnému kapsidovému
proteinu VP2, priom dochadza k poklesu virémie. IgM spdsobuju zmeny
konformacie epitopov na povrchu kapsidy a pretrvavaju niekolko tyZdnov po
akutnej virémii. Nasledne su IgM nahradené IgG, ktoré pretrvavaju celozivotne
a teda zabezpecuju dlhodobu imunitu. Napriek minoritnému zastupenie VP1u
v kapside, IgG protilatky su namierené prave proti epitopom nachadzajucim sa
v tejto oblasti a zodpovedaju za dominantnu imunitnu odpoved (Kurtzman et al.,
1989). Pocas akutnej infekcie je virusova naloz extrémne vysoka, az 1012 |[U/ml
periférnej krvi (Young and Brown, 2004). Po imunitnej reakcii su stale niekolko
mesiacov az rokov detekovatelné nizSie hladiny DNA virusu (101-10% 1U/ml)
u imunokompetentnych jedincoch (Musiani et al.,, 1995). Pocas infekcie

dochadza takisto k rozvoju bunkovej imunitnej odpovedi. Aktivacia cytotoxickych
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T lymfocytov a tvorba imunokomplexov je zodpovedna za vznik symptémov
spojenych s infekciou.

Graf €.1 nam poukazuje na zavislost medzi vekom jedincov a prevalenciou
PVB19. Prevalencia u deti mladSich ako 9 rokov je priblizne 26%, vo veku od 10-
19 sa zvySuje na 56% a v starSej populacii sa pohybuje uz pri 66,6-73,2%.

Taktiez je zrejmé, Ze prevalencia nesuvisi s pohlavim jedincov (Mor et al., 2016).

E Zeny

— Muzi r
300 sfg== % |gG pozitivne (Zeny) v

% 19G pozitivne (muzi)

)\ -80

Sg—a——=

v -60

rl/ I l 40
i

200

Pocet testovanych vzoriek
IgG-pozitivne vzorky (%)

100 4
~20
0 T T T T T T 0
<9 10-19 20-29 30-39 4049 50-59 =60
Vekova skupina
(roky)

Graf €.1: Prevalencia PVB19 na zaklade IgG-pozitivnych pripadov zaradenych podla
veku a pohlavia (n=1008) (Mor et al., 2016).
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3.6 Klinicky obraz infekcie

Infekcia PVB19 je spojena s celou radou klinickych prejavov a je zavisla
na hematologickom a klinickom stave jedinca. U zdravych jedincov mbéze byt
uplne asymptomaticka alebo vyvolavat benigne ochorenia. ZavaznejSie klinické
prejavy nastavaju u pacientov s potlacenou imunitou alebo u jedincov s poruchou

tvorby erytrocytov.
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Obr.€.4: Virusovy, hematologicky a klinicky priebeh po infekcii PVB19

u imunokompetentnych jedincov (upravene podla (Marano et al., 2015)).
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3.7 Perzistencia

Po akutnej infekcii a eliminacii PVB19 z periférnej krvi, je virusovy genom
schopny dlhodobo perzistovat v rade ludskych tkaniv. Amplifikacné testy
potvrdili, Zze PVB19 DNA pretrvava v niektorych tkanivach u zdravych jedincov
niekolko rokov az desatroCi (S6derlund-Venermo et al., 2002). Jeho perzistencia
bola popisana napriklad v pokozke, synovialnej membrane, peceni a tiez v B
bunkach pochadzajucich z tonsil (Norja et al., 2006; Pyoria et al., 2017).
Perzistencia v kostrovych pozostatkoch umoznila historicki analyzu virusovych
genotypov (Toppinen et al., 2015).

Najvyssia frekvencia perzistencie u asymptomatickych pacientov je v kozi
(76%), potom nasleduje myokard (63%), synovium (55%). Vyrazne nizSie
hodnoty perzistencie boli v kostnej dreni (20%) aj napriek tomu, Ze tam dochadza
k replikacii virusu. U tychto pacientov bola detekovana nizka virusova naloz
a nedostatok expresie virusovych proteinov. (Corcioli et al., 2008). V sucasnosti
nie je zname, Ci tieto bunky produkuju infekéné partikule a ¢i virusovy geném
moze byt reaktivovany na produktivnu replikaciu. Je teda otazne, Ci nie je virus
potencinalne prenosny a ¢i nema negativny efekt u pacientov po alogénne;j

transplantacii hematopoetickymi kmenovymi bunkami.
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3.8 Trasplantacia hematopoetickych kmenovych buniek

Trasplantacia hematopoetickych kmernovych buniek, ¢i uz autolégna alebo
alogénna, sa vyuziva na obnovenie hematopoetickych funkcii u pacientov,
ktorych kostna drefi alebo imunitny systém je posSkodeny alebo chybny. Tato
transplantacia, znama tiez ako transplantacia kmenovych buniek, bola pévodne
koncipovana ako lieCba ochoreni vyvolanych ozZiarenim a neskor rakoviny.
V sucasnosti sa vyuZziva na lie€bu rady ochoreni ako su napriklad hematologické
a lymfoidné rakoviny. V pripade, Ze pri transplantacii nejde o geneticky
identického jedinca, sa tato transplantacia nazyva alogénna. Pri alogénnej
transplantacii méze dojst k reakcii Stepu proti hostitelovi (GVHD-graft versus
host disease), ktora je vyvolana imunologickou reakciou darcovskych lymfocytov
proti prijemcovym tkanivam.

Na zaciatku 60-tych rokov boli identifikované HLA (human leucocyte
antigen) gény, ¢o umoznilo uspesnu alotransplantaciu bez GVHD. Tieto gény sa
dedia ako haplotypy takZze surodenci maju Sancu 1:4, Ze budu mat HLA rovnaké
(Gatti et al.,, 1968). V pripade, Zze sa nenajde zhoda medzi rodinnymi
prislusnikmi, hfada sa vhodny darca v medzinarodnych registroch darcov.

Hematopoetické kmeriové bunky je v su€asnosti mozné ziskat z kostnej
drene, periférnej krvi alebo z pupocnikovej krvi. V pripade alogénej
transplantacie, méze dochadzat ku vaznym komplikaciam ohrozujucim Zivot
prijemcu. Medzi komplikacie patria napriklad GVHD, relaps ochorenia, syndrom
sinusoidnej obstrukcie alebo rézme infekcie pacienta (Arnaout et al., 2014).

Infekéné ochorenia pacientov mdézu byt bakteridlneho, mykotického
a virusového poévodu. Stav pacientov po transplantacii je zCasti zavisly na
vCasnej diagnostike infekcii a naslednej lieCbe.

V tejto praci detekujeme PVB19 v prvych 6-tich mesiacoch po

transplantacii, kedy su pacienti silno imunosuprimovani.
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3.8.1 Infekcia pacientov po transplantacii

Imunokompromitovany jedinec je definovany ako jedinec, ktorého
prirodzené imunitné mechanizmy su narusené a jeho infekcia méze spdsobit
zivot ohrozujuce stavy. Takyto pacienti su typicky kontrolovani na pritomnost
rady virusov, medzi ktoré patri CMV, herpes simplex virus, EBV a dalSie.
V pripade potvrdenia infekcie sa zahgji lie€ba pomocou virostatik.

U imunokompromitovanych pacientov po infekcii PVB19 nedochadza
k vzniku typickych priznakov ako je artropatia alebo vyrazka. Tieto priznaky mézu
vznikat sekundarne po podani imunoglobulinov a naslednym vytvorenim
imunokomplexov, ktoré sa ukladaju v pokozke a kiboch.

Prvy popisany pripad infekcie PVB19 po transplantacii bol popisany v roku
1986 u pacienta, ktory podstupil transplantaciu obli¢iek (Neild et al., 1986).
U pacientov po transplantacii solidnych organov sa incidencia PVB19 pohybuje
od 23-31%, pricom 12% ma viac ako dve pozitivne vzorky (Cavallo et al., 2003;
Ki etal., 2005).V pripade transplantacie HSC bolo incidencia v praci Schleuninga
et. al. popisana ako 15% (Schleuning et al., 1999). Median nastupu ochoreni
vyvolanych infekciou PVB19 je 7 tyzdnov po transplantacii (Eid et al., 2006).

Pogas primarnej infekcie dochadza k predizenému vyluovani virusu
a nastava virémia PVB19. Ak je tato primarna infekcia zahajena este pred
transplantaciou, tak spésobuje miernu anémiu. (Wirdinger et al., 2017). Akutna
infekcia PVB19 mbéze uimunosuprimovanych pacientov po transplantacii
spbésobovat aplaziu Cervenych krviniek alebo zhorSenu GVHD. Pre tychto
pacientov su typické obrovské transformované proerytroblasty a pozastavenie
erytroidnej maturacie. Tieto proerytroblasty maju nuklearne virusové inkluzie
pripominajuce velké nukleoly (viz.obr.€.5). Infekcia PVB19 bola spojena s radou
klinickych symptomov, medzi ktoré patri hepatitida, artropatia, thromocytopénia
Ci viaceré neurologické ochorenia, ktoré by pravdepodobne mohli tiez
spdsobovat komplikacie u pacientov. Aj napriek tomu, Ze vacsina dospelych ma
celozivotnu imunitu proti PVB19, po podani latky, potlacujucej funkciu imunitného
systému méze nastat reinfekcia, ¢o vedie k dlhodobej anémii (Sadigh and Frank,
2017). O reinfekcii sa vyjadruje aj Gama et al. vo svojej praci, ktora nam

naznacuje, Ze alogénny-Step nie je zdrojom transmisie PVB19, ale poukazuje na
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jeho potencionalnu reinfekciu alebo endogénnu reaktivaciu virusu (Gama et al.,
2017).

Obr.¢.5: Kostna dren, atypicky zvacSené, virusom transformované erytroidné
prekurzory, obrazok A,B — farbenie Wrieght Giemsa, zvacSenie 100x; obrazok C —

zvacsenie 40x; obrazok D — e-kadherinova farba (Sadigh and Frank, 2017).

Aplazia Cervenych krviniek spésobena infekciou PVB19 méze dlhodobo
pretrvavat aj napriek dlhodobej terapie [VIg (intravenézne podavanie
imunoglobulinov) a znizovaniu lieCby zameranej na lieCbu GVHD (Karrasch et
al., 2017).

U dospelych prijemcov transplantatu je bezné, Ze dochadza k reaktivacii
PVB19 bez anémie. Bol zaznamenany pripad, kedy pacient pred transplantaciou
mal negativny sérologicky status a bol bez patognomickych prejavov. Po
transplantacii sa objavili priznaky podobné chripke a neskdr akutna artralgia
vyvolana infekciou PVB19. Priznaky boli vyvolané pravdepodobne
imunosupresivnou lieCbou a potlagenim funkcie T lymfocytov (Markova et al.,
2016). Prevalencia ahladina DNA bola porovnatelna u pacientov po
transplantacii so zdravymi jedincami, ale s vyraznou akumulaciou po
transplantacii. Pritomnost’ nizkej hladiny DNA u prijemcov transplantatu nebola
spojena s anémiou (Plentz et al., 2013).
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3.9 Genotypy

Od roku 2002 ¢lenime PVB19 na 3 genotypy pomocou analyzy ich NS1-
VP1 nukleotidovej sekvencie. Celkova rozdielnost medzi jednotlivymi
genotypami je velmi nizka a pohybuje sa okolo 2%. NajvacSia rozdielnost v
sekvencii je v oblasti p6 promotoru (20%). Tato vyrazna odliSnost promotorove;j
oblasti, naznacCuje, Zze by jednotlivé genotypy mohli mat odliSné patogénne
vlastnosti (Servant et al., 2002).

Genotypy PVB19 maju nizku aminokyselinovu variabilitu. Vysoko
konzervované sekvencie aminokyselin su tie ¢o zastupuju fosfolipazovu aktivitu
na VP1 sekvencii atiez aminokyseliny pre VP2 protein. Najvacsiu variabilitu
mozno pozorovat v aminokyselinovej sekvencii multifunkéného proteinu NS1

(Ekman et al., 2007). Pre vSetky genotypy plati ten isty sérotyp.

3.9.1 Genotyp 1

Tento dominantny genotyp je rozSireny v celej populacii a vyskytuje sa vo
vSetkych vekovych kategoriach (Norja et al.,, 2006). Na zaklade fylogenetickej
analyzy bol genotyp 1 rozdeleny do dvoch podskupin B19-1A a B19-1B.
Divergencia nukleotidov medzi tymito podskupinami sa pohybuje v rozmedzi 5-
6% (Toan et al., 2006).

3.9.2 Genotyp 2

Genotyp 2 sa zriedka vyskytuje v populacii a bol potvrdeny hlavne
u jedincov narodenych pred rokom 1973. Bol identifikovany napriklad u pacientov
pochadzajucich zo Spojeného Krafovstva a Finska (Cohen et al., 2006; Pyoria
et al., 2017). Promotorova oblast genotypu 2 je vyrazne odliSna oproti genotypu
1. Vo vazobnych miestach pre transkripéné faktory su rdézne nukleotidové
sekvencie, avSak kinetika mRNA a proteinova expresia zostava nezmenena. To
naznacuje podobnu replikaciu genotypov 1 a 2 v erytroidnych bunkach (Blumel
et al., 2005).
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3.9.3 Genotyp 3

Genotyp 3 sa deli na dva subtypy (3a a 3b), ktoré maju 4% sekvenénu
odliSnost. Porovnanie VP1 oblasti subtypov poukazuje na akumulaciu
synonymickych mutacii. To naznaCuje dlhodoby vyvoj po starSej separacnej
udalosti (Lukashov and Goudsmit, 2001). Tento genotyp prevlada v zapadne;j
Afrike. Endemicka oblast genotypu 3 je Ghana okrem toho bol tiez detekovany
v Brazilii (Parsyan et al., 2007). Subtyp 3a prevlada v krajinach Afriky, zatial ¢o
subtyp 3b sa Siri mimo Afriku (Hubschen et al., 2009).

3.9.4 Historicka analyza

NajrozSirenejSim genotypom v su€asnosti je genotyp 1. AvSak analyza
kostrovych pozostatkov z druhej svetovej vojny udajnych finskych vojakov
najdenych v borealnej divo€ine nam naznacuje, Ze genotyp 1 po druhej svetovej
vojne a nahradil genotyp 2 v krajinach Eurépy (Norja et al., 2008; Toppinen et
al., 2015). U jedincov narodenych pred rokom 1950 bola podobna
genoprevalencia genotypov 1 a 2 v severskych krajinach, po tomto roku sa
genotyp 2 zacal vyskytovat len zriedka. V severskych krajinach a centralnej
Eurépe genotyp 1 a 2 cirkuloval v pravidelnych frekvenciach od roku 1930 do
roku 1950. Po roku 1970 genotyp 2 z tychto oblasti uplne vymizol (Norja et al.,
2006).

Genotyp 3 sa pravdepodobne paralelne vyvijal s genotypom 1.
Porovnanim genotypu 3 s genotypmi 1 a2 sa preukazala vysoka geneticka
diverzita tohto genotypu, ¢o naznacuje dlhSiu evolu¢nu histériu, prebiehajucu
pravdepodobne v Afrike (HUbschen et al., 2009). V severnej Eurépe sa tento

genotyp neobijavil priblizne 70 rokov.

31



Na zaver literarneho prehladu, by som rada odkazala na svoju bakalarsku
pracu spracovanu v rokoch 2015/2016, ktora bola obhajena na Katedre genetiky
a mikrobiologie Prirodovédeckej fakulty Univerzity Karlovy, kde sa blizSie
vyjadrujem k problematike vyskytu a patologického pésobenia PVB19 v beznej

populécii a u imunokompromitovanych pacientov *.

1 https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/173106/
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4 Material a Metody
4.1 Material

4.1.1 Material pre detekciu PVB19 pomocou polymerazovej retazovej

reakcie v realnom case

Vzorky urCené na detekciu PVB19 pochadzali od pacientov
transplantovanych na Ustave hematoldgie a krvnej transfluzie a z transplantaénej
jednotky Kliniky detskej hematoldgie a onkoldgie z roku 2015. Extrakcia tychto
vzoriek prebiehala na oddeleni virolégie vo FN Motol. Extrahované DNA boli
uchovavané pri -20°C. Pocet vzoriek bolo 1595 od 90 pacientov a jednalo sa
o vzorky plnej periférnej krvi v EDTA. V tomto subore pacientov sa nachadzalo
30 zien a 60 muzov s medianom veku 36,6 roka (od 5 mesiacov do 67 rokov).
Pacienti podstupujuci HSCT boli primarne diagnostikovani na aplasticki anémiu
(AA-aplastic anemia), chronicku myeloidnu leukémiu (CML-chronic myeloid
leukemia), chronicku lymfocytarnu leukémiu (CLL-chronic lymphocytic leukemia),
myelodysplasticky syndrom  (MDS-myelodysplastic syndrome), akutnu
lymfoblasticku leukémiu (ALL-acute lymfoblastic leukemia), non-Hodgkin lymfém
(NHL-non-Hodgkin lymphoma), chronicku myelomonocyticku leukémiu (CMML-
chronic myelomonocytic leukemia), akutnu myeloidnu leukémiu (AML-acute
myeloid leukemia), idiopaticku myelofibrézu (IMF-idiopathic myelofibrosis) alebo
mukopolysacharidézu (MPS-mucopolysaccharidosis) €i  imunodeficienciu

(viz.graf.c.2).
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Met.dis.; 1; 1% ALL; 16; 18%

MDS; 10; 11%

Imunodef; 3; 3%

IMF/MPS; 4; 5%

CMML; 2; 2%

AML; 27; 30%
CML; 6; 7%
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Graf €.2: Primarne ochorenia pacientov podstupujucich HSCT.

4.1.2 Material pre genotypizaciu vzoriek

Vzorky urCené na genotypizaciu PVB19 taktiez pochadzali z FN Motol
a Ustavu hematoldgie a krvnej transfuzie. Tieto vzorky boli extrahované vo FN
Motol v obdobi od 2004-2017 a skladované pri -20°C. Jednalo sa o 135 vzoriek
od 125 pacientov extrahovanych zo séra, krvi, kostnej drene, likvoru, biopsie
myokardu a plodovej vody (viz.graf ¢.3). V tomto subore pacientov bolo 85 deti
a adolescentov a 40 dospelych s medianom veku 19,3 roka (od 1 mesiaca do 63

rokov).
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Graf ¢€.3: PGvod materialu pouzitého na genotypizaciu.

4.1.3 Chemikalie pouzité v praci

VSetky chemikalie pouzité v praci su uvedené v tabulke ¢€.1.

Chemikalie

Vyrobca

PCR voda

B Braun

PCR pufor + MgClz (15 mM)

QIAGEN ®, Hilden, Némecko

MgCl2 (25 mM)

QIAGEN ®, Hilden, Némecko

dNTP Sigma
Primer mix Invitrogen™ Carlsbad, USA
Sonda Invitrogen™ Carlsbad, USA

HotMaster polymeraza 5U/pl

QIAGEN ®, Hilden, Némecko

Sonda znacka FAM

Invitrogen™ Carlsbad, USA

FastDigest Kspal

Thermo Scientific, Waltham, USA

FastDigest Taql

Thermo Scientific, Waltham, USA

10x FastDigest Green Buffer

Thermo Scientific, Waltham, USA

Top Vision agarozy

ThermoFisher, (EU) Lithuana
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Tris-borat-EDTA (TBE) pufor -

Midori Green (Advance DNA Stain) | Nippon Genetics, Europe
GeneRuler Low Range DNA Thermo Scientific, Waltham, USA

Tab.€.1: Chemikalie vyuzité v praci.

4.2 Metédy

Na detekciu parvovirusu B19 zo vzoriek bola vyuzita metoda
polymerazovej retazovej reakcie v realnom Cace (qPCR- real-time polymerase
chain reaction) podfa prace (Saito et al., 2003). Na ur€enie jednotlivych
genotypov bola vyuzita nested PCR a nasledne RFLP-PCR (restriction fragment
length polymorphism PCR) podla prace (Bock et al., 2014), kedy sa sledovalo
Stiepenie PCR produktu pomocou restrikénych enzymov Hpa1(KspA1) a Taql.
V pripade nejasnosti vysledkov, vzorky boli sekvenované na ur€enie pripadnych

mutacii genotypu. Data boli spracované podla zakladnych Statistickych metéd.

4.2.1 1zolacia DNA

Extrakciu DNA zo vzoriek krvi spracovali pracovnici FN Motol na oddeleni
virologie, pricom vyuzili QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®, Hilden,
Nemecko). Na extrakciu DNA zo vzoriek tkaniva vyuZili QlAamp DNA MiniKit
(QIAGEN®, Hilden, Nemecko). Pracovnici postupovali podla inStrukcii od
vyrobcu. Vzorky boli uskladnené pri -20 °C.

4.2.1 Polymerazova ret'azova reakcia v redlnom c¢ase

gPCR je kvantitativna metéda PCR, zalozena na sledovani amplifikacie
cielenej molekuly DNA v realnom Case. Tato metéda bola vyuzita na detekciu
PVB19 zo vzoriek periférnej krvi. Celkovy objem reakénej zmesi bol 15 pl pricom
obsahoval 2 yl DNA. ZloZenie reakénej zmesi je uvedené v tabulke €.2. Primery

pouzité pre tuto reakciu su uvedené v tabulke ¢€.3 (Saito et al., 2003).
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Finalna _ Koncentracia
Chemikalie . Objem . . .
Koncentracia vychodiskova
PCR voda - 9,565 ul -
PCR pufor + MgCl2 | 1x 1,5 pl 10x + 15 mM
MgCl2 3 mM 0,9 ul 25 mM
100 uM pre
dNTP 0,3 4x5 mM
kazdu dNTP
0,3
DNA polymeraza _ ) ~ 10,06 pl 5 U/ul
jednotiek/reakcia
Primer mix 0,5 uM 0,375 ul 20 uM kazdy
Sonda znacka FAM | 0,2 uM 0,3 ul 10 uM

Tab.¢.2 : Pouzité chemikalie a ich mnozstvo a koncentracie.

Forward 5- CCCTAGAAAACCCATCCTCTGTG -3°
Reverse 5- AGGTTCTGCATGACTGCTACTGG -3’
Sonda FAM- TCATGGACAGTTATCTGACCACCCCCA -BHQ1

Tab.¢.3: Primery pouzité pre detekciu PVB19.

Vzorky boli spracované v duplikatoch. Plazmidy pre konstrukciu
kalibranej krivky boli pripravené v Laboratoriu molekularnej genetiky vo FN
Motol. Pre kontrolu detekcie virusu aj v nizkych koncentraciach, boli nariedené
z vyslednej koncentracie 10° kopii/ yl na 103 kopii/ul 102 képii/ul a 10t kopii/ul.
Takto nariedené plazmidy boli vyuZité pre kazdu PCR reakciu. V kazdej reakcii
bola pouzita aj negativna kontrola ktora obsahovala PCR vodu. Reakcie boli
spracované na pristroji BIO-RAD CFX96™ Real-Time System C1000™ Thermal
Cycler. Teplotny protokol pre tuto rekciu je: denaturacia 95°C/15 min a 45 cyklov
pri 94°C/15s a 60°C/1 min. Vysledky boli nasledne vyhodnotené pomocou
programu Bio-Rad CFX Manager IVD.
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4.2.2 Genotypizacia

4.2.2.1 nested-PCR
Vzorky ur€ené na genotypizaciu bolo nutné amplifikovat. Pre zvySenie

citlivosti a Specificity tejto reakcie bolo vyuZzité nested-PCR, ¢o je modifikovana

forma klasickej PCR reakcie. Reakcia prebieha v dvoch fazach, pricom je nutné

navrhnut dve sady primerov . V tabulke ¢.4 su uvedené ich sekvencie. Pri nested-

PCR reakcii bola reakéna zmes a program rovnaky, rozdiel je len v pouZzitych

primeroch. Mnozstvo reakénej zmesi bolo 45 pl do ktorej sa nasledne pridava 5

pl vzorky. Objemy chemikalii pouzitych pri nested-PCR su uvedené v tabulke €.5.

Pociato€na denaturacia bola pri 95°C na 15 min, nasledovalo 35 cyklov 94°C/30

s, 50°C/30 s, 72°C/30 s a na zaver konec¢na polymeracia 72°C/10 min (Bock et

al., 2014).
antisense Sense
1. Kolo | ATTCCACAAATTGCTGATACA | CAGTTTCGTGAACTGT
PCR | c TAGT
2. Kolo | AATTGCTGATACACAGCTTTA | CGTGAACTGTTAGTTG
PcR | G GGGTTGA

Tab.¢.4.: Primery pouzité pre nested-PCR reakciu

_ Koncentracia
Chemikalie Finalna koncentracia Objem

vychodiskova
PCR voda - 27,35 pl -

5 mM x 4 pre
dNTP 250 uM pre kazdu dNTP | 6,25 ul

kazdu dNTP
Primer mix 0,8 uM 3 ul 20uM kazdy
DNA polymeraza | 2 jednotiek/reakcia 0,4 pl 5U/ul
Pufor 10x 1x 1,5 mM MgCl2 Sy 15 mM MgCl2
MgCl2 3 mM 3 ul 25 mM

Tab.€.5.: Chemikalie pouzité v nested-PCR
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4.2.2.2 Stiepenie amplikénov
Amplikony o velkosti priblizne 338 bp boli Stiepené pomocou enzymov

KspAl a Tagl vo dvoch samostatnych reakciach po dobu 10 min. RestrikCny
enzym Kspa1l Stiepil pri 37°C, Taql pri 65°C. Resktrikcia pomocou tychto
enzymov prebieha v oblasti NS1-Vplu. Kspal vzorky Stiepi v oblasti 5'-
GTT|AAC-3". Taq1 Stiepi v oblasti 5°-T|CGA-3". Vysledky boli vyhodnocované
pomocou elektroforézy. Genotyp 2 a 3 je Stiepeny pomocou enzymu KspA1.

RestrikCny enzym Taq1 Stiepi genotypy 1 a 2 (viz.tab.C.6).

Tab.&.6.: Stiepny vzorec pre uréenie genotypov

KspAl Taql
Genotyp 1 - +
Genotyp 2 + +
Genotyp 3 + -

4.2.3 Elektroforéza

Na vyhodnotenie RFLP-PCR reakcie bola pouzita elektroforéza, €o je
metdda, ktora umozfiuje separaciu molekul na zaklade vefkosti Ci naboja
v elektrickom poli. Gél bol pripraveny z 0,5g Top Vision agardzy, 25ml tris-borat-
EDTA (TBE) pufru a 1 pl farbiva Midori Green pre vizualizaciu, ¢o odpoveda 2%
agarozovému gelu. Elektroforéza prebiehala pri napati 80 V po dobu 60 min. Ako
rebriCek bol pouZity GeneRuler Low Range DNA. Produkty na géle boli

vizualizované pomocou pristroja Vilber Lourmat.

4.2.4 Sekvenovanie

Na sekvenaciu boli urené vzorky nezapadajuce do Stiepneho vzorca,
ktory je znazorneny v tabulke €.5. Taktiez boli osekvenované dve vzoroveé vzorky
genotypu 1 adve genotypu 2, pre overenie spravnosti Stiepnych miest. Na
sekvenaciu sa vyuzili amplikény pochadzajuce z druhého kola nested PCR.

Jednalo sa o aplikény odpovedajuce NS1-VP1u regiénu aich velkost bola
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priblizne 338 bp. Sekvenaciu zhotovili pracovnici FN Motol v Laboratoriu

molekularnej genetiky, podla Sangerovej sekvenacnej metody.

4.2.3 Fylogeneticka analyza

Sekvencie boli spojené pomocou FinchTv Version 1.4.0 (Geospiza Inc.)
a topoldgia stromu boli dizajnovana pomocou MEGA 6.0 software (Tamura et
al.,, 2013) svyuzitim Jukes-Cantor parametrov na vytvorenie matice
nukleotidove] vzdialenosti. Na porovnanie boli vybraté referentné sekvencie
z GenBank (GenBank® zapisané pod Cislom: genotyp 1: M13178, DQ225149;
genotyp 2: AY044266, AY064476; genotyp 3: AX003421, AY083234). Jednotlive
nukleotidové sekvencie boli nasledne porovnané pomocou Clustal Omega
(EMBL-EBI).

4.2.4 Statisticka analyza

Statisticka analyza vysledkov bola spracovana pomocou dvoch testov.
Prvy bol chi-kvadrat test, kedy na vypocCet bol vyuzity software Excel
(Microsoft®). Druhy test bol one-way test spracovany programom SigmaStat®.
Hodnoty pod stuprfiom signifikancie 0,05, boli povazované za Statisticky

vyznamne.
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5 Vysledky
5.1 Pozitivni pacienti na infekciu PVB19

V roku 2015 podstapilo alogénnu HSCT vo FN Motol a UHKT 90 pacientov
(25 deti aadolescentov). Pacienti pozitivni na PVB19 boli primarne
diagnostikovani na CML, MDS, ALL, NHL, CMML, AML a metabolicku poruchu.
NajCastejSim  diagnostikovanym ochorenim medzi pozitivnymi PVB19

pacientami, bola akutna myeloidna leukémia (viz. graf €.4).

ECML mMDS mALL mNHL mCMML mAML = Met.dis

Graf.¢.4: Primarne ochorenia pacientov pozitivnych na PVB19
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NajcastejSim primarnym ochorenim pediatrickych pacientov bola ALL (viz.
graf €.5), u dospelych pacientov to bola AML (viz.graf €.6). U pediatrickych
pacientov ani dospelych pacientov nebola potvrdena signifikantna korelacia
medzi PVB19 infekciou a typom primarneho ochorenia (P>0,05, pomocou X?-

testu).

Deti a adolescenti
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Graf &.5: Porovnanie pediatrickych pacientov pozitivnych a negativnych na PVB19
u jednotlivych ochoreni.
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Graf €.6: Porovnanie dospelych pacientov pozitivnych a negativnych na PVB19
u jednotlivych ochoreni.
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Z 1595 vzoriek pochadzajucich z roku 2015 bol PVB19 detekovany v 30
vzorkach (1,88%).

V skupine 25 deti a adolescentov bolo pozitivhych na PVB19 9 pacientov
(36%). Jednalo sa o0 5 diev€at a 4 chlapcov s medianom veku pri HSCT 12,8
rokov (viz. graf €.7) Dospelych bolo 65 pacientov a z toho pozitivnych 13 (20%).
Dospely pacienti zahrnovali 5 Zien a 8 muzov s medianom veku 47,8 (viz. graf ¢.
8). Celkovo bolo pozitivhych pacientov 22 (24,44%) z celkovych 90, priCom 5
pacientov malo viac ako 2 pozitivhe vzorky (22,7%). V incidencii PVB19 nie je
rozdiel medzi detmi a dospelymi (X?-test P=0,11) a taktiez ani medzi pohlaviami
pacientov (X?-test P=0,17).

Deti a adolescenti
(diev€ata-5, chlapci-4)

3
1 . I I
0

1-4

0-1 5-10 10-15 15-18

vek

pocet pacientov
N

W dievCata M chlapci

Graf €.7: Deti a adolescenti pozitivni na PVB19 po HSCT
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Graf ¢€.8: Dospeli pozitivni na PVB19 po HSCT
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5.2 Nastup infekcie PVB19

Pacientom po HSCT boli pravidelne po dobu najmenej 6 mesiacov
odoberané vzorky periférnej krvi, o umoznilo zaznamenat nastup infekcie
PVB19. V jednom pripade bol virus detekovany 3 dni pred transplantaciou, zatial
€o posledna detekcia virusu bola zaznamenana 208 dni po transplantacii. Pricom
median u deti bol 94 dni od HSCT a u dospelych je 111 dni. Na grafe ¢.9, je
mozné pozorovat, Ze u tychto pacientov nastupuje infekcia v dvoch obdobiach
ato medzi 50-90 dnom a neskér medzi 130-170 dnom. Virusova naloz

u pozitivnych vzoriek sa pohybovala od 31,95 do 45,95x10° kopii DNA/mI krvi.

Infekcia po HSCT

00— —0 oo @ 00 0 000 0 @ L
-10 0 10 20 30 40\G0 60 70 80 950100 110 120 138140 150 160 170 _¥80 190 200 210

Graf.€.9: Pocet dni po nastupe infekcie po HSCT
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5.2 Koinfekcia pacientov s EBV a CMV

Po alogénnej HSCT boli pacienti rutinne testovani na oddeleni virologie
FN Motol na pritomnost EBV a CMV. EBV sa vyskytoval u 45 (50%) a CMV u 49
(54,5%) pacientov. Medzi PBV19 pozitivnymi pacientami, bol signifikatne nizsi
vyskyt EBV aj CMV oproti pacientom negativnym (one-way ANOVA test,
P<0,05). Je vidiet trend negativnej korelacie medzi PVB19 a koinfekcie
EBV+CMV, avsak je pod hranicou signifikancie (one-way ANOVA test P>0,05)
(viz graf €.10,11,12).
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Graf €.10: Porovnanie vyskytu EBV u PVB19- a PVB19+ pacientov.
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Graf €.11: Porovnanie vyskytu CMV u PVB19- a PVB19+ pacientov.
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Graf €.12: Porovnanie vyskytu koinfekcie EBV aCMV u PVB19- a PVB19+ pacientov.
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5.3 Vyskyt relapsu, akatheho GVHD (aGVHD), chronického GVHD
(cGVHD) a umrtnost’ pacientov

U pacientov pozitivnych na PVB19 sa aGVHD vyskytla u 13 pacientov

(deti/adolescenti-7, dospeli-6) a cGVHD u9 pacientov (deti/adolescenti-1,

dospeli-8) (viz. graf €.13). U 2 pacientov (dieta-1, dospely-1) sa vyvinul relaps

ochorenia s naslednou smrtou.

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Vyskyt aGVHD a ¢cGVHD

aGVHD

M deti/adolescenti

cGVHD

B dospeli

Graf ¢€.13 : Porovnanie pediatrickych a dospelych pacientov pozitivnych na PVB19 na
rozvoj aGVHD a cGVHD.

Pacienti pozitivny a negativny na PVB19 boli porovnani na rozvoj aGVHD,

cGVHD, relaps ochorenia aumrtnost (viz.tab.§.7). Statistickd analyza
nepreukazala signifikantn( korelaciu medzi tymito dvoma skupinami (P>0,05 X?
- testu).
PVB19+ PVB19- |Statisticka signifikacia (P=)

Relaps 9% 12% 0,6

aGVHD 59% 44% 0,4

cGVHD 41% 31% 0,5

Exitus 9% 13% 0,7

Tab.€.7: Statisticka analyza relapsu, aGVHD, cGVHD, umrtnosti pacientov.
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5.4 Genotypizacia

Po amplifikacii vzoriek pomocou PCR, boli vzorky Stiepené
prostrednictvom KspAl a Taq1 restrikénych enzymov. Nestiepené amplikdny
maju velkost priblizne 338 bp. Po Stiepeni enzymom KspA1 maju jednotlivé
fragmenty velkost okolo 117 a 221 bp. Restrikény enzym Taq1 Stiepi amplikény
na velkosti priblizne 153 a 185 bp. Genotyp 1 bol nastiepeny pomocou Taqg1
enzymu, genotyp 2 Stiepil Taq1 aj KspA1 enzym. Genotyp ur¢eny ako mutovany
nebolo mozné nastiepit’ ani jednym z restrikénych enzymov (viz.obr.&.6). Stiepne
miesta sekvencii boli identifikované atiez porovnané so sekvenciami
pochadzajucich z NCBI (National Center for Biotechnology Information), ¢o

potvrdilo presnost RFLP-PCR metddy.

L —~ » A — » L —' D e

Genotyp 1 Genotyp 2 Mutacia  Marker

Obr.€.6: Vysledky po Stiepeni restrikCnymi enzymami, zobrazenych pomocou
elektroforézy. N- nestiepena vychodiskova vzorka.
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Genotyp 1 bol detekovany v 96,7% pripadoch. U troch pacientov bol
identifikovany genotyp 2 (viz.tab.€.8). Genotyp 3 sa v tejto kohorte nenachadzal.
Pri genotypizacii sa vyskytol aj pripad mutovaného genotypu (viz.tab.¢.9). Tento

genotyp bol odoslany na sekvenaciu, ¢im sa preukazal ako mutovany genotyp 1.

. Pocet kopii . .
Vek | Pohlavie PVB19/rekcia DNA z Diagnéza
Pacient &.1 | 26 M 2.2x108 Krv Anémia
z nedostatku zZeleza
Pacient ¢.2 3 M 12 Kostna dren Anémia NS
Pacient¢.3 | 16 z 3 Srdce AML
Tab.¢.8.: Pacienti detekovany na genotyp 2.
. Pocet kopii . .
Vek | Pohlavie PVB19/reakcia DNA z Diagnéza
Pacient¢.4 | 36 z 3-350 Kostna dren Porucha bielych
krviniek NS

Tab.€.9.: Pacient s mutovanym genotypom.

Na zaklade fylogenetickej analyzy mutovaného genotypu bolo mozné
urcit, Ze sa jedna o genotyp 1. Genotyp 1 je Stiepeny pomocou restrikéného
enzymu Taql ato voblastiach 5 T |CGA 3° a3'AGC1T 5°. V pripade
mutovaného genotypu, doslo k mutacii v oblasti stiepneho miesta enzymu Taq1
(viz.tab.€.10.).

Normalna sekvencia GGAAATTT|CGAGAATTT
Mutovana sekvencia GGAAATTTAGAGAATTT

Tab.€.10.: Nukleotidové sekvencie a) Stiepne miesto enzymom Taq1, b) bodova mutacia

mutovaného genotypu. ZIté podfarbenie znazorfiuje nukleotidovi zmenu.

50



5.5 Overenie sekvencii genotypov PVB19

Na overenie spravnosti Stiepného vzorca, boli nahodné vybraté 2 vzorky
genotypu 1, dva vzorky genotypu 2 a tiez dva mutované vzorky.

Vzorky pod oznacenim 92674 a 74126 boli pomocou restrikCnej analyzy
urené ako genotypy 1. Ich porovnanim s referentnou sekvenciou M13178
(GenBank), bola preukazana ich podobnost 97,9%. S referencnym kmefiom
DQ225149 99,2%. Fylogeneticka analyza potvrdila zoskupovanie 92674 a 74126
s referencnymi sekvenciami genotypu 1. Konkrétne sa jednalo o subtyp B19-1A.
Rozdielnost’ sekvencie vzoriek genotypu 1 bola 0,32%.

S referenénym kmefiom AY044266 boli porovnavané sekvencie 17869
a 26008 (pacient €.1 a pacient €.2, viz.tab.€.8), ktoré boli ur€ené ako genotypy 2.
Ich podobnost je 91,72%. S referenénym kmeriom AY064476 bola ich podobnost
bola 92,57%. Rozdielnost sekvenci genotypu 2 bola 1,26%. Porovnanim
genotypov 1 a genotypov 2 sa diverzita pohybovala v rozmedzi 8,71% - 12,1%.

Vzorky pod oznaCenim 25704 a 27611 boli ur¢ené ako mutované.
Jednalo sa odva vzorky pochadzajuce od stejného pacienta, odobrané 4
mesiace po sebe (viz.tab.C.9). Fylogenetickd analyza nam preukazala
zoskupovanie s referenénymi sekvenciami genotypu 1, ¢o naznacuje, Ze ide
o mutovanu formu tohto genotypu. Podobnost medzi nimi je 100%. Porovnanim
s referenénymi kmerimi genotypu 1 je 98,45% (M13178) a 98,76% (DQ225149)

(viz.obr.€.7).
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Obr.6.7.: Fylogenetickd analyza sekvencii PVB19. Cisla vzoriek-Genotyp 1:
92674,74126, mutovany genotyp 1: 25704, 27611, genotyp 2: 17869, 26008.
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6 Diskusia

Komplikacie vyvolané infekciou PVB19 u transplantovanych pacientov sa
vyskytuju zriedka, ale napriek tomu, mézu byt zavazné. Predominantnou
klinickou manifestaciou u pacientov, infikovanych PVB19, je anémia, avSak sa
mo&ze taktiez podielat’ na vyvolani hepatitidy ¢i pneumonotitidy (Eid et al., 2006).
Prva Cast tejto diplomovej prace sa zaobera pacientami infikovanymi PVB19,
ktori podstupili hematopoeticku transplantaciu kmeriovych buniek. Pacienti v tejto
studii, pozitivni na PVB19, boli primarne diagnostikovani na CML, MDS, ALL,
NHL, CML, AML a jeden pripad metabolickej poruchy. V praci bola porovnana
frekvencia infekcie u jednotlivych ochoreni, avSak nebola potvrdena vyznamna
korelacia medzi nimi. Vzhladom na pomerne malu kohortu pacientov tejto prace,
by bolo treba na potvrdenie tejto hypotézy otestovat vyznamne vacsiu skupinu

pacientov.

V tejto praci bola incidencia PVB19 infekciue u pacientov 24,4%.
Vzhfadom na ich imunosupresiu je jasne vidiet, Ze incidencia je vyrazne vysSia
oproti imunokompetentnym pacientom, kedy sa udava ako 0,8% (Watanabe et
al., 2018). Incidencia v tejto kohorte sa zhoduje s vysledkami po transplantacii
solidnych organov, kedy je popisana na 23-31%, naproti tomu po HSCT sa udava
15% incidencia oproti Comu ma tato praca hodnoty vyssie (Cavallo et al., 2003;
Ki et al, 2005; Schleuning et al., 1999). Prekvapenim bola incidencia
u pediatrickych pacientov (36%). Atay et al. vo svojej praci uvadza, ze
u pediatrickych pacientov po HSCT je incidencia PVB19 7%. Vysledky tejto prace
ukazuju az 36%, Co je vyrazny rozdiel. Nie je zname s €im tento rozdiel mohol
suvisiet, ale mohlo by to byt odliSnou geografickou lokalitou (Turecko). Analyza
ale nepotvrdila rozdiely v incidencii u pediatrickych pacientov oproti dospelym
a taktiez nebola potvrdena rozdielna incidencia infekcie medzi pohlaviami

pacientov.

Median pociatku infekcie bol 105 dni po HSCT, pri€¢om nebol vyrazny
rozdiel medi pediatrickymi a dospelymi pacientami (94, 111 dni), avsak
porovnanim nastupu infekcie, bolo mozné pozorovat, Ze infekcia typicky
nastupuje v dvoch obdobiach ato medzi 50-90 driami a 130-170 dhami po

transplantacii. Skorsi nastup infekcie (50-90 dni) sa zhodoval s pracou Eid et al.
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(Eid et al., 2006), ktory popisal nastup po transplantacii ako 1,75 mesiaca. Jeho
praca popisovala retrospektivne 96 pacientov po transplantacii, ktori boli

pozitivny na PVB19.

GVHD je reakciou imunitného systému darcu na odliSné antigény
prijemcu. Viaceré zdroje uvadzaju, ze infekcia PVB19 ma nepriaznivy vplyv na
alogénny-step tychto pacientov (Barzon et al., 2009; Eid et al., 2006; Xiao et
al., 2013). Napriek tomu sa vtejto praci sa nepreukazala korelacia medzi
infekciou PVB19 a rozvojom akutnej €i chronickej GVHD a taktiez vplyv na relaps
ochorenia pacientov aich umrtie. Tieto odlisné vysledky, by mohli suvisiet so
zvolenymi kohortami pacientov. Prace Barzon et al., Xiao et al., 2013 sa venuju
vyluéne pacientom, ktori podstupili transplantaciu solidnych organov, praca Eid
et al., sa taktiz venuje z vacsiny transplantaciam solidnych organov. Pevné
tkaniva su miesta kde je virus schopny dlhodobo perzistovat, o mdze

vysvetlovat' tuto skutocnost.

Vzorky pozitivne na PVB19 po HSCT, sa vyznacovali nizkou virusovou
nalozou. Vo vacsine vzoriek, bola naloz nizsia ako 6,6x10°2 partikulii/ml, pricom
najvyssia virusova néloz bola 4,6x108 partikulii/ml. Vzhladom na to, Ze sa
viremicka faza pocas primarnej infekcie vyznaCuje vysokou virusovou naloZzou
(az 10%3 partikuli/ml) (Young and Brown, 2004), je mozné konstatovat, Ze u tychto
pacientov nedoslo k primarnej infekcii po transplantacii a ze transplantat nebol
zdrojom transmisie. Tomuto tvrdeniu nasvedcuje aj schopnost PVB19 integrovat
sa do gendomu hostitelskej bunky a tak latentne pretrvavat (Janovitz etal., 2017),
¢o vysvetluje nepritomnost DNA virusu u vzoriek pacientov, ktori boli neskor
potvrdeni ako pozitivni. Na zaklade tychto zisteni, je otazne, &i by u pacientov po
transplantacii nebola vhodnejSia detekcia PVB19 z biopsie tkaniv, kde virus

moze dlhodobo perzistentne pretrvavat.

Pacienti po transplantacii su rutinne testovani na pritomnost’ rady virusov,
medzi ktoré patri aj EBV a CMV. U pacientov tejto prace, sa potvrdil vyrazne nizsi
vyskyt infekcie PVB19 (24,44%) oproti EBV a CMV. Incidencia EBV bola 50%
auCMV 54,5%. ZvlaStnostou bolo, Ze po porovnani pacientov pozitivnych
a negativnych na PVB19 bol vyskyt EBV a CMV vyrazne nizSi u pacientov, ktori
boli infikovani PVB19.
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Po tom, €o boli odhalené rézne varianty PVB19, sa zacalo uvazovat nad
ich odliSnym patogénnym potencialom arovnako aj na ich epidemiologickou
relevanciou. Doposial publikované data nasvedCuju, Ze napriek pomerene
vysokej nukleotidovej odliSnosti v oblasti promotoru (20%) medzi genotypom 1
a2 (Servant et al.,, 2002) je, vzhladom na ich podobnu kinetiku replikacie
a kinetiku proteinovej expresie, patogenicita rovnaka (Blumel et al.,, 2005).
Napriek tomu doposial nebola publikovana dostatocné velka klinicka Studia, ktora

by porovnavala vo vacsej miere stav tychto pacientov.

Druha cast' tejto diplomovej prace sa venovala genotypizacii PVB19
pozitivnych vzoriek pochadzajucich z FN v Motole, kde v obrovska vacsine
pacientov bola detekovany na genotyp 1 (96,7%). Vysledky tejto Studie, ktoré
ukazuju, Zze genotyp 1 je predominantnym genotypom, sa zhoduju s doposial
publikovanymi pracami (Corcoran et al., 2010; Hokynar et al., 2004; Hibschen

et al., 2009).

Oproti tomu, genotyp 2 sa zda byt velmi vzacny. Norja et al. vo svojej
praci popisuje cirkulaciu genotypov 1 a 2 v oblastiach Eurépy pred viac ako pol
storo¢im. Uvadza, Ze po tomto obdobi genotyp 2 medzi jedincami uplne vymizol
(Norja et al., 2006). Napriek tomu, za posledné roky pribudaju prace detekujuce
genotyp 2. Ten bol identifikovany udarca krvi a pacienta po renalnej
transplantacii z Nemecka (Eis-Hubinger et al., 2014; Liefeldt et al., 2005),
u imunokompromitovaného pacienta z Polska (Grabarczyk et al., 2011),
u pacienta pochadzajuceho z Bulharska (lvanova et al., 2016) a tieZ v B bunkach
u pacienta z Finska (Pyoria et al., 2017). Medzi pacientami, zapojenymi do tejto
Studie, sa podarilo detekovat genotyp 2 u troch pacientov (2,5%). Napriek tomu,
Ze Norja dalej vo svojej praci uvadza, ze jedinci narodeni po roku 1973 nemaju
genotyp 2 (Norja et al., 2006), pacienti tejto Studie boli vSetci narodeni po tomto
roku. Nie je ale zname, Ci zriedkavy vyskyt genotypu 2 v Eurdpe suvisi s nizkou
cirkulaciou tohto genotypu, alebo prenosom reaktivovaného virusu
u perzistentne infikovanych jedincov (Norja et al., 2008). Nebolo prekvapenim,
Ze medzi pacientami sa nevyskytoval genotyp 3. Jeho endemicka oblast je
Ghana (Candotti et al., 2004) atypicky sa vyskytuje v oblastiach Afriky.
V oblastiach severnej Europy sa nevyskytoval viac ako 70 rokov, ¢o méze

suvisiet' s malou mierou africkej migracie do tejto oblasti (Norja et al., 2006).
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V tejto praci bol zaznamenany jeden pripad, kedy vzorku nebolo mozné
nastiepit’ restrikCnymi enzymami, €o naznacilo mozny vyskyt mutacie v Stiepnom
mieste sekvencie. Jednalo sa o 2 vzorky pochadzajuce od stejnej pacientky.
Vzorky boli odobraté z kostnej drene s odstupom 4 mesiacov. V kostnej dreni sa
nachadzaju erytroidne progenitory, ktoré vykazuju najvyssiu replikacnu aktivitu
(Bua et al., 2016). Vzhlfadom na vysoku replikacnu aktivitu a na to, Ze oblast
NS1/VP1NVP2 sa vyznaCuje velkym  mnozstvom  synonymickych
a nesynonymickych nukleotidovych zmien s vysokym pomerom (Lukashov and
Goudsmit, 2001; Servant et al., 2002), bolo mozné oCakavat, Ze dbjde k mutacii
sekvencie. V pripade tejto sekvencie, sa jednalo o bodovu mutaciu nachadzajucu

sa v mieste Stiepenia restrikcnym enzymom Taq1.

Analyza sekvencii umoznila urcit mutovany genotyp ako genotyp 1,
podobnost s referenénymi genotypami 1 bola az ~98%. Sekvencie genotypov 1
tejto prace mali velmi malu rozdielnost vocli referenCnym sekvenciam ato
priblizne ~98,5%, zatial ¢o sekvencie genotypu 2 maju nizSiu podobnost
s referenénymi sekvenciami ato asi ~92%. Rozdielnost medzi  kratkymi
sekvenciami génov sa udava viac ako 10% (Servant et al., 2002), pri¢om

genotypy tejto prace sa lisili 0 ~10%.
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7 Suhrn

Predmetom tejto diplomovej prace bolo popisat vyskyt a vplyv
parvovirusu B19 u pacientov FN Motol. Prva Cast Studia popisala incidenciu
PVB19 (24,4%) u pacientov po HSCT. Taktiez popisala dve obdobia po
transplantacii, kedy infekcia typicky nastupuje medzi pacientami. U tychto
pacientov sa nepodaril potvrdit vplyv infekcie na rozvoj akutnej Ci chronickej
GVHD a relapsu ochorenia, rovnako ako umrtie pacienta. Vzhfadom na to, Ze sa
jednalo o pomerne malu kohortu pacientov, by bolo vhodné toto pozorovanie

potvrdit’ na vacsej skupine pacientov.

Druha Cast prace sa zaoberala popisom rozlozenia jednotlivych genotypov
vramci Ceskej republiky. Urgila, Ze genotyp 1 je predominantny a taktiez

zaznamenala vyskyt vzacneho genotypu 2.
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