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Abstrakt

Lidsky cytomegalovirus (HCMV) je starobyly virus s dvouvlaknovou DNA patiici
do podceledi B Herpesvirinae a je vSudypiitomny v lidskych populacich. Jako u jinych
herpesvirt vede primarni HCMV infekce k celozivotni latenci a periodicky dochazi ke zpétné
reaktivaci viru z latence. Pfenos tohoto viru zavisi na pfimém kontaktu mezi lidmi.
U imunokompetentnich jedinct je primarni HCMV infekce vétSinou asymptomaticka, ale
reaktivovany virus je hlavnim divodem nemoci u jedincii se snizenou obranyschopnosti

vcetné pacientll s AIDS a ptijemct alogennich transplantatii.

Tato prace se zabyva HCMYV a jeho koexistenci s imunitnim systémem hostitele. Déle
obsahuje informace o0 komplikacich zpusobenych HCMYV u pacienti po organovych

transplantacich nebo po transplantacich hematopoetickych kmenovych bunék.

Kli¢ova slova: HCMV, imunitni systém, protilatky, cytotoxické lymfocyty, transplantace



Abstract

The human cytomegalovirus (HCMV) is an ancient double-stranded DNA virus that
belongs to subfamily B Herpesvirinae and is ubiquitous in human population. Like other
herpesviruses infections, the HCMV primary infection leads to a lifelong latency and the virus
reactivates from latency periodically through the whole life. The transmission of this virus
depends on direct contact among people. The primary HCMYV infection is usually
asymptomatic in immunocompetent individuals but the reactivated virus is a major cause
of diseases in immunocompromised individuals including AIDS patients and allo-graft

transplant recipients.

This work represents a report about HCMV and its coexistence with the host immune
system. The thesis also contains information about complications caused by HCMV

in patients who underwent solid-organ or hematopoietic stem cell transplantation.

Keywords: HCMV, immune system, antibodies, cytotoxic lymphocytes, transplantation
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Uvod

Lidsky cytomegalovirus (HCMV) je virus hojné rozsifeny po celém svété, jak
ve vyspélych zemich, tak v rozvojovych. Patii do skupiny lidskych herpetickych vird a je
Zznich vibec nejvétsi. Tento virus je spojen s asymptomatickou infekei u normalnich
zdravych jedinci, ale pokud nastane infekce béhem t¢hotenstvi, miize dojit i k poSkozeni
plodu (Fowler et al., 1992). Pfenos HCMV pii transplantacich pifedstavuje dalsi velky

problém, protoze HCMV infekce ohrozuje pacienta na zivote.

V nasi laboratofi na Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) se zabyvame
infekci HCMV po transplantaci kostni dfené, proto bych se chtéla v této praci zaméfit
na prubéh infekce HCMV a dale imunitni odpovéd na n¢j u zdravych lidi a u pacient

S naruSenym imunitnim systémem.
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1 Herpesviridae

Celed” Herpesviridae piedstavuje obalené viry s dvoufetézcovou linedrni DNA
uzavienou v kapsid¢ s ikosahedralni symetrii. Pro tyto viry je typicky tzv. tegument, coz je
amorfni bilkovinnd hmota obsahujici i bunécnou a virovou RNA mezi kapsidou a lipidovym
obalem. Funkce proteind vV tegumentu je pievazné strukturni, avSak hraji i roli v odpovédi

hostitele na infekci.

Herpetické viry se d€li na tii podéeledi: a, B, vy (viz Tab. 1). Pod¢eled’ o Herpesvirinae
zastituje ptaci a sav¢i viry, u kterych probihé latentni faze infekce v gangliich centralniho
nervového systému (CNS), napf. virus Herpes Simplex Virus I (HSV-1) a Il (HSV-II) a
Varicella Zoster (VZV). B Herpesvirinae jsou viry, které maji dlouhy replikac¢ni cyklus,
napadaji rizné builky v téle a patii sem pravé lidsky cytomegalovirus. Posledni podceled’,
v Herpesvirinae, ato¢i hlavné na B-lymfocyty, ale mohou infikovat i bunky lymfatickych

uzlin, spada sem napf. virus Epsteina a Barrové (EBV).

ZEaiks Velikost

(kb)

Herpesvirus
Béind  Formailni

Alphaherpesuvirinae
Simplexvirus
Herpes simplex virus type 1 HSV-1 HHV-1 152
Herpes simplex virus type 2 HSV-2 HHV-2 155
Varicellovirus
Varicella-zoster virus VZV HHV-3 125
Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus
HCMV HCMV HHV-5 227-236
Roseolovirus
Human herpesvirus type 6 HHV-6 HHV-6 159-162
Human herpesvirus type 7 HHV-7 HHV-7  144-153
Gammaherpesuvirinae
Lymphocryptovirus
EBV EBV HHV-4 172-173
Rhadinovirus

Human herpesvirus type 8 HHV-8 HHV-8 134-138

Tab. 1: Klasifikace lidskych Herpesvira (Crough and Khanna, 2009)
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Genom Herpesviridae je tvofen DNA a mezi viry panuje zna¢ny polymorfismus
ve velikosti diky koncovym a vnitinim repeticim (viz Obr. 1). Nejdiive byla mapovana forma
E genomu, ktery ptredstavuji napt. HCMV ¢i HSV. Na levém konci genomu je repetitivni
oblast TRL (terminal repeat long), ta ma sekvence a a b (palindromatické sekvence), pak
nasleduje dlouha kodujici unikatni oblast L (UL), dale invertovana vnitini repetice IRL
(internal repeat long), ktera obsahuje invertovanou repetici b. Za dlouhou repetici se nachazi
oblast IRS (internal repeat short), kratka invertovana repetice s invertovanou sekvenci C.
Za IRS se nachazi druha koédujici US (unique short) oblast a na pravém konci genomu je
sekvence TRS (terminal repeat short), ta obsahuje kratkou sekvenci ¢ a a. Pti replikaci DNA
dochazi k rekombinaci na repetitivnich sekvencich, coz ma za nasledek vznik az Ctyf

moznych izomert, protoze muze dojit k obraceni repetic u formy E genomu.

V genomu VZV, ktery piedstavuje formu D genomu, je invertovanymi repeticemi

(IR) obklopena pouze US oblast, to zna¢i moznost vzniku pouze dvou izomeri genomu.

Genom EBV ma formu C. Ta sestava z vétSiho mnozstvi vnitinich repetic, které

rozde€luji unikétni oblast na kratsi useky a nedévaji vzniknout izomeriim genomu pii replikaci

DNA.

HCMV (~235Kb)] TRL | UL |me|ms| wus [71Rs |
VZV (~125Kb)| UL | R | us | m |

HSV (~150Kb)| TARL | uL lmL|[ms| us |mms |

EBV (~170Kb){TR |u1 [R1]u2 [IR2] w3 R3| U4 lR| us [TR|

Obr. 1: Uspotadani genomu herpesvirt
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2 Zivotni cyklus HCMV

Lidsky cytomegalovirus je béznym 3 herpesvirem s formalnim oznacenim HHV-5. Ma
virion o velikosti 200 — 300 nm a genom o velikosti pfiblizng 235 kilobazi part (kbp), ten

koduje vice nez 165 gent (Davison et al., 2003).

2.1 Slozeni virionu

Virion HCMV sestava z nukleokapsidy ulozené uvnité tegumentu, ktery je navic
ohranicen lipidovou dvouvrstvou (viz Obr. 2). Nukleokapsida ve svych ttrobach nese virovou
genetickou informaci. Dale se sklada z péti hlavnich proteind (Britt and Boppana, 2004):
majoritni protein kapsidy (MCP, produkt genu UL86), minoritni (TRI2, produkt genu UL85),
minoritni vazebny (TRI1, produkt genu UL46), nejmensi (SCP, produkt genu UL48-49) a
portalni (PORT, produkt genu UL104).

Membrana

¢B
Nukleokapsida
Tegument

¢H

Obr. 2: Virion HCMV (zdroj http://www.biografix.de/)

Kapsidové proteiny jsou uspotradany do utvaru s triangula¢nim ¢islem T = 16. MCP se
sklada do hexonti a pentonti a tim vytvoii zakladni tvar ikosahedralni struktury kapsidy (Chen
et al., 1999). Mezi nimi jsou triplexy TRI1 a TRI2. Protein SCP se nachazi na vrcholech
kapsidy a PORT proteiny jsou velice dulezité pro enkapsidaci virové DNA do nukleokapsidy
(Varnum et al., 2004).

Tegument (matrix) je bilkovinna hmota, ktera obsahuje hlavné proteiny z rodiny UL82

véetné¢ nejhojnéjsiho proteinu, na ktery je zaméfena imunita hostitele, pp65 (produkt genu

ULS3), virovy transaktivator pp71 (UL82), matura¢ni protein ppl50 (UL32) a nejvétsi
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tegumentovy protein (LTP, produkt genu UL48). Tegument je na povrchu kryt membranou,
ktera obsahuje virem kodované glykoproteiny: gB, gH, gL, gM, gN a gO (Varnum et al.,
2004).

2.2 Cyklus viru

Diky glykoproteiniim, které si HCMV nese na svém povrchu, dokaze virus specificky
interagovat s receptory na hostitelské bunice a vstoupit dovnité fhzi nebo endocytdzou.
Glykoprotein B je rozhodujici pro interakci s heparansulfatem na bunééné membrané a k fazi
do atrob napadené bunky (Isaacson and Compton, 2009). Je také cilem neutralizacnich
protilatek humoralni imunity. Glykoproteiny M a N také pomahaji interakci virionu
s povrchem buiky a proteiny gH, gL a gO maji roli pfimo ve fizi s membranou, tvofi
tzv. vstupni fuzni komplex (Varnum et al.,, 2004). Po fuzi se nukleokapsida uvolni
do cytoplasmy a je ptesunuta do jadra, kde se z ni uvolni DNA. Tehdy se za¢nou exprimovat
proteiny IE gentl, coz jsou bezprostiedné ¢asné geny. Dale dojde k transkripci a translaci DE
gent (opozdéné Casné geny), které jsou zavislé na expresi gent IE. Jejich produkty iniciuji
replikaci virové DNA a jsou dilezité i pro maturaci kapsidy. Pozdgji se exprimuji L geny
(pozdni geny). Virova replikace vyvolava enkapsidaci nové vzniklé virové DNA, kterd se
ve form¢ kapsid dostava zjadra do cytoplasmy. K ziskani sekundarniho obalu dojde
Vv cytoplasmé, kdy je kapsida obalena membranou z endoplazmatického retikula a z Golgiho

komplexu, nasledné virus opusti hostitelskou bunku exocytézou (viz Obr. 3).

HCMV vytvafi i prazdné viriony bez DNA, které se Vv infikovaném organismu nedaji
rozpoznat od plné¢ funkénich viriont. To je viru velice napomocné pii ,,0obrané*
proti hostitelskému imunitnimu systému. Imunitni systém bojuje proti vS§em viriontim, a ¢im
vic jich bude, tim spi§ se néjakému virionu mize podafit ,,utoku“ uniknout a nakazit dalsi
bunky. Viriony bez DNA slouzi tedy pouze k tomu, aby zabavily imunitni systém hostitele a

Mowrve

viriony s DNA se mohly volng sifit.
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Obr. 3: Zivotni cyklus HCMV (Crough and Khanna, 2009)

2.3 Exprese genti

Genom viru je popsany vySe v prvni kapitole Herpesviridae, ale zde bych jesté rada
zminila dalsi dulezit¢ oblasti genomu HCMV. V termindlnich repeticich se nachazeji
elementy PAC-1 a PAC-2, které funguji jako signal pro zabaleni virové DNA do kapsidy
(Britt and Boppana, 2004). Dale oblast oriLyt, ktera se nachazi mezi UL57 a UL69 oblasti; je
nezbytna pro replikaci DNA a slouzi jako pocatek replikace, origin (Anders et al., 1992).
Hlavni IE promotorovy enhancer (zesilova¢; MIEP) slouzi jako transkripéni regulator
po vstupu do buriky pro geny IE1 a IE2 (viz dale) a muze také hrat dulezitou roli ve fazi

latence a nasledné reaktivaci viru (Reeves et al., 2005)

Jakmile se virovda DNA dostane do jadra, zacina exprese IE genil ze Ctyf riznych
oblasti UL36/UL37, IE1/IE2, TRS1/IRS1 a US3 (Pari and Anders, 1993). Regulace IE1 a IE2
genll je zajiSténa enhancerem MIEP a dalSimi aktivatory ptipadné represory (Prosch et al.,
2000). Tato oblast ma esencialni funkci pro expresi genti oblasti DE a L. IE2-p86 indukuje
zastaveni bunécného cyklu, IE1-p72 potlacuje signdl STAT drahy, ktera aktivuje tvorbu

interferonu (Paulus et al., 2006).
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Po expresi gent IE dochazi k expresi DE gent, které jsou nezbytné pro replikaci DNA
a ucastni se procesil zrani kapsidy. Diulezitou oblasti je UL112-113, kde jsou kodované
proteiny pfispivajici K zahdjeni replikace. Oblast UL54 je esencidlni, protoze koduje

katalytickou podjednotku DNA polymerazy.

Tim je prostfedi bunky piipravené na replikaci DNA. Syntéza je zavisla na aktivaci
Vv oblasti oriLyt, kde replikace za¢ne. Pro replikaci jsou dulezité tyto proteiny: katalyticka
podjednotka polymerazy (POL) koédovana v oblasti UL54, procesivni podjednotka
polymerazy (PPS) z oblasti UL44, SSB protein (single strand DNA binding protein) z UL57 a
primaza (HP; McMahon and Anders, 2002).

Pted zahajenim syntézy nové virové DNA musi nejdiive dojit ke spojeni fetézce a
vzniku cirkularni DNA. Pak za¢nou na oriLyt ptsobit jiz vzniklé aktivatory gend IE a DE a
dojde k iniciaci replikace. Pozd¢ji dochazi k syntéze L gent, kde ¢ast je exprimovana jesté
za dobu replikace a Cast potiebuje uz replikaci zastavenou (Stinski, 1978). Proteiny DE a
L gent jsou dulezité pro zrani kapsidy, enkapsidaci DNA, maturaci a vystup virionu z bunky

(Tandon and Mocarski, 2012).

2.4 Prenos HCMV

Séroprevalence HCMV je 20 — 100 % na riznych mistech svéta, obecné je znamo, ze
zemé s omezenymi piirodnimi zdroji maji promoienost vyssi a se stoupajici vékem jedince se
pravdépodobnost ziskani infekce zvySuje (Staras et al., 2006). HCMV se velice snadno
V populaci ptfenasi. Infek¢ni virus byl vyizolovan ze slin, slz, matetského mléka, spermatu,
délozniho sekretu, moc¢i a krevnich produktti (Sia and Patel, 2000). Dalsim dulezitym
faktorem, pro¢ je HCMYV tak uspésny v promoteni populaci je, Ze jedinec zlstava nakazlivym
jesté dlouho po primarni infekci, ktera u néj nastane. Navic si virus vyvinul strategii

perzistence v ¢lovéku bez nutnosti mit n€jaky zviteci rezervoar.

Pfenos z matky na dit€ béhem téhotenstvi je velice nebezpetny, protoZze mize zplsobit
neurologické postizeni plodu (Fowler et al., 1992). Matka mize prenést HCMV na dité i
kojenim, v matefském mléce se nachdzi vyznamné mnoZstvi infekéniho viru. Malé déti pak
zacinaji byt velkym rezervoarem infekce pro populaci, od nich se HCMV muze §ifit dal, nejen

na dalsi déti, se kterymi se stykaji, ale i na dosud neinfikované dosp¢lé. Kromé détského veéku
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je dalsi vyrazny narust séroprevalence HCMV v obdobi adolescence, coZz znai pienos

sexualnim kontaktem.

Infekce jednim kmenem HCMV bohuzel neznamena, ze by byl jedinec chranén i
proti primarni infekci jinym kmenem cytomegaloviru. Imunitni systém nevytvafi dostacujici
jednotnou obranu vii¢i riznym kmeniim HCMYV, jeden ¢lovek tak muze byt soucasn€ nakazen
nekolika odlisSnymi kmeny HCMV. Pro zdravého ¢loveka ale HCMV infekce neptedstavuje

nebezpeci, problém nastava u jedincil s poSkozenym imunitnim systémem.

Transplantace organu a poskytovani krevnich produktd jsou také zdrojem infekce

HCMYV, u pacientt po transplantaci se vsak jedna o zivotu nebezpe¢nou infekci (viz dale).

2.5 Latence a reaktivace

Po primarni infekci, ke které dochéazi po vstupu viru do organismu, nasleduje latentni
faze zivotniho cyklu HCMV. Faze latence neni plné€ prozkoumana, ale vime, Ze k ni dochazi
nejvice Vv buiikich myeloidni linie CD34" (Sinclair and Sissons, 2006). Avsak genomova
virova DNA miize byt detekovanad v riznych typech bunék vcetné monocyti a makrofagi
(Soderberg et al., 1993), lymfocytd (Schrier et al., 1985), CD4" bunék v kostni dieni
(Mendelson et al.,, 1996), nezralych dendritickych bunék (Sénéchal et al., 2004) a
endotelovych bunék (Sinzger et al., 1995). Exprese geni IE1 a IE2 je v dobé latence
potlacena a virova replikace je zastavend, exprimuji se jen urcité¢ geny, napt. alternativni

forma cytomegalovirového interleukinu IL-10 (produkt genu UL111.5A; Jenkins et al., 2004).

Reaktivace HCMV z latence je klicovym krokem v patogenezi infekci HCMV. Kdyz
dojde ke sniZeni imunity psychickym ¢i fyzickym stresem, jinou infekci (napf. rozvinuti
AIDS u HIV pozitivnich pacientll), nebo imunosupresi v rdmci transplantace, dochazi

k reaktivaci viru.

Pfesny mechanismus, ktery vede k reaktivaci, nebyl objasnén, ale tumor nekrotizujici
faktor a (TNF-a) je povazovan za klicovy mediator (Prosch et al.,, 2000). Na opé&tovné
aktivaci IE genl se podileji cytokiny a transkripéni faktory jako NF-kB, ktery je aktivovan
pies TNF receptor.
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Reaktivace HCMV muze byt dosazeno prostfednictvim katecholaminti, epinefrinu,
norepinefrinu a zvysené koncentrace cAMP, coz vede ke stimulaci IE promotoru/enhancer
(Prosch et al., 2000).
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3 Interakce HCMYV s imunitnim systémem

3.1 Patogeneze

Primarni infekce HCMV ma vétSinou u zdravych jedinc asymptomaticky prubéh, ale
v n¢kterych piipadech mize mit infekce za nasledek mononukledzu, ktera byva také projevem
primarni infekce virem Epsteina a Barrové. Jejimi symptomy jsou: horecka (obvykle trva 2 —
3 tydny, ale muze pietrvat az 5 tydnt), svalova bolest, zvétSeni lymfatickych uzlin a zvétSeni
jater. Dalsimi vzacnymi, ale dokumentovanymi piiznaky jsou: hepatitida, myokarditida,

pneumonitida a asepticka meningitida (Sissons and Carmichael, 2002).

Vrozena HCMV infekce je pfi¢inou nemoci a smrti novorozenct, muze zpusobit
hluchotu (Fowler and Boppana, 2006) a mentalni postizeni ditéte (Fowler et al., 1992).
Ke kongenitalnimu pfenosu muze dojit, kdyz je virus reaktivovan viru v pribéhu t€hotenstvi,
nebo kdyz matka prochazi primarni infekci v prubéhu prvniho trimestru, kdy HCMV infekce
predstavuje nebezpecnou komplikaci pro vyvoj plodu. Kongenitailné HCMV nakazené déti
ptredstavuji pfiblizné 0,64 % z zivych novorozenat (Kenneson and Cannon, 2007). Riziko
primarni infekce u séronegativni matky v t€hotenstvi je 1 — 4 %, to pfedstavuje vysoké riziko

kongenitalni infekce 30 — 40 % (Sissons and Carmichael, 2002; Stagno S., 1986).

Nastésti vétSina kongenitaln€ nakazenych déti je asymptomaticka pfi narozeni, ale
piiblizné 10 az 15 % déti jsou symptomatické. Mohou mit nasledujici symptomy: hepatitida,
hepatosplenomegalie, pneumonie, petechie, poskozeni CNS, rustova retardace u piedcasné
narozenych déti a nedoslychavost. Tyto symptomatické déti maji umrtnost asi 30 % (Malm

and Engman, 2007).

Pozdé&ji az kolem 6. roku Zivota muize dojit k viditelnym nasledkiim kongenitalni
nakazy HCMV, kdy se u asymptomatickych i symptomatickych déti muze projevit ztrata
sluchu (Malm and Engman, 2007).

HCMV je vaznou infekci u imunokompromitovanych jedincd, jako jsou pacienti
s virem lidské imunodeficience (HIV). Pfed zavedenim vysoce aktivni antiretroviralni terapie
(HAART), tj. kombinace nejméné 3 antiretrovidlnich 1€kt z riznych tfid, pfiblizn€¢ 40 %
pacientt infikovanych HIV trpélo projevy HCMV infekce v prubéhu Zivota (Steininger et al.,
2006). S dostupnosti HAART 1é¢by HIV pozitivnich pacienti HCMV infekce poklesla
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(Palella et al., 1998). Bohuzel i pies tento pokrok poznatky naznacuji, Ze infekce muze stale
ptimo a/nebo nepiimo urychlit progresi k AIDS a smrti (Griffiths, 2006). Nejcast&jsim
projevem onemocnéni HCMV u HIV pozitivnich pacientt je retinitida neboli zanét sitnice.
Mezi dalsi projevy patii: enterokolitida, gastritida, ezofagitida, hepatitida a encefalitida

(Steininger et al., 2006).

Dalsi nebezpe¢i HCMYV infekce hrozi pacientim, ktefi podstoupili transplantaci — Viz

Kapitola 5.

3.2 Imunitni odpovéd’ zdravého ¢lovéka na HCMV

HCMV je perzistentni virus a jako vSechny takovéto viry musi prezit tvari v tvar
imunitnimu systému hostitele. Mezi obranné mechanismy hostitele patéi vrozena imunita i
adaptivni imunita: porucha adaptivni T-bunééné odpovédi byva spojena s HCMV infekci.
Virus sdm o sob¢& muze ovlivnit imunitni odpovéd’, ale také miize ustanovit latenci v bunikach

imunitniho systému.

3.2.1 Prirozena imunita

Vrozeny imunitni systém hraje dtlezitou roli v obrané hostitele proti HCMV a také
pfipravuje adaptivni imunitu na odpovéd’ proti infekci. HCMV a jiné patogeny napi. bakterie
stimuluji receptory podobné Toll (TLR) a tim spousti aktivaci signalnich drah. Ty vyvolavaji
sekreci zanétlivych cytokinti, které rekrutuji buniky vrozeného imunitniho systému, a expresi
kostimula¢nich molekul CD80 a CD86, které jsou dulezité¢ pro aktivaci adaptivni imunity
(Compton et al., 2003). U HCMV se také prokazala aktivace a signalizace prostfednictvim
interakce gB/gH a TLR2, ktery aktivuje tvorbu pro obranu hostitele velmi dtilezitych cytokint
(Compton et al., 2003).

Nedilnou soucasti vrozené imunity jsou tzv. NK bunky, o jejich funkci v HCMV
infekci u lidi mnoho nevime. AvSak mame k dispozici stale presvédCiveéjsi dikazy o tom, Ze
NK bunky hraji kli€ovou roli v hostitelské obrané proti virové infekci. U pacientt
po transplantaci ledvin se aktivita NK buné€k pfi primarni infekci a reaktivaci viru zvysila, to

naznacuje jejich ptispéni k zotaveni z HCMV infekce (Venema et al., 1994).
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3.2.2 Adaptivni imunita

Adaptivni imunita reaguje na antigeny prostfednictvim specifickych molekul. Sem
patfi humordlni a bunétné zprosttedkované mechanismy a podstatou této imunity je

imunologicka pamét.

3.2.2.1 Humoralni odpovéd’

Adaptivni dlouhodoba imunita slouzi k ovladani reaktivace HCMV v hostiteli a je
dalezita pro prevenci nekontrolovatelné replikace viru. Humoralni odpovéd imunitniho
systému je dilezita ptedevsim pro omezeni Sifeni viru a pro zmirnéni zdvaznosti onemocnéni

(Jonji¢ et al., 1994).

Hlavnim cilem neutraliza¢nich protilatek proti HCMV je glykoprotein gB, ktery se
podili na vstupu viru do bunky (Britt et al., 1990). Dale jsou protilatky produkovany i
proti gH (Rasmussen et al., 1991). U lidi bylo prokazano, ze dochazi k ptenosu protilatek
Zz HCMV séropozitivni matky na plod a to chrani plod pied transplacentarnim pfenosem

infekce a rozvoji CMV onemocnéni (Nigro et al., 2005).

3.2.2.2 Bunééna imunita

Buné¢na imunitni odpoveéd’ je prevladajicim mechanismem v boji proti HCMV. Jeji
vyvoj je zapotiebi, aby dosSlo k ovladnuti primarni HCMV infekce, po které virus vstoupi
do faze latence. Ztizeni trvalé adaptivni imunity je u zdravych jedinct dilezité pro udrzeni

HCMV v latenci a zabranuje tim lytické fazi infekce.

3.2.2.2.1 CD8" T-lymfocyty

Vyvoj HCMV-specifickych cytotoxicky CD8" T-lymfocyti koreluje s ochranou
proti viru (Reusser et al., 1991) a se zotavenim z HCMV onemocnéni (Quinnan et al., 1982).
Specifické CD8" T-lymfocyty, které produkuji IFNy, se podle vysledka studii zdaji byt
ochrannym prvkem proti s HCMV spojenému zanétu sitnice u pacientti s AIDS (Jacobson et
al., 2004). Dale udaje o transplantacich kostni dfené vypovidaji rovnéz o kli¢ové roli téchto
bun¢k pii kontrole HCMV infekce (Reusser et al., 1991).
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A7 40 % CD8" T-lymfocytl v krvi star§ich jedincti mtize byt specifickych pro HCMV
antigeny (Crough and Khanna, 2009). Celozivotni reaktivace jsou divodem, pro¢ je HCMV
tak imunogennim a zpusobuje tak rozsdhlou imunitni odpovéd’. Imunitni reakce na virové
proteiny je rozsahle zkoumana. Specifickd aktivita téchto bunck je nejCastéji namifena
proti antigentim pp65 a IE1, ale odpovidaji také na dalsi antigeny jako IE2, pp150, pp50, gB,
gH a dalsi (Elkington et al., 2003).

3.2.2.2.2 CD4" T-lymfocyty

Nejen CD8" T-lymfocyty jsou zdrojem imunitni odpovédi, ale i CD4" T-lymfocyty
jsou nedilnou soucasti obrany hostitele a pokles jejich poctu koreluje s citlivosti na infekéni
komplikace HCMV (Sester et al., 2005). Analyza specifi¢nosti HCMV-specifickych CD4" T-
lymfocytl ukdzala, Ze rozpoznaji mnoho antigenil a hodné pacientd odpovida na tyto genové

produkty: gB, gH, TRL14, UL16 (Beninga et al., 1995).

CD4" T-lymfocyty ukazuji svou dilezitost i ve fazi latence HCMV, kdy pomahaji
hostiteli v obran¢, tyto buiikky pomahaji tvofit specifické protilatky B-lymfocyti (Davignon et
al., 1996) a maji svou zasluhu i na narfistajicim poétu HCMV-specifickych CD8" T-
lymfocyti (Einsele et al., 2002). Dalsim dikazem je sniZeni virové naloze u pacientd po SCT,
pii které doslo k prenosu HCMV-specifickych CD4" T-lymfocytii, a dale byl zaznamenéan
zvysujici se poet HCMV-specifickych CD8" T-lymfocyti (Einsele et al., 2002).

3.3 Unik HCMYV imunitnimu systému

Podobné jako jiné viry si HCMV vyvinul velké mnozstvi strategii s cilem ubranit se
imunitnimu systému hostitele. Hlavni mechanismus tniku je inhibice MHC I komplexd, to
znamena omezeni prezentace antigenu. HCMV kéduje pét proteind (kddované geny: US2,
US3, US6, US10, US11), které blokuji tvorbu a export MHC I komplexd a navozuje rychlé
snizeni exprese MHC | (Furman et al., 2002). Prezentaci antigenu pomoci MHC II rovnéz
brani HCMV produkt genu US2, ktery tyto molekuly cili na degradaci do proteazomu
(Crough and Khanna, 2009).

NK bunky ale rozpoznavaji a nici takové bunky, kterym chybi na povrchu MHC |
molekuly, nebo jsou naopak utlumeny pii rozpoznani bunék prezentujicich své peptidy

na HLA E, které jsou v organismu pfitomny na tzv. imunologicky privilegovanych tkanich.
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Proto si HCMV vyvinul taktiku, jak se uchranit pfed itokem NK buné¢k tim, Ze exprimuje své
virem koédované homology MHC I, které napodobuji funkci hostitelskych proteind
(Mocarski Jr, 2002). Napriklad produkt UL40 genu obsahuje sekvenci, jez je homologni
k signalnim peptidim, které se vazi na povrch HLA E molekul. Navazanim téchto peptidi
na HLA E brani infikované buniky aktivaci NK bunék, protoze se piipoji na jejich inhibic¢ni
receptor CD94/NKG2A (Tomasec et al., 2000).

Dalsimi mechanismy na vyhnuti se NK buikam jsou napiiklad pp65 inhibice
receptoru NKp30, ktery aktivuje NK bunky (Arnon et al., 2005), nebo produkce UL141 genu,
ktery zprostiedkovava blokaci exprese povrchovych CDI155, které slouzi jako ligandy
pro receptory k aktivaci NK bunék (Tomasec et al., 2005). HCMV také koduje homolog (gen
UL111a) imunosupresniho cytokinu IL-10 (Kotenko et al., 2000), virovy TNF receptor
(UL144; Benedict et al., 1999) a rtuzné genové produkty (UL36, UL37), které zabrani
apoptoze (Goldmacher et al., 1999).
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4 Rekonstituce imunitniho systému po transplantaci

kostni drené

Obnova pln¢ funkéniho imunitniho systému je pomaly proces, zatimco pfirozena
imunita se rekonstituuje rychle, adaptivni mize byt postizena jest¢ l1éta po transplantaci.
Rekonstituce T-lymfocytt se spoléha na rozsifeni zralych T-lymfocytd darce, proliferace je
fizena cytokiny a piitomnosti allo-reaktivnich antigent. Tento mechanismus miize mit

za nasledek rizné klinické projevy, muze dojit naptiklad k reakci §tépu proti hostiteli (GvH).

4.1 Rekonstituce piirozené imunity

Vrozeny imunitni systém se sklad4d z mnoha krevnich faktorii a souboru bunék, které
rozpoznavaji patogen a prezentuji antigen. Takovymi buiikami jsou NK buiky, neutrofily,
monocyty, dendritické bunky (DCs) a makrofagy. Jiz mésic po transplantaci obihaji v Krvi

NK buriky na normalni rovni a poskytuji urcity stupenn ochrany (Achdout et al., 2001)

Stejné jako u NK buné€k je obnova neutrofili a monocytl po transplantaci rychla,
avsak dlouho to trva u DCs (Achdout et al., 2001). Ty mohou byt v krvi detekovany

vvvvv

rok po zakroku (Klangsinsirikul et al., 2002).

4.2 Adaptivni imunitni rekonstituce

Na rozdil od bun¢€k vrozeného imunitniho systému trva tato rekonstituce dlouho, coz
je zpasobeno poruchou diferenciace lymfocyti v thymu. Cirkulujici B-lymfocyty nemusi
dosdhnout normalnich hladin po dobu minimalné roku po transplantaci a rekonstituce

T-bun€k muze trvat i vice nez 2 roky (Petersen et al., 2003).

4.2.1 B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou buniky generované v kostni dieni z béZznych lymfoidnich kmenovych
bunék. B-lymfocyty maji imunoglobulinové receptory, které se vytvari somatickou
rekombinaci. Naivni zralé B-lymfocyty vycestuji z kostni diené s povrchovymi IgM a IgD

receptory a poté migruji do sekundarnich lymfatickych struktur. Jakmile tyto builkky narazi
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na antigen, jsou aktivovany pomoci interakci s CD4" T-lymfocyty nebo DCs a dochazi
k uvolnéni IgM. Aktivovana burika nasledné zpracuje antigen pro prezentaci T-lymfocytim,
po stimulaci T-lymfocyt produkuji B-lymfocyty vysoce avidni 1gG, IgA a IgE (Williams and
Gress, 2008).

Po alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k se rekapituluje vyvoj jako pii normalni
ontogenezi, kdy dochazi k pocetnimu rustu B-lymfocyti v batolecim véku a naslednému
poklesu po¢tu na uroven normalni u dospélého c¢loveéka. V prvnich nékolika mésicich
po transplantaci je pocet B-lymfocyti cirkulujicich v organismu velmi maly a asi po 1 —

2 letech se pocetnost blizi hladinam normalnim u novorozencu (Williams and Gress, 2008).

Spravna funkce B-lymfocytu je snizena asi 1 — 2 roky po transplantaci. Na pocatku se
objevuji naivni B-lymfocyty a tvorba IgM se u nich objevuje nejdiive az po 2 — 6 mésicich
(Hajdu et al., 2003). Tvorba IgG dosahuje normalnich hodnot kolem 3 — 18. mésice a IgA
rekonstituce mize trvat az 3 roky (Williams and Gress, 2008).

4.2.2 T-lymfocyty

Thymus je primdrnim mistem pro vyvoj T-lymfocyt, které sem migruji po svém
vzniku v kostni dfeni. Thymus opoustéji dvé hlavni populace T-lymfocytt: prekurzor
pomocnych T-bunék sreceptorem CD4 a prekurzor cytotoxickych T-bunék s receptorem
CDS. Oba prekurzory se po setkani s antigenem na povrchu vhodnych bunék prezentujicich

antigen diferencuji na zralé lymfocyty.

IL-7 je cytokin podstatny pro stimulaci naivnich T-lymfocyta a k jejich pteziti (Fry et
al., 2003; Tan et al., 2001). Podobn¢ také IL-15 mlze pasobit jako homeostaticky cytokin a
také zvysuje proliferaci lidskych CD8" pamétovych bunék (Williams and Gress, 2008).

Kratce po transplantaci se zvySuje hladina IL-7 a IL-15 a v organismu se §ifi zbytkové
hostitelské a darcovské T-buriky: diferenciace v thymu je vyrazné snizena. Dokonce az 20 let
po transplantaci pietrvavaji nedostatky CD4" T-lymfocyti u pacientid s nedostate¢nou

diferenciaci lymfocytd v thymu (Williams and Gress, 2008).
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5 Posttransplanta¢ni ohrozeni zivota pri infekci HCMV

5.1 Vyznam HCMYV pf¥i organové transplantaci

L4

HCMYV je povazovan za nejvyznamnéjsi infekéni patogen u pacientii po transplantaci
imunosupresni 1é¢ba a také zalezi na sérostatutu piijemce (R) a darce (D) organu, zda infekce
propukne. U vice nez 50 % pacientl po SOT byla viditelna HCMV infekce, z nichZ se u 10 —
50 % pacienti objevilo symptomatické onemocnéni (Rubin, 2007).

Darci se vySetiuji, zda nesou stopy po infekci HCMV, coz vede ke snizovani ptipada
infekce u piijemce napf. pifi transplantaci kostni dien¢ (Bowden, 1995). Bohuzel ale velké
mnozstvi darcti prodélalo HCMV infekei, to snizuje mnoZzstvi darci pro séronegativni
ptijemce a limituje dostupnost vhodnych krevnich produktd. AvSak i jedinec, ktery je
sérologicky vySetfen na infekci a ma vysledek negativni, mohl infekci prodé€lat, protoze
zvoleny test nebyl dostatecné citlivy. Citlivéjsi ovéteni se da udélat pomoci PCR (Drew et al.,

2003).

Nejvetsi riziko infekce, vzhledem k absenci hostitelovy specifické imunitni odpovédi
proti HCMV, je u kombinace sérologicky negativniho pacienta, ktery obdrzi organ
od sérologicky pozitivniho jedince (R /D*; Limaye et al., 2002). Idealni by bylo, kdyby byli
darce i pfijemce séronegativni, ale to je vzhledem k promofenosti populace skoro nemozné.
Kromé toho stupenn virové zatéze v transplantovaném organu mize byt Umérny riziku
onemocnéni HCMYV v dusledku velkého mnozstvi bunék, které si nesou latentni nebo

replikujici se virus.

Klinicky akutni HCMV infekce u SOT pacientl se sniZenou obranyschopnosti miize
byt charakterizovana nasledujicimi symptomy: horecka, leukopenie, malatnost, bolest kloubti,
hepatitida, pneumonie, enterokolitida, encefalitida, nefritida, cystitida, myokarditida, nebo
pankreatitida (Humar et al., 2006).

5.2 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Dalsim typem transplantaci jsou alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych
bun¢k (allo-SCT). KHCMYV infekci dochazi ¢astéji kvuli reaktivaci latentniho viru
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u séropozitivniho pfijemce, nez k primarni infekci u séronegativniho pacienta (Broers et al.,
2000). Primarni HCMV infekce se vyviji ucca 30 % séronegativnich pfijemct, zatimco
reaktivace se po transplantaci se vyskytuje u 80 % séropozitivnich recipientd (Ljungman,
2007). V tuto chvili jeSté neni zcela ovéiené, jestli zalezi na tom, zda je darce séropozitivni
nebo séronegativni. Nékteré studie ukazaly, Ze zalezi, a nékteré tuto skutecnost nepotvrdily

(Kollman et al., 2001; Ljungman et al., 2003).

Kromé D/R sérologického statutu je riziko HCMV infekce ovlivnéno dal$imi faktory:
vek pacienta, zdroj darcovskych kmenovych buné€k, rozdil hlavnich lidskych antigenti (HLA)
mezi D a R, deplece T-lymfocytl nebo anti-T-lymfocytarni protilatky, posttransplanta¢ni

imunosuprese, doba zhojeni a reakce $tépu proti hostiteli (Boeckh et al., 2003a).

Béhem prvnich 100 dni po allo-SCT je nejcastéjsi komplikaci pneumonitida a
enterokolitida (Boeckh et al., 2003a). Nastésti zavedeni antivirové terapie proti HCMV
vyrazné snizilo vyskyt této infekce a dopomohlo k pieziti rizikovych piijemci (Reusser et al.,
2002). K nastupu pozdni HCMV infekce dochazi vice jak 100 dnti po transplantaci, to se
ukazalo jako dalsi ohroZeni pacienta na zivoté¢ (Boeckh et al., 2003b). Pozdni HCMV
onemocnéni se vyskytuje u 17,8 % pacientli ptiblizné¢ 169 dnl po transplantaci s umrtnosti
46 % (Boeckh et al., 2003a). Pozdni HCMV infekce se vyznaCuje zanétem sitnice a
encefalitidou, tyto pfiznaky se mohou vzacné vyskytnout i u v ¢asné infekci HCMV (Boeckh
et al., 2003a).
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6 Moznosti 1é¢by ¢i utlumeni HCMV chemickou a

biologickou 1é¢bou

U zdravého jedince je rovnovaha mezi HCMV a imunitnim systémem, HCMYV infekce
je asymptomaticka, latentni virus je skryty v buiikach a hostiteli neSkodi. Problémy nastévaji

pii oslabeni imunity, proto je nutna prevence, nebo 1é¢ba cytomegalovirové infekce.

V souvislosti s transplantacemi a HCMV infekci se pouzivaji dva zptsoby 1é¢by:
profylakticka a preemptivni. Profylakticka 1é¢ba je pouzita u vSech pacient, ktefi byli
séropozitivni na HCMV pied transplantaci. Preemptivni lécba se nasazuje pacientim

po transplantaci pii prvnich pozitivnich testech na pfitomnost viru v organismu.

6.1 Antivirotika — profylakticka lécba

Ganciclovir (GCV) je analog deoxyguanosinu a byl v roce 1988 schvalen jako prvni
antivirotikum pouzivané k 1é¢b¢ a prevenci HCMV (Gilbert and Boivin, 2005). Diky tomuto
1¢ku dochazi k inhibici replikace virové DNA (Biron et al., 1985). Pti profylaktické 1é¢bé je
ucinny pii potlacovani infekce, ale neutropenie a zvysSené riziko bakteridlni infekce jsou

bohuzel zna¢nym nezadoucim ucinkem (Goodrich et al., 1993).

Maribavir je 1€k, ktery se vaze na protein kinazu UL97 (Sellar and Peggs, 2012) a
zpusobuje inhibici enkapsidace a uvolnéni viriona z jadra (Marty et al., 2011; Winston et al.,
2008). Tento 1ék byl studovan jako potencialni adept pro profylaxi, ve 2. fazi klinické studie
byly vysledky slibné (Winston et al., 2008), ale pozdé&ji 3. faze studie ukazala jen mirné

antivirové u¢inky v prevenci reaktivace viru (Marty et al., 2011).

6.2 Antivirotika — preemptivni 1é¢ba

Preemptivni 1écba je castéji praktikovand metoda. Jako 1é¢ivo se pouziva
Valganciklovir (VGCV), ktery je velmi rychle hydrolyzovan na GCV (Jung and Dorr, 1999) a
oba 1éky maji stejnou u¢innost v redukovani HCMV infekce po transplantaci (Einsele et al.,
2006). Stale je riziko nezadoucich ucinkd napf. neutropenie a méné Casto odmitnuti §tépu.

Virus je schopen i rezistence proti GCV mutaci v UL54 nebo UL97 (Braud et al., 2004).
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Kdyz dojde ke zjisténi rezistence vici VGCV, muze byt nasazena jina efektivni
alternativa, Foscarnet (PFA). Tento 1€k je spojen s nizsim poctem pacientt trpicich vedlejsimi
ucinky 1é¢by a to rozvojem zavazné neutropenie (Reusser et al., 2002). PFA zpusobuje stejné
jako GCV inhibici replikace (Sellar and Peggs, 2012).

Dalsim alternativné uzivanym lékem je Cidofovir (CDV), ktery je ovSem toxicky
pro ledviny. Lze ho pouzit jako probenecid, tzn. Iék uzivany ke zvySeni koncentrace 1é¢iv
v krvi. Komplikaci je, ze kviili mutaci ve virové polymeraze mize dojit k rezistenci pro PFA
a CDV (Scott et al., 2007).

Nejvétsi uskali s vysokym rizikem HCMYV infekce a jeho 1é¢by pfindseji pacienti, ktefi
jsou séropozitivni, avSak §tép dostali od séronegativniho darce, a také pacienti, co obdrzeli
Stép s depleci T-lymfocytii. Pro ob& skupiny pacientd by byla nejlepsi alternativni l1écba
sniz$i toxicitou, aby se zvySilo procento jejich pieziti. Ruzné studie se snazi vytvofit

alternativy k vyse zminénym léktim a snizit jejich toxicitu a dalsi vedlejsi ucinky.

6.3 Bunécna terapie

Adoptivni bunééna terapie je nejfyziologictéjsi metodou, jak vytesit problém s HCMV
infekci. V tuto chvili je snaha o adoptivni imunoterapii CMV-specifickymi cytotoxickymi
T-lymfocyty (Bao et al., 2012). Mnoho studii vSak ukazuje, ze mame pied sebou jesté dlouhy
vyzkum. Jsme limitovani riznymi vyzkumnymi technikami, i kdyz selekéni techniky jsou
stale dokonalej$i. Napf. multimerni selek¢ni technologii 1ze ziskat zatim pouze cytotoxické
CD8" T-lymfocyty a ne CD4" T-lymfocyty, které jsou dilezité pro vyvoj a udrzeni

imunologické pameéti v téle piijemce (Sellar and Peggs, 2012).

I ptes problémy s vyzkumnymi technikami se zd4 tato cesta 1é€by jedinou moznou.
Nekteti pacienti po transplantaci si proti antivirotikim vyvinuli rezistenci a z divodu sniZzené
imunity nejsou schopni mnozeni viru potlac¢it. Dale je buné¢na terapie vyznamna z pohledu
toxicity 1é¢iv, vzhledem Kk nezadoucim uU¢inkiim antivirotik neni vhodné, aby je pacient

dlouhodobé¢ uzival, uzivani antivirotik totiz vyznamné snizuje dobu ptezivani pacientd.
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6.4 Profylakticka vakcinace

Vyvinuti efektivni profylaktické vakciny je opravdovou vyzvou. Pocate¢ni vyvoj byl
sméfovan na vyuziti atenuované vakciny (Plotkin et al., 1991). Tento zajem se vyvinul
V rozvoj rekombinacnich technologii k vytvofeni chimérického viru, ktery by mohl byt vice

imunogenni nez ptivodni matefsky virovy kmen (Heineman et al., 2006).
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Z.aveér

Lidsky cytomegalovirus dokéaze byt silnym protivnikem pro imunitni systém hostitele.
Postupem casu se objevuji nové postupy, jak pomoci tém, kterym HCMV nejvice Skodi
napf. pacientiim po transplantaci SOT nebo SCT. Je snaha o zvySeni pfezivSich a snizeni

nemocnosti, kterou HCMV infekce zptlisobuje.

Vyviji se 1 nové metody a laboratorni techniky, aby mohl vyzkum probihat rychleji a
ucinnéji. Produkuji se také nova 1éCiva, ktera by ohrozenym skupindm mohla pomoci a

neméla by takové vedlejsi ucinky jako ta jiz existujici.

V této praci je shrnut Zivotni cyklus HCMV a interakce viru s imunitnim systémem
hostitele. Dale se zde nachazeji informace o rekonstituci imunitniho systému po transplantaci

a odpovéd’ na otdzku, pro¢ je HCMV tak nebezpecny pro pacienty po transplantaci.
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