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Abstrakt

Cytomegalovirus (HCMV ) je bézny lidsky B-herpesvirus, ktery vykazuje vysokou
prevalenci v populaci. K pfenosu dochazi tésnym kontaktem mezi osobami, u kterych
zpusobuje pfevazné asymptomatickou primarni infekci, ktera poté prechazi v latentni infekci.
Problémy tento virus zplsobuje b&éhem téhotenstvi, kde muze zplsobit potraty, defekty plodu
a vrozené defekty novorozencu. Mnohem vétSim nebezpecim je infekce timto virem u
imunokompromitovanych pacientd pfevazné u pacientt s infekci HIV a u transplantovanych

pacientd.

Tato prace je komplexnim pojednanim o biologii HCMV se zaméfenim pfedevsSim na
rizika, ktera HCMV zpUsobuje u pacientll po organoveé transplantaci a transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék, v€etné pfehledu metod pouzivanych pro diagnostiku a

monitorovani HCMV infekce a moznosti prevence vzniku HCMV asociovanych onemocnéni.

Klicova slova: Cytomegalovirus, transplantace hematopoetickych kmenovych bunék,
organova transplantace, detekce, monitorovani, polymerazova fetézova reakce, bunécéna

imunita, protilatkova imunita
Abstract

Cytomegalovirus (HCMV) is a ubiquitous human B-herpesvirus highly prevalent in the
population. HCMV is transmitted by close contact between individuals. In infected person this
virus causes mainly asymptomatic primary infection, after which the latency is established. In
pregnant women HCMV infection can lead to abortions, defects of the fetus and congenital
abnormalities of newborn babies. Even more serious complications are caused by this virus
in the immunocompromised patients, especially those infected by HIV and in patients who

undergo solid organ transplantation and hematopoietic stem cell transplantation.

This work is a complex report about HCMV biology with emphasis on complications
which HCMV causes in patients after solid organ transplantation and hematopoietic stem cell
transplantation. This article also contains summary of the methods used for diagnostic of

HCMV infection and monitoring and prevention of HCMV associated diseases.

Keywords: Cytomegalovirus, hematopoietic stem cell transplantation, solid organ
transplantation, detection, monitoring, polymerase chain reaction, cellular immunity, humoral

imunity
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1 Uvod

Lidsky cytomegalovirus (HCMV, HHV-5) je bézny lidsky herpesvirus, ktery vykazuje
vysokou prevalenci v populaci. Tento virus je nejvétSim z lidskych herpetickych vira. U
zdravych lidi tento virus zplUsobuje pfevazné asymptomatickou infekci, ve vyjime&nych
pfipadech v§ak muze infekce probihat symptomaticky s pfiznaky podobnymi mononukledze.
Velmi nebezpecnym se virus stava béhem téhotenstvi, kde mize v malém procentu pfipadd
zpusobit potrat, zavazné defekty plodu nebo vrozené defekty nové narozenych déti. Velmi
zavazneé problémy zpUsobuje tento virus u pacientu s defektem imunity - u pacientt
infikovanych HIV a transplantovanych pacientd.

Cilem této prace je shrnuti poznatk( o dusledcich infekce HCMV predevSim u
pacientl, ktefi podstupuji transplantace a o moznostech prevence, diagnostiky, monitorovani

a lé¢by onemocnéni spojenych s HCMV u téchto pacientd.

2 Taxonomické zarazeni

HCMV patfi do Celedi Herpesviridae ktera je délena na tfi zakladni podceledi a, B a
v — herpesvirinae. Pro pod&eled a je charakteristicky relativné kratky reprodukéni cyklus,
variabilni hostitelsky okruh, destrukce produktivné infikovanych bunék a ustaveni latence
v gangliich. Z této pod¢&eledi vyuzivaji savCi hostitele rody Simplexvirus a Varicellovirus. Do
rodu Simplexvirus patfi lidské patogeny herpes simplex virus 1 a 2 (HSV-1 a HSV-2) a do
rodu Varicellovirus varicella-zoster virus (VZV). Viry z pod&eledi y vyuzivaji savCi hostitele,
napadaji hlavné T a B lymfocyty a latentné infikuji lymfoidni tkané. Do této podceledi patfi
dva lidské patogeny Epstein-Barr virus (EBV) patfici do rodu Lymphocryptovirus a lidsky
herpesvirus 8 (HHV-8) patfici do rodu Rhadinovirus. Pro podé&eled B je charakteristicky
dlouhy Zivotni cyklus, Uzky hostitelsky okruh, napadné zvétSené infikované bunky
(cytomegalia) a ustaveni latence v sekreCnich zZlazach. V podé&eledi p rozliSujeme nékolik
rod: Roseolovirus, do kterého patfi lidsky herpesvirus 6 (HHV-6), Cytomegalovirus kam
patfi HCMV a Muromegalovirus kam fadime mysi cytomegalovirus (MCMV) (pro pfehled
Pellett a Roizman, 2007).



3 Stavba virionu

Virion sestava z kapsidy, ktera obaluje linearni dvojfetézcovou DNA o velikosti 235
kbp. Okolo kapsidy se nachazi amorfni hmota zvana tegument ohrani¢ena obalem tvofenym
lipidovou dvojvrstvou obsahujici glykoproteiny kédované virem. Velikost maturovaného

virionu se pohybuje okolo 200 -300 nm v zavislosti na tloustce tegumentu (viz Obr. 1.).

Membrane
gB
Nucleocapsid

Tegument
gH

Obr. 1: Struktura virionu. Pfevzato z Crough a Khanna 2009.

3.1 Kapsida

Kapsida HCMV o velikosti 135 nm je ikosahedralni symetrie s triangulaénim Cislem
T=16 obsahujici 162 kapsomer, z toho 150 hexameru tvofici triangularni plochu a 12

pentameru tvofici vrcholy ikosahedronu (viz Obr. 2).

Kapsidu je tvofena péti typy strukturalnich proteind, majoritnim (MCP, produkt genu
UL86), minoritnim (TRI1, UL46), minoritnim vazebnym (TRI2, UL85), nejmensim (SCP,
UL48A) a portalnim (PORT, UL104).

MCP proteiny tvofi hlavni strukturu kapsidy, jejich 150 hexonu tvofenych 6 kopiemi
MCP a 11 ze 12 pentont tvofenych 5 kopiemi MCP, mezi nimiz jsou umisténé triplexy
tvofené TRI1 a TRI2, SCP proteiny tvofi vnitini povrch kapsidy a jsou lokalizované na
vrcholech hexonl a PORT proteiny (12 kopii) vytvafi modifikovany dvanacty penton dulezity

pro enkapsidaci virové DNA (pro pfehled Mocarsky, Shenk a Pass, 2007).



Obr. 2: Struktura HCMV kapsidy. Modfe oznacené jsou hexony, ervené pentony a zelené

proteiny tvofici triplexy. Pfevzato z www.iayork.com.

3.2 Tegument

Tegument se nachazi mezi kapsidou a obalem a ma pfevazné amorfni charakter.
Tegument je tvofen virem kédovanymi proteiny, muze obsahovat bunécéné proteiny,
buné&énou a virovou RNA. Tegumentové virem kédované proteiny jsou z velké ¢asti
fosfoproteiny, z nichz nejvice zastoupené jsou pp65 (UL83), pp71(UL82), pp150(UL32),
pUL47 a pUL48.

Protein pp71 slouzi jako transaktivator iniciujici Iytickou replikaci, pp65 inaktivuje
obranu na urovni burfiky a organismu a je hlavnim cilem buné&¢né a humoralni imunity.
Protein pp150 je dulezity ke smérovani kapsid na mista dal$i maturace a proteiny pUL47 a
pUL48 jsou asociované s kapsidou a hraji roli v rozbaleni a vstupu virové DNA do jadra (pro
pfehled Kalejta 2008).

3.3 Obal

Obal je tvofeny lipidovou dvojvrstvou obsahujici virem kédované glycoproteiny gB
(UL55), gM (UL100), gN (UL73), gH (UL75), gL (UL115), gO (UL74). Tyto glykoproteiny hraji
dullezitou roli pfi vazbé viru na buné&ny povrch a pfi jeho vstupu do bufky. Glykoprotein gB
(UL55) se vaze na heparansulfat na bunééném povrchu a napomaha vstupu viru do buriky.
Zaroven také spousti bunécéné signalizaéni drahy, které pfipravuji prostfedi pro zahajeni
replikacniho cyklu viru a je téZ hlavnim cilem neutraliza¢nich protilatek. Glykoproteiny gM a
gN vytvaFi komplexy a napomahaji vazbé na bunécny povrch. DalSi glykoproteiny gH, gL a
gO vytvari také komplexy a hraji dilezitou roli pfi fuzi obalu viru s buné€nou membranou (pro
pfehled Mocarski, Shenk a Pass 2007).
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3.4 Virovy genom

Genom HCMV tvofi dvojfetézcova linearni DNA, ktera je na obou koncich ohraniCena
terminalnimi repeticemi (TR), na levém konci dlouhou TR (TRL = long terminal repeat)
obsahujici mnohokrat opakovanou a sekvenci a za ni nasledujici dlouhou sekvenci b, na
pravém konci kratkou TR (TRS = short terminal repeat) obsahujici kratkou ¢ sekvenci
nasledovanou sekvenci a. Uvnitf genomu se nachazeji vnitfni invertované repetice (IR =
internal repeat), dlouha IR (IRL = long internal repeat) obsahuijici invertovanou sekvenci b a
kratka IR (IRS = short internal repeat) obsahuijici invertovanou sekvenci ¢. Mezi TRL a IRL
se nachazi unikatni dlouha oblast (UL = unique long) a mezi IRS a IRL se nachazi unikatni
kratka oblast (US = unique short) (viz. Obr. 2). Inverzi oblasti genomu US a UL, ke které

dochazi rekombinaci béhem replikace, mohou vzniknout Ctyfi ekvimolarni izomery.

Genom Ize rozdélit na tfi velké skupiny genu - bezprostfedné Casné (o, IE = immediate
- early), opozdéné Casné (B, DE = delayed - early) a pozdni (y, L = late). Produkty IE genu
slouzi k regulaci dalSich kroku zZivotniho cyklu, proteiny kédované DE geny reguluji replikaci
virové DNA a produkty L gent jsou virovymi strukturalnimi proteiny. PocCet genli v genomu
HCMV je pfiblizné 165.

Genom HCMV obsahuje nékolik cis elementl. Elementy pac-1 a pac-2 se nachazeji
v terminalnich repeticich a slouzi k zabaleni virové DNA (enkapsidaci), oriLyt se vyskytuje
pfiblizné ve stfedu UL oblasti a je replikacnim po¢atkem virové DNA. Mezi cis elementy,
které se podileji na regulaci transkripce |IE genu patfi zesilova¢ (enhancer) hlavniho
promotoru bezprostfedné ¢asnych gent (MIEP = major immediate early promotor) umistény
-580 az -300 parl bazi od startu transkripce a crs (cis-acting repression signal) umistény
v MIEP mezi TATA boxem a startem transkripce (pro pfehled Mocarski, Shenk a Pass,
2007).

unigue long unigue short D

TREL LL IRL IRS LIS TRS

Obr. 3: Schéma HCMV genomu. Pfevzato z www.nist.gov.
4 Zivotni cyklus

4.1 Lyticky zivotni cyklus

Replikace HCMV probiha v primarnich nebo sekundarnich fibroblastech, pfipadné

v myeloidnich bunikach. Replikacni cyklus je pomaly. Bezprostfedné po vstupu virové DNA
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do jadra dochazi k transkripci IE genll ze ¢tyf odliSnych regiont UL36 a 37, IE-1 a IE-2 ,
TRS-1 a IRS-1, a US-3. Transkripce IE-1 a IE-2 probiha z MIEP a je regulovana MIEP
zesilovatem a tegumentovymi virovymi transaktivatory (napf. pp71). Hlavni funkce produktt
IE-1 a IE-2 gend je aktivace transkripce DE a L gen, ale zaroven maji tyto proteiny i dalsi
funkce, IE1-p72 inhibuji STAT bunéénou signalizacni drahu zajistujici tvorbu interferonti a
IE2 (IE2-p86) indukuje zastaveni bunécného cyklu a pusobi negativni zpétnou vazbou na
expresi z MIEP vazbou na crs. V pozdéjSich fazich infekce produkty DE a L genl reguluji

zase expresi IE genu.

V dalSi fazi replikacniho cyklu viru dochazi k transkripci DE genu. Tyto DE genové
produkty nasledné iniciuji replikaci virové DNA. Mimo to, pfipravuji vnitini prostfedi buriky pro
replikaci a u€astni se maturace kapsidy. NejdllezitéjSi jsou produkty gent UL112 - UL113,
které produkuji alternativnim sestfihem &tyfi proteiny duilezité pro iniciaci replikace DNA a
UL54 koduijici katalytickou podjednotku DNA polymerasy.

Replikace DNA HCMV zacina v oblasti oriLyt transkripéni aktivaci, které se uc€astni IE
transaktivatory. Dochazi k aktivni transkripci gent produkujicich Sest proteint pfitomnych
v replikaéni vidlicce: UL54, UL44 podjednotky zodpovédné za procesivitu polymerazy, UL57
(SSB = single strand binding protein) a tfech protein( tvoficich primazu. Na zacatku
replikace dochazi k cirkularizaci virové DNA, tato cirkularizace nasmérovava transaktivatory
do mista poc¢atku replikace, kde dochazi k vazbé UL 84 proteinu asociovaného s IE2-p86 a
produkty UL112 - UL113. Nasledné tyto faktory iniciuji replikaci. Replikace probiha zpo&atku
theta mechanismem, po urcité dobé vSak dojde k pfepnuti na replikaci mechanismem valivé

kruznice.

Transkripce L genu je rozdélena na transkripci y1 a vy podle doby zahajeni jejich
transkripce. Transkripce gent y4 vyzaduje transkripci inhibitort replikace, zatimco pro
zahajeni transkripce genu y; je nezbytna inhibice replikace. Produkty L gend spolu
s produkty DE genl se podileji na sestaveni kapsidy, enkapsidaci DNA a maturaci a
uvolnéni virionu z buriky (pro pfehled Mocarski, Shenk a Pass, 2007).

4.2 Latentni zivotni cyklus

Latentni infekce byva nejcastéji ustanovena v myeloidnich kmenovych burikach CD34+
nachazejicich se v kostni dfeni (Mendelson et al. 1996). Zaroven také bylo zjisténo, ze
HCMV ustanovuje latentni infekci v monocytech CD14+ (Taylor-Wiedeman et al., 1991),
dendrickych burikach (Senechal et al., 2004) a megakaryocytech (Crapnell et al., 2000)
nachazejicich se u zdravych jedinct v periferni krvi.
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Mechanismus ustaveni latentni infekce neni dosud jasny, byly v8ak identifikované
virové transkripty z oblasti hlavniho IE promotoru pfitomné pouze v burikach latentné
infikovanych virem a u seropozitivnich zdravych jedinct. Jejich funkce v§ak nebyla
jednoznacné objasnéna. DalSim produktem pfitomnym v latentné infikovanych burfkach je
varianta virového interleukinu-10 pfepsaného z oblasti UL111.5A (Jenkins et al., 2004).
Pomérné recentné byl v latentné infikovanych burikach identifikovan antisense UL81 — UL82
transkript. Ten by vazbou na produkt UL82 genu produkujicicho pp71 mohl interferovat
s jeho funkci transaktivatoru lytické replikace (Bego et al., 2005). Rada dal$ich virovych
transkriptt spojenych s latentni infekci byla identifikovana, ale dosud pouze u otevieného
Cteciho ramce (ORF) UL138 bylo prokazano, ze funkce této oblasti je pro latentni infekci
HCMV nepostradatelna (Goodrum et al., 2007).

V latentné infikovanych burikach muaze dojit k reaktivaci a pfepnuti na lytickou fazi
infekce. Spoustécim stimulem mlze byt imunosuprese, zanét nebo stres. Pfesny
mechanismus neni objasnény, ale predpoklada se, ze dllezitou ulohu hraje tumor
nekrotizujici faktor (TNF-a), ktery vazbou na TNF receptor latentné infikovanych bunék
stimuluje replikaci IE gent pfes proteinkinazu C a NF-kB (Stein et al., 1993) podobné jako
latky produkované pfi stresu napf.: adrenalin, noradrenalin (Prosch et al., 2000), &i pfi zanétu

(Kline et al., 1998) stimuluji transkripci pfes drahu cyklického adenosimonofosfatu (CAMP).

Studie na in vitro modelech naznacuiji, Zze reaktivace latentni HCMV infekce je zavisla
na aktivaci specifické drahy pro diferenciaci monocytu a replikaci HCMV. Vysledky téz
ukazuji, Ze reaktivace latentni HCMV infekce v makrofagach vyZaduje imunologickou aktivaci
T bunék a produkci INF-y (Soderberg-Naucler et al., 2001).

5 Imunitni obrana proti HCMV

Mechanismy imunitni obrany HCMV jsou podobné mechanismdm proti jinym virdm.
Mezi tyto mechanismy patfi vrozena imunita zprostfedkovana NK burikami a adaptivni
imunita zprostfedkovana protilatkami a T lymfocyty zejména CD4+ a CD8+. Hlavni roli u
pacientl po HSCT a SOT v potlaceni rozvoje onemocnéni vyvolanych HCMV hraji hlavné
CD4+ a CD8+ T lymfocyty, ale nezbytnost ostatnich slozek byla také prokazana, stejné jako

fada dalSich vird, HCMV ma vSak spoustu strategii jak uniknou imunitni obrané hostitele.

5.1 Vrozena imunita

Vrozena imunita hraje roli pfi obrané proti HCMV a zarovern také aktivuje mechanismy
adaptivni imunity. V pfitomnosti HCMV i jinych patogen( dochazi ke stimulaci receptort

podobnych Toll (TLRs). Stimulaci TLRs dochazi ke spusténi signalni drahy indukujici tvorbu
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zanétlivych cytokinu, které ovliviiuji bunky vrozené imunity. Tyto cytokiny také zvySuji pocet

kostimula¢nich molekul duleZitych pro aktivaci adaptivni imunity (Boehme a Compton, 2004).

5.1.1 NK bunky

O funkci NK bunék u lidi pfi obrané proti HCMV je znamo velmi malo. Na to, ze NK
buriky hraji svou ulohu, ukazuje zvySeni jejich poctu pfi primoinfekci i reaktivaci latentni
HCMV infekce u pacientl po transplantaci ledvin (Venema et al., 1994). Na u€ast NK bunék
v obrané proti infekci cytomegalovirem ukazuji i studie sledovani pacientd, ktefi podstoupili
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT), pfiCemz jim chybély NK buriky
zcela nebo jejich pocet byl velmi nizky. U téchto pacientt doslo k rozvoji HCMV infekce,
ktera vedla v nékterych pfipadech az k umrti pacienta. U pacientU, u nichz doSlo k regresi
onemocnéni, byla zjisténa souvislost mezi zvySenim poctu nespecifickych NK bunék a
zotavenim se z infekce (Quinnan et al. 1982).

Také na modelu infekce MCMV v mySich bylo zjisténo, Ze pfi odstranéni NK bunék
novorozenym mysim dochazi k rozvoji letalni cytomegalovirové infekce (Brown et al., 2001),
a naopak adoptivni pfenos NK bunék zabranuje infekci MCMV (Bukowski et al., 1985).

Z téchto poznatku vyplyva, Zze NK burky maji svou roli v potlateni HCMV infekce. Jsou vSak

potfeba studie, které upfesni jejich funkci.
5.2 Adaptivni Imunita

5.2.1 Protilatky

Hlavni funkci humoralni imunity namifené proti HCMV je zabranéni rozSifeni infekce a
shizeni zavaznosti onemocnéni. Hlavnim cilem pro neutralizani protilatky proti HCMV je
obalovy glykoprotein gB. Neutraliza¢ni protilatky jsou téz produkovany proti glykoproteinu
gH. P¥i studiich na mySich a mor¢atech bylo zjisténo, Ze imunizace anti-gB sérem a
rekombinatnim gB glykoproteinem indukuje protilatkovou odpovéd a tyto protilatky chrani
zvifata proti pfenosu infekce na nenarozena mladata a vzniku onemocnéni (Schleiss et al.,
2004). Podobné u téhotnych zZen bylo zjisténo, Ze vysoka hladina gB specifickych protilatek u
matek chrani proti transplacentarnimu pfenosu infekce na plod a rozvoji onemocnéni (Nigro
et al., 2005). Také u pacientll po organové transplantaci (SOT) a HSCT byla zjisténa
dllezitost neutralizaénich protilatek proti HCMV. U SOT pacientu bylo zjisténo, Ze imunizace
atenuovanym virem, €i pasivni imunizace anti- HCMV imunoglobulinem, snizuje zavaznost
onemocnéni (Plotkin et al., 1994). U HSCT pacientt vysokeé titry gB specifickych protilatek,
které se tvofily jako odpovéd na replikaci viru, byly spojovany s lepsim pfezivanim pacientt
(Schoppel et al., 1998).
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5.2.2 Bunéc¢na imunita

Jeji hlavni ulohou je kontrola a omezeni virové replikace a zaroveh zamezeni

reaktivace latentni infekce, ale eliminovat virus nedokaze (Crough a Khanna, 2009).

Dulezitost bunééné imunity proti HCMV je patrna u pacienttl po HSCT. U
seropozitivnich pfFijemcut allogenni i autologni HSCT dochazi k reaktivaci latentni HCMV
infekce zhruba se stejnou frekvenci, ale frekvence a zavaznost onemocnéni vyvolana HCMV
se li8i. Pacienti po allogenni HSCT, ktefi maji nedostacujici po¢et HCMV specifickych CD4+
a CD8+ T lymfocytl maji toto riziko daleko vysSi (Li et al., 1994). Podobné riziko hrozi i
pacientim po autologni HSCT, kdy je autotransplantat predem zbaven T bunék (Holmberg et
al., 1999; Frere et al., 2006).

5.2.2.1 CD8+ T lymfocyty

CD8+ T lymfocyty se podileji na ni¢eni infikovanych bunék a ochrané dosud
neinfikovanych bunék (Sester et al., 2002). U pacient s AIDS bylo zjis§téno, Zze produkce
HCMV specifickych CD8+ T lymfocytl brani rozvoji retinitidy (Jacobson et al., 2004)
Dulezitost byla také dokumentovana u HSCT pacient(l, kde byla pozorovana shoda mezi
nartstem poctu HCMV specifickych CD8+ T lymfocytl, ochranou (Li et al., 1994; Reuser et
al., 1991) a zotavenim z onemocnéni (Quinnan et al. 1982). U HSCT pacientu pfenosem
HCMV specifickych CD8+ T lymfocytl z darce dochazi k obnoveni HCMV specifické
bunécéné imunity a toto obnoveni ma za nasledek ochranu pred rozvojem symptoma
onemocnénim (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995). Jejich specificka reaktivita je
namifena hlavné proti antigenti pp65, pp50 a IE-1.Bylo v3ak zjisténo, Ze reaktivita neni
omezena jen na tyto antigeny a maze byt namifena i proti jinym antigenim napf. gB a |IE-2
(Elkington et al., 2003). Proti pp65 a IE-1 je namifeno zhruba 40% CD8+ T bunék, zatimco
60% je specifickych pro dalsi antigeny. T bunécné epitopy specifické pro CD8+ T lymfocyty
jsou prezentované na omezeném spektru HLA | alel napf. HLA 1, HLA A2HLA A23/A24, HLA
B7. Z téchto vysledkl je patrné, Ze T bunécna odpovéd proti HCMV je namifena proti

Sirokému spektru antigenli (Gandhi a Khanna, 2004).

5.2.2.2 CDA4+ T lymfocyty

CD4+ T lymfocyty reaguji proliferaci témér u vSech pacientd na pp65 , ale u nékterych
jedincu také na gB a gH a dalSi antigeny (Beninga et al., 1995). Nezbytnost CD4+ T
lymfocytl byla dokumentovana u pacientl po transplantaci ledvin. Z této studie vyplyva, ze
rozvoj symptoml onemocnéni a narlst virové naloze souvisi s velkym poklesem CD4+ T
lymfocytl (Sester et al., 2001). Nezbytnost CD4+ T lymfocytl byla také dokumentovana u
zdravych déti infikovanych HCMV, kde dlouhotrvajici nedostatek CD4+ T lymfocyt ved|

k prodlouzenému uvolfiovani viru v moci a slinach (Tu et al., 2004). Dilezitost je také
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dolozena studii u HSCT pacientl, kde pfrenosem HCMV specifickych CD4+ T lymfocyt(
doslo k dramatickému snizeni virové naloze a byla také zjisSténa shoda v nartstu poctu
HCMV specifickych CD8+ T lymfocytt (Einsele et al., 2002). Béhem latentni infekce CD4+ T
lymfocyty pIni nepfimou roli v obrané proti HCMV , ktera spociva v T buné&né pomoci pfi
udrzovani tvorby HCMV specifickych protilatek B lymfocyty (Davignon et al., 1996) a narGstu
poctu HCMV specifickych CD8+ T lymfocytl (Einsele et al., 2002).

Néktera data vSak naznacduji, ze CD4+ lymfocyty mohou hrat i pfimou roli zabijeni
virem infikovanych bunék které maji na povrchu molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu Il (MHC Il). Cytotoxické CD4+ lymfocyty izolované z asymptomatickych
séropozitivnich jedincu a téhotnych Zen byly specifické pfedevsim pro glykoprotein gB
(Hopkins et al., 1996).

5.3 Mechanismy uniku HCMV pred imunitnim systémem

Mechanismy uniku HCMV pfed imunitnim dohledem jsou odobné jako u ostatnich
herpetickych vir(. Mezi tyto mechanismy patfi snizeni po¢tu molekul MHC | a Il, tvorba virem
kédovanych homologt MHC |, tvorba produktl pro unik pfed NK burikami (homology
signalnich peptidi nezbytnych pro funkci HLA E, proteiny blokujici vystaveni ligandd pro
aktivaci NK receptort), tvorba virem kédovaného homologu imunosupresivniho cytokinu
interleukinu 10, tvorba vlastnich chemokinovych receptor( a tvorba antiapoptotickych

produktd a vlastnich chemokint (Crough a Khanna, 2009).

Snizeni poctu molekul MHC | se u¢astni produkty kédované geny US2, US3, US6, US
10 a US11, tyto produkty brani tvorbé a transportu komplexid MHC | s peptidy na bunécny
povrch (Crough a Khanna, 2009). SniZzeni po¢tu molekul MHC Il zajiStuje produkt oblasti
US2, ktery nasmérovava MHC Il k degradaci v proteasomu (Tomazin et al., 1999). Na tomto
snizeni se kromé produktu US2 podili také produkty IE a DE genu, které zasahuji do
exprese molekul MHC Il zprostfedkované INF-y (Miller et al., 1998). HCMV produkuje
homolog lidského MHC | (UL18), ktery napodobuje funkce hostitelskych proteini a zamezuje
tak rozpoznani virem infikovanych bunék. Bylo zjiSténo, Ze UL18 stejné jako MHC | vaze 2-
microglobulin a peptidy (Chapman et al., 1999). Rozdil mezi nimi je vSak v tom, Ze UL18 se
vaze pouze na leukocytovy receptor 1 podobny imunoglobulinovému receptoru na povrchu
monocytl a B lymfocytl a tato vazba je podobna vazbé hostitelského MHC | (Cosman et al.,
1999). Virus unika pred ni¢enim NK burikami napfiklad tvorbou homologu signalnich peptida
UL40, které jsou nezbytné pro funkci HLA E. HLA E s navazanym signalnim peptidem brani
rozpoznani infikovanych bunék NK burikami vazbou na jejich inhibi¢ni receptor
CD94/NKG2A (Tomasec et al., 2000). Dal$i moznosti uniku pfed NK bufikami mlze byt
tvorba produktu UL141, ktery blokuje vystaveni CD155 ligandd, nutnych pro aktivaci NK
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receptortl (Tomasec et al., 2005). Virem kédovany homolog imunosupresivniho interleukinu
10 - UL111 inhibuje expresi MHC | a Il a proliferaci lymfocyt (Kotenko et al., 2000).
Chemokinové receptory kéduji oblasti genomu UL33 (Marguiles et al., 1996) UL78, US27 a
US28 (Chee et al., 1990).

6 Epidemiologie

HCMYV je ve vnéjSim prostfedi nestabilni a proto je k u€innému pfenosu tieba tésny
kontakt s osobou produkujici virus. K pfenosu HCMV dochazi transplacentarnim pfenosem,
pfi porodu, kojenim, slinami, sexualnim kontaktem, krevni transfuzi a v dnesni dobé, se
vzrustajicim po¢tem transplantaci, se zvySuje frekvence pfenosu pfi organové transplantaci
a transplantaci HSCT. K primarni infekci dochazi v raném véku. Pfenos viru mezi détmi a
détmi a dospélymi je velmi efektivni. K asté infekci téz dochazi v zafizenich, kde je velka
kumulace pfedskolnich déti a pfenos je usnadnény t&€snymi kontakty mezi nimi. V téchto
zafizenich byla zjisténa pfitomnost HCMV na povrchu hracek, raznych plochach a na rukou
(Hutto et al., 1986). V populacich zZijicich mimo velka mésta dochazi ¢asto k infekci v obdobi
dospivani. Dulezitym rizikovym faktorem pfenosu u adolescentu je sexualni aktivita (Sohn et
al., 1991). V rozvinutych zemich je pfitomnost protilatek proti HCMV prokazovana u 30 —
70% obyvatel (Pass, 1985). Vy3&Si prevalence, az 90%, byla zjist€na u Zen, u skupin obyvatel
z nizsich socioekonomickych vrstev, u t€hotnych Zen a imigrantt z rozvojovych zemi
(Gambarotto et al., 1997).

7 Infekce HCMV a s ni spojena onemocnéni

7.1 Vrozena infekce

Nejvétsi riziko kongenitalni infekce HCMV je u plodl Zen, které prodélaji primarni
infekci v prvnim trimestru t&hotenstvi. OhroZzenych primoinfekci je zhruba 45% téhotnych zen
(HCMV séronegativnich) a k primoinfekci dochazi u 1-4% z nich. K transplacentarmimu
pfenosu pfi primoinfekci dochazi zhruba ve 40%. AZ u 90% déti s kongenitalné ziskanou
HCMV infekci je prabéh asymptomaticky a pouze 5-15% déti s asymptomatickou prenatalné
ziskanou infekci dochazi k patologickym projevim. U 10-15% v8ak probé&hne
symptomaticka infekce a k poSkozeni dochazi az u 90% téchto déti (Stagno a Whitley,
1985). Kongenitalni infekce muze byt pfi€inou potratu, zplsobit komplikace pfi vyvoji plodu,
a vyvolat vrozené defekty. NejCastéjSim posSkozenim jsou zavazné neurologické defekty
(mikrocefalie, psychomotorické retardace a encefalitidy). Kongenitalni infekce HCMV je

hepatosplenomegalie, hepatitida a trombocytopenie, u vétsiny pfipadu po nékolika tydnech i
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bez léCby vymizi. Na zakladé zavaznych poskozeni zivotné dulezitych organl v dusledku

vrozené symptomatické infekce dochazi k umrti asi v 15% pfipadd (Boppana et al., 1992).

7.2 Infekce u zdravych lidi

Primarni infekce u zdravych lidi probiha vétsinou asymptomaticky, ale ve vyjimecnych
pfipadech se muze objevit HCMV mononukle6za. Mohou se vSak objevit i méné Casté
komplikace, jako napfiklad kolitida, hepatitida, meningitida a myokarditida. Symptomy HCMV
mononukledzy jsou velmi podobné symptomim mononukleézy vyvolané EBV zahrnujici
zvySenou teplotu, cervikalni adenopatii a myalgie. Rozdil mezi EBV a HCMV mononukle6zou
je v tom, ze u HCMV mononukledzy je menSi frekvence vyskytu lymfadenopatie, tonsilitidy,

pharyngitidy a splenomegalie nez u EBV mononukleézy (Sissons a Carmichael, 2002).

7.3 Infekce u pacientu s infekci HIV

U pacientl s AIDS byva nej¢astéjSim onemocnéni HCMV retinitida, ktera se
vyskytovala az u ¢tvrtiny pacientd s AIDS pfed tim, nez se zacala pouzivat vysoce uc¢inna
antiretrovirova terapie pro lé€bu pacientt s HIV (Jacobson 1997). U pacientl s retinitidou,
ktefi reagovali na vysoce ucinnou antiretrovirovou terapii zvySenim poctu CD4+ T-lymfocytl
byl pozorovan rozvoj symptomatické vitritidy az v 63 % pfipadu. Vitritida nebyla pozorovana
u pacientl nereagujicich na antiretrovirovou terapii a u pacient(, ktefi neméli retinitidu
(Karavellas et al. 1999). Mezi dal$i onemocnéni spojena s infekci HCMV u pacientt s AIDS,
patfi encefalopatie, gastroenteritida, hepatitida, esofagitida a vzacné se objevuje i
pneumonitida. Z nékterych studii vyplyva, ze se HCMV muze nepfimo podilet na urychleni
nastupu AIDS a smrti (Spector et al. 1998), jiné studie vSak tuto souvislost neprokazali
(Shepp et al. 1996). Mezi mozné mechanismy, kterymi se mize HCMV podilet na urychleni
HIV infekce a nastupu AIDS patfi napfiklad transaktivace promotoru v HIV LTR (Barry et al.
1990) nebo indukce exprese Fc receptorl, které usnadni vstup HIV do bunék a Sifeni mezi
nimi (McKeating et al. 1990).

8 Infekce HCMV u transplantovanych pacientil

Infekce HCMV zplsobena pfenosem organovou transplantaci nebo transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék je dnes pfedmétem rozsahlych klinickych studii
v mnoha zemich na celém svété. Vyzkum se zaméfuje pfedevsim na zlepSeni detekénich
metod a metod pro monitorovani pfitomnosti HCMV v krevni plazmé a dale na moznosti
shizeni rizika pfenosu a propuknuti onemocnéni spojenych s HCMV u transplantovanych

pacientd.
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8.1 Pacienti po organové transplantaci (SOT)

PFi organové transplantaci se na reaktivaci HCMV, sérokonverzi a rozvoji onemocnéni
spojenych s HCMV podili z nejvétsi ¢asti imunosupresivni IéCba, ktera snizuje riziko rejekce
transplantatu. V jejim dusledku dochazi k reaktivaci latentni HCMV infekce. DalSimi neméné
vyznamnymi faktory podilejicimi se na rozvoji onemocnéni jsou sérostatus darce a pfijemce
transplantatu a stres b&hem chirurgického zakroku zahrnujici i transplantaéni zakrok (Cook
et al., 1998). Infekci HCMV Ize detekovat az u 50% pacientd po SOT, z nichz 10-50% vyvine

symptomatické onemocnéni (Rubin, 2007).

Nejrizikovéjsi kombinaci pro rozvoj onemocnéni je séronegativni pfijemce (R-) a
séropozitivni darce (D+), protoZze R- nema vyvinutou specifickou imunitu proti HCMV. Bylo
ukazano, ze virova naloz po SOT je nejvyssi praveé u pfijemclt s R-/D+ kombinaci (Sia et al.,
2000). Snizeni rizika rozvoje onemocnéni Ize dosahnout kombinaci séronegativni pfijemce
(R-) a séronegativni darce (D-), ale tento pfistup by znaéné omezoval dostupnost organu pro
transplantaci.

K rozvoji onemocnéni spojeného s HCMV u R- pacientu, tedy po primarni infekci,
dochazi nejprve v transplantovaném organu, kde v disledku infekce dochazi k zanétlivym
projevim. Zanéty v transplantovanych organech mohou zpUsobit jejich nefunkénost a
naslednou rejekci. Mezi komplikace zplisobené systémovym Sifenim viru patfi pneumonitida,
ktera vykazuje vysokou umrtnost (Peterson et al., 1980). Frekvence rozvoje pneumonitidy je
zavisla na typu transplantovaného organu. Nejvétsi frekvence byla zjisténa u transplantaci
kterych doslo k rozvoji onemocnéni vyvolany HCMV, byl navic zjistén, az v 60%, vyskyt
oportunnich bakterialnich infekci a mykéz komplikujicich dale stav pacientd (Kim et al.,
2000).

8.2 Pacienti po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCT)

8.2.1 Allogenni HSCT

U HSCT pacientl diky imunosupresi a zbaveni $tépu T- bunék dochazi k prodlouzeni
doby nutné pro znovuoziveni vrozené a specifické HCMV imunity, hlavné CD 4+ a CD8+ T-
lymfocytl. Nizky pocet CD 4+ a CD8+ T lymfocytli ma za nasledek zvySeni rizika rozvoje
onemocnéni, nebot nedokaze zabranit reaktivaci latentni infekce (Ozdemir et al. 2002,
Boeckh et al. 2003).
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Na rozdil od pacientt po SOT, u pacientll po HSCT dochazi nej¢astéji k projevim
infekce HCMV v dasledku reaktivace infekce u plvodné seropozitivniho pfijemce
transplantatu (az u 80% jedincu). Primarni infekce HCMV je dokumentovana u 30%
seronegativnich pacientd (Ljungman, 2007). Mezi HCMV seropozitivnimi darci a
seronegativnimi pfijemci byl pozorovan vyssi vyskyt pneumonitidy (Ljungman et al., 2002) a
také vysSi vyskyt oportunnich bakterialnich infekci a mykoz a vy$Si umrtnost pacienta ve
srovnani se skupinou seronegativnich darct a pfijemcu (Nichols et al., 2002). Vliv HCMV
sérostatutu darce na prognézu vyvoje HCMV onemocnéni u HCMV séropozitivniho pfijemce
neni zcela jasny. LepSi pfezivani bylo dokumentované u HCMV séropozitivnich pfijemcu pfi
transplantaci bunék od HCMV seropozitivhiho darce ve srovnani s darcem séronegativnim,
snad v dlsledku pfenosu imunitnich bunék darce (Ljungman et al., 2003). Jiné studie vSak

tento rozdil nezjistily (Boeckh a Nichols, 2004).

Nejcastéji se u pacientl v obdobi do 100 dnli po HSCT vyskytuje pneumonitida a
enterocolitida. Problémy mohou nastat i v obdobi po 100 dnech po HSCT, kdy muze dojit
k pozdnimu rozvoji onemocnéni. V tomto obdobi byl zjistén vyskyt onemocnéni asi u 18 %
pacientl se 46 % umrtnosti. Mezi komplikace, které se vyskytuji u téchto pacientu, patfi
pneumonitida, enterocolitida, nékdy se mlize vyskytnout i encefalitida a retinitida. Jako hlavni
rizikové faktory, které se podileji na pozdnim nastupu onemocnéni v obdobi po 100 dnech
po HSCT patii detekované virové antigeny pfed 100 dnem po HSCT, vyskyt reakce $tépu
proti hostiteli (GvHD), hladina CD4+ T lymfocytu nizsi nez 50 bunék na ml, celkova hladina
vSech lymfocytl niz§i nez 100 bunék na ml a nefunkéni specificka imunita zprostfedkovana T
lymfocyty (Boeckh et al. 2003).

V souvislosti s rozvojem novych metod HSCT bylo zjisténo, Ze pouziti HSCT bez
myeloablace zvysuje riziko rozvoje HCMV asociovanych onemocnéni v obdobi do 100 dnu
po vykonu, ale v del§im obdobi (100 dnu az rok) po transplantaci je toto riziko srovnatelné
s rizikem po myeloablativni HSCT (Junghanss et al., 2002a). U HSCT bez myeloablace byl
ale pozorovan vysSi vyskyt bakterialnich infekci a mykéz, zvlasté aspergillézy (Junghanss et
al., 2002b).

8.2.2 Autologni HSCT

Hlavni komplikaci po autologni HSCT je pneumonitida, ktera se v3ak vyskytuje u
pacientld v méné nez 1 % (Ljungman et al. 1994). Vétsi riziko rozvoje onemocnéni hrozi u
pacientl po autologni HSCT, kterym jsou transplantovany pouze CD 34+ bunky, ve srovnani
s pacienty, ktefi podstoupili transplantaci nefrakcionovanych perifernich krevnich kmenovych
bunék (Holmberg et al., 1999; Frere et al., 2006).
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9 Detekce HCMV

Diky vysoké promofrenosti populace HCMV a asymptomatickému pribéhu infekce u
zdravych jedincll byla detekce provadéna predevsim u téhotnych Zen z divodu rizika
kongenitalni infekce. S objevenim se HIV viru a téz rozvojem 1éEebnych metod, v jejichz
disledku dochazi k imunosupresi pacientu, nabyla detekce a monitorovani HCMV infekce na

noveé dulezitosti.
9.1 Nepfimy priikaz

9.1.1 Sérologie

Sérologické testy mohou byt pouzity k identifikaci séronegativnich darcl krve a
krevnich produktt. Méfeni protilatek CMV IgG je pouzivano pro zjisténi sérologického statutu
jedince a jako indikator pro akutni &i prodélanou infekci, nejsou vSak vhodné k monitorovani
reaktivace latentni infekce u transplantovanych pacientd. Prvni krok pfi diagnostice akutni
nakazy HCMV je nejCastéji provadén detekci anti-CMV-specifickych IgG a IgM protilatek.
Jako antigen se vyuziva pp150 rekombinantni protein. Vzorky reaktivni na IgM protilatky
indikuji akutni, nedavnou nebo reaktivovanou infekci. Sérokonverze na CMV IgM a IgG
rovnéz potvrzuje diagnézu nedavné HCMV nakazy. Pfitomnost IgM protilatek u novorozenct
prokazuje prenatalni infekci. Titr IgM protilatek stoupa po 2-6 tydnech po infekci a pretrvava
zhruba 2 roky. Pozitivita IgG pretrvava celozivotné, ale s vékem muze klesat (Mocarski,
Shenk a Pass, 2007).

Pro dal$i analyzu primarni CMV infekce je jako pomdcka pouzivano méfeni CMV IgG
avidity. Pozitivni vysledek IgM v kombinaci s nizkou aviditou na IgG je silnym indikatorem
primarni CMV infekce v poslednich 4 mésicich a diky tomu je tato metoda vhodna pro
identifikaci t&€hotnych Zen, u kterych hrozi riziko pfenosu infekce na dité v prvnim trimestru
(Bodeus et al. 2002).

9.2 Primy prukaz

9.2.1 Tkanové kultury

Detekce pfitomnosti viru se provadi na tkanovych kulturach lidskych fibroblastu,
pficemz se sleduje tvorba cytopatického efektu HCMV. Doba sledovani vSak musi byt
minimalné 21 dni, coz je znaénym omezenim téchto testl. V diagnostice se vice vyuziva
metoda zrychlené izolace ,Shell vials®, ktera spociva v centrifugaci klinického materialu na
tkanovou kulturu fibroblastd na podloznim skle. | kdyz nedojde k vytvofeni cytopatického

efektu je mozné virové antigeny detekovat imunofluorescenéné &i imunoperoxidazovymi
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technikami s pouzitim monoklonalnich protilatek proti IE-1 jiZ po 24-36 hodinach (Gleaves et
al., 1984).

9.2.2 Detekce virovych antigent

Pro detekci virovych antigenl (antigenemie) a jejich kvantifikaci se nejastéji pouziva
metoda zalozena na detekci tegumentového proteinu pp65 (UL83) v leukocytech v periferni
krvi (PBL). NejdFive se cytocentrifugaci vyizoluji z krve leukocyty a v téchto burikach je poté
provedena nepfima imunoflourescence detekujici pp65 (The et al. 1990). Metoda se uziva

hlavné pro monitorovani uc€innosti antivirové terapie (Hebart a Einsele, 2004).

9.2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

K detekci virové DNA se uzivaji jak kvalitativni, tak kvantitativni amplifikacni metody.
Kvalitativni PCR slouzi hlavné ke zjiSténi pfitomnost virové DNA v krvi, krevni plazmé a také
v leukocytech. V diagnostice aktivni HCMV infekce a cytomegalovirového onemocnéni se
uziva kvantitativni PCR. Detekce pomoci PCR muze byt provadéna u transplantovanych
pacientl v plazmé, krvi, leukocytech periferni krve (PBL), jednojadernych burikach periferni
krve (PBMC) (Razonable et al., 2002). Detekci PCR Ize také provadét v moc€i u novorozenct
a déti (Schalasta et al., 2000).

Primery pro detekci HCMV jsou cilené hlavné do konzervované oblasti genomu a
existuje jich cela fada napf. cilené do gent UL 55, MIE, UL54, UL 83 atd. Srovnanim primer(
pro detekci HCMV v klinickych vzorcich bylo zjisténo, Ze nejvyssi citlivost PCR vykazuji
primery cilené do genu UL55 a U54 a proto je jejich vyuziti v diagnostice HCMV
nejvyhodnéjsi (Habbal et al., 2009).

Pro kvalitativni analyzu se pouziva nested PCR, ktera je schopna také &astecné
kvantifikace HCMV DNA (Schafer et al., 1993). Pro kvantitativni analyzu se vyuzivaji metody
real-time PCR (RT- PCR) zaloZzené na TagMan analyze, kde je HCMV DNA kvantifikovano
jiz béhem PCR reakce na principu pfenosu energie flourescencni rezonanci (FRET),
napfiklad komeréni LightCycler PCR vyvinuty firmou Roche. Ke kvantifikaci je mozné také
vyuzit metodu PCR, kde béhem PCR reakce dochazi k inkorporaci zna¢enych nukleotidd,
ale takto znacené produkty jsou kvatifikovany az po PCR reakci imunoanalyzou spojenou
s enzymatickou reakci (ELISA), do této skupiny mizeme zaradit komercni test Cobas
Amplicor CMV Monitor vyvinuty firmou Roche. Obé tyto metody vyuZzivaji primery cilené do

oblasti v genu UL83, ktery kdduje tegumentovy pp65 protein.
Z mnoha studii porovnavajici rozdil mezi LightCycler PCR a Cobas Amplicor CMV

Monitor vyplyva, Zze detekce pomoci LightCycler PCR vykazuje vétsi pfesnost, citlivost,

v v
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Monitor (Pang et al., 2003; Pumannova et al., 2006; Razonable et al., 2001). Diky témto
vyhodam se zd3, Ze LightCycler PCR je vhodnéjsi pro diagnostiku a monitorovani HCMV
infekce nez Cobas Amplicor CMV Monitor. Srovnanim detekce HCMV DNA v plazmé, krvi,
PBL a PBMC pomoci Cobas Amplicor CMV Monitor testu bylo zjisténo, Ze vSechny tyto
sloZzky je mozné vyuzit pro diagnostiku a monitorovani HCMV infekce u transplantovanych
pacientl, z nichz nejvétsi citlivost vykazuje detekce HCMV DNA z krve (Razonable et al.,
2002).

PFi uziti metody PCR je tfeba mit na paméti, Ze klinické vzorky obsahuiji inhibitory, 1IgG
v plazmé, hemoglobin a lactoferrin v krevnich burikach. V malé mife mohou také PCR
ovlivnit antikoagulanty pfidavané pfi odbéru vzorkd. Diky t€émto inhibitordm se vzorky mohou
jevit jako faleSné negativni (Al-Soud a Radstrom, 2001). Velmi dilezité je tedy volit vhodné

postupy izolace nukleovych kyselin pro amplifikaéni metody.

9.2.4 DalSi metody

Pro detekci a kvantifikaci HCMV DNA je mozné také vyuZzit Hybrid capture test vyvinuty
firmou Digene, ktery spociva v hybridizaci specifické RNA se specifickou oblasti HCMV DNA
a naslednou kvantifikaci hybridd RNA:DNA. Vyhodou této metody je jeji jednoduchost, nizsi
riziko kontaminace nez u PCR a relativné mensi ¢asova naro¢nost (Boeckh a Boivin, 1998).
Ve srovnani s detekci hladiny pp65 vykazuje Hybrid capture vyssi citlivost (Veal et al., 1996).
Ovsem z dalSich studii srovnavajici citlivost Hybrid capture, detekci pp65 a PCR vyplyva, Ze
Hybrid capture mlze vykazovat mensi citlivost ve srovnani s detekci pp65 nebo kvalitativni
PCR z PBMC (Mazzulli et al., 1996; Lazzarotto et al., 1996). U nové verze Hybrid capture

bylo pozorovano zlepSeni citlivosti oproti staré verzi (Mazzulli et al., 1999).

V diagnostice HCMV je mozné vyuzit detekci virové IE mRNA nebo pozdni pp67
MmRNA amplifikaéni metodou nucleic acid sequence based amplification (NASBA). Tato
metoda se ukazuje jako specificka a citliva pfi prenatalni diagnostice rizika rozvoje vrozené
infekce z plodové vody i u novorozencu (Revello et al., 2003). Dobré vysledky této metody
byly zjistény i u AIDS pacientl (Blank et al., 2002), HSCT (Gerna et al., 2003a) a SOT

pacientt (Gerna et al., 2003b), ale je tfeba tuto metodu jesté dale optimalizovat.

10 Monitorovani HCMV

K virologickému monitorovani se uzivaji nejCastéji metody pro stanoveni pp65
antigenemie a poctu kopii HCMV DNA pomoci RT-PCR. V posledni dobé se jako velmi

ddlezité ukazuje monitorovani HCMV specifické imunity. Virologické a imunologické
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monitorovani umozriuje sledovat prubéh infekce po transplantaci, pfesnéji identifikovat

pacienty s rizikem rozvoje onemocnéni a tak Iépe optimalizovat IéCbu.

10.1 Monitorovani antigenemie

U transplantovanych pacientl znalost pp65 antigenemie uruje hranici pro zahajeni
preventivni IéEby: u pacientll po SOT na vysSi nez 100 pp65 - pozitivnich leukocyt(
v periferni krvi (PBL = periferal blood leukocyte) na 200000 PBL, u pacientt po HSCT a
pacientl po SOT s R-/D+ kombinaci na vysSi nez 2 pp65 - pozitivni PBL na 200000 PBL
(Balandati et al 2008). Bylo v8ak zjiténo, Ze hodnoty antigenemie nesouhlasi se zvySenim
hladiny HCMV DNA, ktera se zda, Ze lépe pfedpovida nastup klinickych symptoma
onemocnéni. Mimo to byl po Ié¢bé ganciclovirem paradoxné pozorovan narust hladiny pp65 -
pozitivnich PBL, zatimco hladina HCMV DNA klesala (Gerna et al. 1998a, 1998b). Proto
v soucasnosti je pp65 antigenemie doplfovana pfi monitorovani transplantovanych pacientu
kvantitativni detekci virové DNA (Gerna et al. 2005).

10.2 Monitorovani hladiny virové DNA

Podobné jako pro antigenemii byla stanovena i hladina virové DNA, ktera indikuje
nutnost zahajeni preventivni Ié¢by, u pacientd po SOT na < 300 000 kopii HCMV DNA a u
pacientt po HSCT < 10 000 kopii HCMV DNA na ml krve (Lilleri et al. 2004). Studie
srovnanim antigenemie a hladiny virové DNA, jako metody urcujici nutnost zahajeni
preventivni |éCby naznacuje, Ze monitorovani hladiny virové DNA detekuje infekci u mensiho
poctu pacientl a zaroven i indikuje mensi pocet pacientt k zahajeni preemptivni terapie, aniz
by zvySovala riziko rozvoje onemocnéni u pacientt neindikovanych k 1é¢bé (Gerna et al.,
2007; Lilleri et al., 2007).

10.3 Monitorovani imunity

Virologické monitorovani je nyni velmi dllezitou metodou pro zjisténi rizika rozvoje
onemocnéni. Nové se viak pozornost zaméfuje na monitorovani HCMV specifické imunity.
Bylo totiz zjist€no, Ze rozvoj onemocnéni je spojen s nepfitomnosti HCMV specifické imunity
(Boeckh et al. 2003). Metody pro monitorovani specifické imunity dokazi zjistit fenotyp
imunitnich bunék a také jejich funkci na zakladé jimi produkovanych cytokint napf INF- y.

V pfipadé HCMV je tfeba monitorovat specifickou imunitu zprostfedkovanou CD4+ a CD8+ T
lymfocyty. Pro monitorovani byla vyvinuta fada metod, z nichZ je nejvice vyuzivany
tetramerovy test (Altman et al. 1996). Tato metoda v3ak analyzuje pocet specifickych T
bunék, ale ne jejich funkci. Mimo to je, vzhledem ke své komplexité (specificky HLA i epitop,

vyzaduje velky pocet tetrametr k testovani) pomérné naro€na na velikost klinického vzorku,
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ktery byva u pacientd monitorovanych po transplantacich limitujicim faktorem. Vzhledem

k tomu, Ze recentni studie naznacuji, Ze spiSe nez pocet specifickych cytotoxickych T
lymfocytu je to jejich funkce, kterou je tfeba monitorovat, pozornost se soustfeduje nyni na
pouziti funkénich testl jako je napf. immunospot spojeny s enzymatickou reakci (ELISPOT)
(Crough a Khanna, 2009) a detekce cytokin metodou prutokové cytometrie (CFC) (Waldrop
et al., 1997).

Studie tedy prokazaly a prokazuji, ze kvantitativni méfeni funkce T specifickych bunék
by mohlo byt vhodnou metodou pro klinické ucely monitoringu vzniku HCMV asociovanych
onemocnéni u transplantovanych pacientd. Dal$i vyzkum vS$ak bude tfeba na objasnéni
klinické relevance vyuziti riznych testl a jejich kombinaci, detekce riznych fenotypt T
bunék, stejné tak jako na optimalizaci detekénich metod (napf. druh antigenu pouzity pro

antigenni stimulaci ovliviiuje efektivitu a citlivost testu).

11 Moznosti prevence a lééby nemocnéni spojenych s
HCMV

V prevenci rozvoje onemocnéni spojenych s HCMV u transplantovanych pacientl se
Preemptivni IéEba byva zahajovana po transplantaci pfi prvnich pozitivnich testech na
pfitomnost viru v krvi nebo moci, antigenemii a pozitivni DNAenemii. Profylakticka lécba je
aplikovana u vSech pacient(, u kterych byla zjiSténa seropozitivita pfed transplantaci bez
ohledu na potransplantacni pfitomnost viru v krvi nebo moci, antigenemii nebo pozitivni
DNAenemii. Z antivirotik se pro profylaktickou i preemptivni terapii vyuziva hlavné ganciclovir

a v mensi mife foscarnet (Boeckh, 1999).

11.1 Antivirotika pouzivana k profylaktické a preemptivni Ié€bé

Ganciclovir je analog deoxyguanosinu,ktery po inkorporaci do HCMV DNA inhibuje jeji
replikaci (Gilbert a Boivin 2005). Pouzivanim gancikloviru v profylaxi u HSCT pacientt
dochazi ke snizeni poctu pacientll se symptomatickym onemocnénim, ale ne umrtnosti. PFi
preemptivni podavani gancikloviru u HSCT pacientu se snizuje pocet jedincu s pfiznaky
onemocnéni, ale nedochazi i ke sniZzeni umrtnosti a zlepSeni preZiti (Goodrich et al. 1991).
Nevyhodou podavani gancicloviru je, Ze dochazi ke zhorSeni a prodlouZeni neutropenie a
tato neutropenie se pak podili na zvy3eni rizika propuknuti bakterialnich infekci a mykéz.
DalSimi nevyhodami pouziti gancikloviru jsou jeho toxicita vi&i kostni dfeni a zhorSeni
znovuoziveni specifické HCMV imunity (Goodrich et al. 1993). Bylo také zjisténo, Ze pfi

dlouhodobém podavani gancikloviru se zvySuje pocet jeho vedlejSich toxickych projev
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