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1. Uvod do problematiky

Prvni popis buniky infikované lidskym cytomegalovirem (CMV) piinesl jiz v 80. letech
19. stoleti némecky profesor patologie Hugo Ribbert [1], ktery ve zvétSenych bunkéach slinnych
zlaz a ledvin kojenct post mortem popsal typické intranukledrni inkluze, které byly podobné
struktufe prvokl [1, 2]. Goodpasture a Talbert vyslovili poprvé v roce 1921 teorii, ze
»cytomegalie® by mohla byt virového ptvodu [1]. V 50. letech 20. stoleti se zdafila izolace
mysiho 1 lidského CMV a ptivodni nazev ,,virus slinné zlazy* byl nahrazen terminem lidsky
cytomegalovirus [1, 3]. Jako druhy v Evropé v r. 1966 izoloval tento virus na buné¢né kultuie
lidskych embryonalnich fibroblastt MUDr. Jifi Horacek s kolektivem ve Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové (FNHK) [3]. Na zakladé odborné ¢innosti tykajici se diagnostiky infekci
vyvolanych CMV byla v roce 1985 na Ustavu klinické mikrobiologie FNHK zalozena Narodni
referencni laboratof pro CMV pod vedenim prof. MUDr. J. Hord¢ka, CSc. Tato narodni
referenéni laboratoi ve FNHK sidli dodnes, pod vedenim MUDr. Vlasty Stépanové, Ph.D.

1.1 CMYV - biologické vlastnosti

Cytomegaloviry jsou bézné rozSifené viry zpusobujici rozmanité akutni, latentni
arekurentni infekce u lidi 1 =zvifat [4]. Bylo popsano nékolik zvifecich druhil
cytomegaloviru (my$i, morceci, opici, krysi, ...), které jsou ptisné¢ druhové specifické [5, 6].
Lidsky cytomegalovirus, také oznacovany jako lidsky herpesvirus 5 (HHV-5), je celosvétove
rozSiteny virus patiici do Celedi Herpesviridae, podceledi Betaherpesvirinae [6, 7]. Jedna se
o obaleny DNA virus o velikosti cca 200 nm [7, 8]. Na kazi a povrSich pteziva infekéni bézné
nékolik hodin, pfi teploté +4 °C né€kolik dnt, zatimco pii teploté -20 °C je rychle inaktivovan.
Uchovava se pii zamrazeni pii teploté -80 °C nebo -196 °C v tekutém dusiku. Virus je

inaktivovan tukovymi rozpoustédly, éterem, UV zafenim, kyselym pH (pH 3) [6].

Stejné jako ostatni herpetické viry mé kapsida CMV kubickou symetrii [6, 7]. Virus
sestava ze zakladnich strukturnich prvk: vnitini nukleoproteinové jadro, obsahujici virovy
genom (nukleokapsida), tegument a zevni obal tvofeny lipidovou dvouvrstvou [7, 8]. Virova
kapsida obsahuje genom, ktery je tvofeny dvojtetézcovou DNA, kéduje cca 165 gent a je ze
vSech herpetickych virt nejvétsi (230 kb) [7, 9, 10]. Na nukleokapsidu navazuje amorfni

vvvvvv

CMV je tvoren glykoproteiny hostitelsk¢é membrany, jejichz funkci je vazba na receptory



hostitelské buiiky a fuze s hostitelskou buinikou. Tyto glykoproteiny jsou antigenni a indukuji

tvorbu virus neutraliza¢nich protilatek blokujicich ptilnuti viru [6, 8].

Replikacni cyklus viru je pomaly, sklada se ze 3 stadii, béhem nichz dochazi k expresi
gentl a tvorbé proteinti [8]. V bezprostfedné casné fazi (IE — Immediate-Early) je exprimovano
nékolik proteint, které maji roli v regulaci vlastni virové replikace a stimuluji expresi ,,early
delayed genti“ [8, 11]. Maji zasadni roli ve fazi akutni infekce a reaktivace z latentni faze [12].
Jsou aktivovany bunécnymi pochody a komponenty virového tegumentu bez piitomnosti
de novo syntetizovanych virovych proteint [11]. Casné (Delayed Early — DE) proteiny iniciuji
replikaci virové DNA a ptipravuji vnitini prostiedi buiiky pro replikaci a ti€astni se maturace
kapsidy [8]. Dochazi mj. k aktivni transkripci gent kodujicich proteiny nezbytnych pro aktivitu
DNA polymerazy [8]. Termindzovy komplex se uplatni v pozdni fazi (Late — L) replika¢niho
cyklu a tidi Stépeni a sklddani vytvorené virové DNA [13, 14]. V pozdni fazi jsou mj. tvofeny

strukturalni proteiny, které se ucastni skladani a vynoteni virovych ¢astic [8].

1.2 Epidemiologie CMV

v

CMV patii mezi nejrozsitenéjsi lidské viry, jeho séroprevalence je v obecné populaci
vysoka: 40 az 100 % v dosp€lém véku v zavislosti na geografické a socioekonomické situaci:
prevalence stoupd s nizkou socioekonomickou Urovni a vys§i hustotou obyvatelstva, roste
s vékem a je vySsi u Zen [4, 15—17]. Za poslednich 20 let doSlo ve vyspélych statech vcetné
Ceské republiky (CR) k poklesu séroprevalence tohoto viru. Posledni oficialni séroprevalenéni
studie v CR byla organizovana Statnim zdravotnim tstavem v Praze v roce 1996 [18]. U déti
ve véku 5 az 9 let byla CMV IgG séroprevalence cca 40 az 62 %, ve v€ku 35 let byla
séroprevalence 80 %, u star§ich 65 let dokonce 90 % [18]. Nov¢jsi data pochazeji z prace
virologické laboratofe Ustavu klinické mikrobiologie FNHK, kde byla séroprevalence
zjisStovéna u vice nez 4500 pacientli spadového regionu vSech vékovych skupin rutinné
vySetfenych v této laboratofi v obdobi 2011 az 2014. Séropozitivita u déti ve véku 5 az 9 let
byla 37 az 49 %, ve véku 35 let byla séroprevalence 43 %, ve veéku 65 let 62 % [19]. Piestoze
se nejedna o séroprevalencni studii v obecné populaci, pokles prevalence CMV je patrny
1z téchto dat.

Virus mize byt piendSen jak horizontalné, tak vertikdlné. K prvnimu narlstu
séropozitivity dochdzi u malych déti castecné vertikdlnim prenosem z matky na dité
intrauterinné, béhem porodu infikovanym cervikovaginalnim sekretem v porodnich cestach,

Castéji vSak postnatalné matetskym mlékem [20]. Hlavni je potom horizontalni pfenos v jeslich,
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détskych stiediscich a Skolkach, a to respiratnimi sekrety a moc¢i. Ke druhému peaku prenosu
dochazi u dospivajicich a mladych dospé€lych, kdy se jedna hlavné o sexudlni pfenos viru [6].
Jednoznacné identifikovatelnym zdrojem a vektorem viru je iatrogenni cesta: krevnimi
produkty, transplantovanymi organy a tkanémi i pfimym kontaktem [6, 21].

Incidence CMV primoinfekce/reaktivace je po transplantaci krvetvornych kmenovych
bunek (HSCT) ovlivnéna sérostatusem pacienta a darce: u séropozitivnich pacienti je CMV
DNA detekovana v 70-80 %, u séronegativnich pacientd se séropozitivnim darcem se
primoinfekce prokdze v 15 % [22]. Po zavedeni specifické preemptivni 1é€by poklesla
incidence CMV nemoci z 20-30 % na soucasnych cca 5 % [22-24]. Krom& vlivu CMV
sérostatusu piijemce/darce lze nalézt v jednotlivych pracich dalsi faktory zvySujici incidenci
CMYV infektu po HSCT: pfitomnost reakce Stépu proti hostiteli po transplantaci, neshoda
darce/ptijemce v hlavnim histokompatibilnim komplexu (HLA), nepiibuzensky darce, pouziti
antithymocytarniho globulinu, alemtuzumabu nebo celotélového ozatreni v rdmci ptipravného
rezimu, pouziti rezimu s redukovanou intenzitou, pouziti kostni dfen¢ nebo pupec¢nikové krve
jako zdroje krvetvornych kmenovych bun¢k [25-31]. Nicméné napiic¢ jednotlivymi pracemi

neni vliv jednotlivych rizikovych faktorti hodnocen shodné.

1.3 Patogeneze CMV

Pro CMV je charakteristicky Siroky bunéény tropismus. Je schopen infikovat rlizné typy
bunék, jako napft. buniky slinnych 714z, leukocyty, hepatocyty, buiiky rendlnich tubuld, plicnich
alveold, endotelu cév apod. [32], v podstaté jakykoliv typ lidské buiiky [25]. B€hem kratké
virémie je virus rozSifen do riznych organt, v jejichz buinkach celozivotné perzistuje
v asymptomatické latentni formé s intermitentnimi subklinickymi reaktivacemi kontrolova-
nymi imunitnim systémem [32]. Po primoinfekci dochazi ¢asto k dlouhodobému vylu€ovani

viru riiznymi sekrety, v nichZ jej mizeme prokazat [33].

Rozeznavame primarni infekci, tj. infekci u séronegativniho jedince, a reaktivaci, ktera
je dana bud’ reaktivaci latentniho viru v organismu, nebo reinfekci jinym kmenem CMV u jiz

séropozitivniho jedince [4].

Primoinfekce je u imunokompetentniho ditéte nebo dospélého zpravidla
asymptomatickd, manifestuje se pouze ve 2-5 % [21]. Nejcastéjsim klinickym obrazem
manifestni primoinfekce je syndrom infekéni mononukleézy, ale nebyvaji povlaky na tonzilach
a nejsou pritomné heterofilni protilatky na rozdil od infekéni mononukle6zy vyvolané virem

Epstein-Barrové. Privodnim jevem CMV primoinfekce je hepatopatie, jen vzacné
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symptomaticka, leukocytdza s atypickou lymfocytozou, pii klinickém vySetfeni muze byt

patrnd kréni lymfadenopatie [21, 32, 34-36].

Primoinfekce v t€hotenstvi probiha nejcastéji asymptomaticky (90 % ptipadl), ale az
u40 % zen s primarni infekci mtze dojit k pfenosu infekce na plod [21]. Infekce CMV je
hlavnim etiologickym agens intrauterinnich infekci s incidenci symptomatické kongenitalni
postizenim az umrtim plodu dochazi pti primoinfekci v 1. trimestru té¢hotenstvi [39, 40].
Typicky dochdzi pfi kongenitdlni CMV infekci k poSkozeni plodu, hepatosplenomegalii,
hemolytické anémii, hyperbilirubinémii, trombocytopénii, pneumonii, mikrocefalii
a poskozeni sluchu [21, 40, 41]. AZ u 15 % déti asymptomatickych pii porodu se po n€kolika
meésicich iletech mohou vyvinout pozdni néasledky CMV infekce, a to nejCastéji poruchy
sluchu, chorioretinitida, mentalni retardace nebo poruchy psychomotorického vyvoje [37, 40,

41].

Zavazné projevy CMV nemoci nejsou spojeny jen s jedinci s nezralym imunitnim
systémem, ale zejména s vyrazn¢ imunokompromitovanymi pacienty s malignitami, po
transplantaci kostni diené/perifernich krvetvornych kmenovych bunék nebo solidnich orgéand,

ale také u pacientli s vrozenym nebo ziskanym deficitem imunity [22, 42].

Ptfed zavedenim virostatické terapie byla infekce lidskym cytomegalovirem jednou
z hlavnich pfi¢in Gmrti pacienti po HSCT [27, 43-47]. CMV pneumonie patfila mezi
nejcastéjsi a Zivot ohroZujici nemoci po HSCT [43]. Nyni v éfe preemptivni a profylaktické
terapie je CMV pneumonie méné Castd a na vzestupu je CMV gastroenterokolitida [44, 48, 49].
Nicméné u pacientil po HSCT, u kterych se vyvine CMV pneumonie, je mortalita stale vysoka
[44]. U imunokompromitovanych pacienti se CMV infekt mize projevit riznorodé: CMV
syndromem spojenym s horeckou, leukopenii/atypickou lymfocytézou/trombocytopenii
a hepatopatii nebo jako invazivni onemocnéni s pfiznaky dysfunkce pfislusného organu
a pifimym prikazem CMV z postizeného organu, napi. gastroenterokolitidou, hepatitidou,
encefalitidou, retinitidou apod. [48, 50-52]. Aktivni CMV infekce miize stat za dysfunkci az
odhojenim Stépu, zvySuje riziko bakterialnich a mykotickych infektd, pfi¢emz vSechny tyto

stavy mohou vést k umrti pacienta [22, 49, 53-55].
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1.4 CMYV imunologie

Imunitni kontrola CMV, at’ uz primoinfekce nebo reaktivace latentni infekce, ktera je
u pacientii po HSCT castéjsi [53, 56, 57], je zavisla na mife rekonstituce specifické bunécné
imunity. Ta je zprostiedkovand CMV-specifickymi CD4" a CD8" T lymfocyty [56, 58]. Mezi
faktory, které jsou spojené s opozdénou rekonstituci CMV-specifickych T lymfocytl, a tedy
zvysujici riziko nebo tizi CMV infektu, patii séronegativni donor, neshodny nebo neptibuzny
darce (spojeny s nutnosti intenzivnéjSi profylaxe nezbytné k zamezeni reakce Stépu proti
hostiteli (GVHD)), terapie kortikosteroidy pro GVHD [24, 58].

Mechanismus kontroly infektu je mnohastupiiovy a neni dan jen poc¢tem specifickych
T lymfocyti, ale i jejich efektorovou a cytokinovou aktivitou [58, 59]. Na tomto poli probiha
intenzivni vyzkum, protoze detekce CMV-specifickych lymfocyti v periferni krvi muizZe
napomoci stratifikovat pacienty, ktefi jsou sami schopni kontrolovat virovou reaktivaci, od
pacientil, ktefi budou profitovat z preemptivni terapie CMV [57, 58, 60, 61].

Neni shoda o mife schopnosti organismu kontrolovat CMV pomoci CD4" specifickych
T lymfocyti vs. CD8" lymfocytd. Zatimco néktefi autofi pfisuzuji CD8" lymfocytim hlavni
roli [59], podle vysledki jinych praci se podileji na kontrole viru az po rekonstituci CD4"
specifickych bunck [58]. Gabalti et al. [S8] ve své praci demonstruje, ze pro kontrolu infektu
jsou zasadni polyfunkéni specifické CD4" butiky trojité produkujici interleukin 2 (IL-2), tumor
necrosis factor o (TNFa) a interferon y (INF-y). Peldk [62] popisuje, Ze vSichni pacienti, kteti
byli schopni kontrolovat CMV infekt bez specifické 1é¢by, méli CD8" dualné produkujici
interferon y a interleukin 2. Produkce CD4+ bunék podle této prace neméla na kontrolu CMV
vliv [62].

Samotny CMV infekt méd imunosupresni efekt [53]. CMV infikuje monocyty a potlacuje
prezentaci antigenu, ovliviiuje HLA expresi, produkci cytokintl, snizuje aktivitu NK bunék [43,
63, 64]. Samotny ganciclovir pouzivany pro profylaxi i lécbu CMV infektu je myelotoxicky,
vede k neutropenii 1 opozdéné rekonstituci CMV specifické T lymfocytarni imunity [43, 44,
59]. Tyto interakce mohou vysvétlit vyssi incidenci sekundarnich bakterialnich 1 fungalnich
infekci u pacientti s CMV infekci, 1 vyssi vyskyt pozdni CMV nemoci [63].

U pacientli po HSCT s diagndzou akutni leukémie bylo v n€kolika pracich popsano, Ze
CMYV infekt by mohl byt spojen s niz§im rizikem relapsu zdkladniho onemocnéni, a tedy CMV
by mél jakysi ,,virus versus leukemia® efekt [23, 50, 65]. Teorii vysvétlujicich tento vliv je
n¢kolik: CMV by mohl aktivovat antileukemicky efekt NK bun€k, je popisovana up-regulace
gamma-delta T lymfocyta s protinadorovou aktivitou, pfipadné teorie, ze rezidualni blastické
buiiky s latentnim virem jsou pfi CMV reaktivaci cilem darcovskych CMV specifickych
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cytotoxickych lymfocytl [28, 65-68]. Dalsi prace popisuje vliv ,,virus versus leukemia“ efektu,
pouze pokud nebyla podana specificka anti-CMV [écba [69]. Jiné velké prace tento efekt
neprokazaly a dokonce popisuji opacny trend — vysS$i riziko relapsu s CMV infekci ¢i
demonstruji vyssi riziko non-relapse mortality u pacientd s CMV infektem [23, 28, 68, 70].
,Virus vs. leukemia® efekt ziistava kontroverzni a v€asné zahdjeni adekvatni lécby CMV

infektu by nemélo byt oddalovano [29, 53].

1.5 Diagnostika CMV

Laboratorni diagnostika se u imunokompetentnich pacientii opird o nepfimy prikaz
infekce, a to o sérologické vySetfeni nejcastéji pomoci imunoenzymatickych metod (ELISA),
chemiluminiscen¢nich detekci (CMIA, CLIA) nebo pomoci nepiimé imunofluorescence.
Stanovuji se hladiny protilatek v krevnim séru (plasme) pievazné ve tiidé IgM a IgG [21]. Pro
odliseni primoinfekce CMV a aktivace latentni infekce je nutné vySettit aviditu IgG protilatek.
Pritomnost specifickych IgG protilatek s nizkou aviditou je vyrazem probihajici primoinfekce
nebo infekce prodélané v nedavné dobé nékolika tydni az mésicu. Piitomnost specifickych IgG
protilatek s vysokou aviditou primoinfekci vylucuje [71, 72]. Stanoveni sérostatusu CMV
(CMV IgG) pted HSCT patii mezi zakladni sérologickd vySetfeni. Pfi intepretaci nélezl
zejména u nizkych hladin CMV IgG musime vzit v uvahu i moZnost pozitivity v disledku
ptenesenych IgG protilatek po aplikaci IVIG nebo krevnich derivati [71, 72].

Klasické metody zaloZené na kultivaci viru na bunéénych kulturach a ptimém prikazu
viru pomoci detekce cytopatického efektu se v rutinni praxi nepouzivaji, protoze jsou ¢asové
velmi narocné (nékolik tydnil) a malo citlivé [57].

U pacienti po HSCT se vzhledem k imunosupresi a omezené schopnosti tvofit
protilatky standardné pouzivaji metody primého prikazu CMV. NejcastéjSim pouzivanym
testem probihajici infekce byla v minulosti detekce antigenu (nejcastéji strukturdlniho
fosfoproteinu pp65 v pifimém znaCeni infikovanych leukocytl specifickou monoklonélni
protilatkou). Odebrané vzorky vSak bylo nutné okamzité zpracovat a odecet byl zavisly na
zkuSenostech laboratornich pracovnikii [57]. Nevyhodou zejména u pacientt kratce po HSCT
bylo, Ze vysledek byl ovlivnén mnoZstvim jadernych bunék ptitomnych v periferni krvi.

Na prelomu 20. a 21. stoleti dosahly velkého rozvoje metody molekularné biologické.
Nejprve hybridiza¢ni (hybrid capture), poté metody amplifikacni (napt. polymerazovéa fetézova
reakce, PCR) [52]. V soucasné dob¢ je zakladni metodikou prikazu probihajici CMV infekce

u imunokompromitovanych pacientli metoda real-time PCR (PCR v redlném cCase). Ta detekuje
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CMV DNA a umoziuje stanovit virovou naloz vkrvi, jinych télnich tekutinach
(bronchoalveolarni lavaz, mo¢, likvor) nebo prokazat CMV DNA v tkénich [49, 57].

Nevyhodou PCR metod byla velké variabilita provedeni testi — nékteré laboratote mély
svoje primery i detek¢ni smési (in-house metody), jiné komerc¢ni kity, testovala se plna krev
nebo plazma ¢i izolované bunky, vysledky byly vydavany jako kopie CMV DNA na mililitr
télnitho sekretu, v jinych laboratofich se vysledek normalizoval na 10 000 lidskych
genomickych ekvivalenti aj. Pro lepS§i porovnatelnost mezi centry zavedla Svétova
zdravotnicka organizace mezinarodni jednotku k vyjadieni kvantifikace CMV DNA
[U/ml [73]. Akreditované nemocnice nyni vysledky vydavaji zpravidla v IU/ml, ptipadné jako
kopie CMV DNA/ml.

Monitoring CMV infekce po HSCT pomoci PCR metod umoznil rozvoj v€asné, tzv.
preemptivni, terapie a dramaticky snizil incidenci CMV nemoci u pacienti po HSCT [23].
V soucasnosti neni doporucena zadna hranice virémie, pii které by se méla zahajit preemptivni
terapie. Jeji stanoveni ztézuje velka variabilita PCR vySetfeni a také skutecnost, ze riziko
progrese CMV je u riznych pacientskych skupin rtizné.

Podobné jako neexistuji doporuceni pro virémii v periferni krvi, nejsou obecné
stanovena ani ta, kterd by davala cut-off PCR kvantity CMV DNA v bronchoalveolarni lavazi
nebo tkani, predikujici rozvoj CMV pneumonie [57]. Ani vySetfeni vzork stolice na pfitomnost
CMV DNA neprokézalo ptinos v diagnostice CMV kolitidy [74]. Pro prikaz CMV nemoci,
nejcasteji gastrointestindlni nemoci nebo pneumonie, zistava nutny ptimy prikaz viru z biopsie
nebo cytologie postizené tkané piimou izolaci viru, kultivacné, histopatologicky,
imunohistochemicky nebo in situ hybridizaci [49, 52]. Detekce CMV pouze priikazem PCR je
pro prikaz CMV nemoci nedostacend pro vysokou senzitivitu metody a neodrazi aktivitu

onemocnéni.

1.6 CMYV profylaxe, 1é¢ba

S dostupnosti profylaktické a preemptivni 1é€by virostatiky se mortalita i morbidita
spojena s CMV infekci snizila [44, 48]. Profylaktické podavani beézné dostupného
valgancicloviru/gancicloviru vSem pacientim v prvnich mésicich po HSCT se vzhledem
k myelotoxicité¢ a vysSimu riziku rozvoje virové rezistence nepouziva [75, 76]. Na zékladé
velké retrospektivni studie Green et al. [77] vSak bylo dokumentovano, ze jakdkoliv CMV
virémie zvysuje riziko celkové mortality, a s nové dostupnym letermovirem se moznosti

profylaktické 1écby pacientli po HSCT opét oteviraji [78].
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Preemptivni terapie znamend vcasné podani specifické 1écby u rizikovych pacientl
s dokumentovanou CMV replikaci, jesté pred klinickymi projevy infektu [78]. Preemptivni
terapie se opird predevsim o citlivé PCR metody a v soucasnosti je standardnim piistupem
k prevenci CMV nemoci. Nicméné 1 pfes preemptivni terapii dochazi ke vzplanuti CMV
nemoci (v souc¢asné dobé hlavné CMV gastroenterokolitidy) stejn¢ jako k narastu pozdni CMV
nemoci i virové rezistence [44, 79].

V bézné klinické praxi jsou k dispozici Ctyfi léky pro celkové podani: ganciclovir
(GCV) a jeho peroralni derivat valganciclovir (VGCV), foscarnet (FOS) a cidofovir (CID) [22,
27, 57]. V prvni linii 1é¢by je nejCastéji pouzivan GCV [22, 44, 57, 80], pro profylaktickou
a preemptivni terapii pak stale vice VGCV [44, 81, 82]. FOS a CID jsou vzhledem k toxicité
1écby zpravidla Iéky druhé volby [22, 44]. VSechny tfi léky ptsobi jako inhibitory virové DNA
polymerazy (kédované genem UL54) [22, 27, 57].

GCV je nukleosidovy analog, ktery je v infikované buiice inicidln€ monofosforylovan
virovou protein kinazou (kédovanou genem UL97) a nasledné pak bunécnymi kinazami
fosforylovan do formy trifosfatu. Takto aktivovany GCV kompetitivné inhibuje DNA
polymerazu viru a zaroven se inkorporuje do virové DNA, ¢imz zpomaluje, pfipadn¢ zastavuje,
jeji elongaci. Cidofovir oproti tomu potfebuje ke své aktivaci (fosforylaci) pouze bunécné
enzymy a poté ucinkuje jako kompetitivni inhibitor podobné jako GCV [22, 83]. Foscarnet je

naopak pfimy inhibitor virové polymerazy pisobici jako pyrofosfatovy analog [22].

Acyklovir mé nizsi aktivitu vi€éi CMV DNA polymeraze ve srovnani s GCV [84].
Existuje nekolik studii ukazujicich pouziti vysokodavkového acykloviru a jeho esterového
derivatu valacykloviru v primarni profylaxi [43, 63, 78] se smiSenymi vysledky. I pfi profylaxi
acyklovirem/valacyklovirem je vSak nutny peclivy monitoring CMV a vcasné zahdjeni
preemptivni terapie val/ganciclovirem nebo foscarnetem [53, 84]. U pacienti s CMV nemoci
pred HSCT nebo u pacientii s rekurentnimi CMV infekcemi mize byt zvazeno podani
acykloviru/valacykloviru v sekundarni profylaxi, opét za peclivé CMV surveillance [53].
Singapurska prace z roku 2015 [85] ukazuje, ze v dosazeni virové clearance byl v preemptivnim
podani vysokodavkovy valacyklovir (1-2 g ¢tyfikrat denn€) stejné G€inny jako VGCV nebo
FOS pfi mensim vyskytu nezddoucich ucinki 1€ku. Jednalo se vSak o praci s malym poctem
v ambulantni rezimu. Vétsi prace zatim chybi.

Letermovir je novy 1€k, ktery je u séropozitivnich pacientli schvaleny k profylaxi

reaktivace a rozvoji CMV nemoci v Casném potransplantacnim obdobi [14, 78]. Letermovir
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inhibuje DNA termindzovy komplex CMV (kédovany ULS51, UL56 a UL89), ktery je potiebny
ke Stépeni a sbaleni nové vytvotfené virové DNA, a tak ovliviluje tvorbu genomi o spravné
délce jednotek a interferuje se zranim virionu [13, 14]. Zatim neni dostatek diikazl pro pouziti
letermoviru k 1é€bé CMV nemoci zplisobené polyresistentnimi kmeny viru [86].

Maribavir (inhibitor UL97 kinazy) inhibuje virovou enkapsidaci a vynofeni virovych
partikuli z infikovanych bunék [86]. Po pfedchozich slibnych vysledcich vsak tento 1€k selhal
ve III. fazi klinického testovani v indikaci pro profylaxi CMV po HSCT, pravdépodobné kvuli
nevhodnému designu studie (zvolené neadekvatni davkovani Iéku, vytazeni pacientli vysoce
rizikovych pro CMYV reaktivaci, nastaveni pfili§ senzitivniho biomarkeru reaktivace (PCR) jako
end-point studie misto incidence rekurentnich infekci) [78, 87]. Recentné mu vSak americka
1ékova agentura [88] ud¢lila status prilomové terapie u transplantovanych pacientt, kteti jsou
rezistentni nebo refrakterni na pfedchozi terapii [89]. V této indikaci je ve fazi III klinického
testovani [83].

Ve vyvoji je dale brincidofovir, perordlni prolécivo cidofoviru, které¢ dosahuje vysokych
intracelularnich koncentraci [86]. Brincidofovir neni koncentrovan v renalnich proximalnich
tubulech a mé nizsi rendlni toxicitu oproti cidofoviru [86]. Ac¢koliv vysledky faze II klinického
testovani davaly nad&né vysledky, ve III. fazi nebyl prokazan vliv na CMV infekci po HSCT
a jeho podani bylo spojeno s vyraznymi gastrointestindlnimi nezddoucimi Uc¢inky
a nesignifikantné€ vyssi mortalitou oproti placebu [78].

Cyclopropavir je anti-herpetické virostatikum se Sirokym spektrem ucinku, vcetné
CMV. M4 podobny mechanismus ucinku jako CGV — je nutnd Gvodni forforylace virovou
kinazou UL97, ale ma vyssi antivirovou aktivitu s nizsi cytotoxicitou ve srovnani s GCV [83].
Tento 1€k je nyni ve fazi I klinického testovani [83].

V literatufe je popsano i pouZiti jinych 1€kl neZ primarné antivirovych. Leflunomid je
imunosupresivum pouzivané pii 1é€beé revmatoidni artritidy. Studie in vitro 1 in vivo prokéazaly
jeho ucinek proti CMV, vcetné kment rezistentnich na ganciclovir [86, 90-92]. Leflunomid
inhibuje tvorbu virové kapsidy, a proto nevykazuje zktizenou rezistenci s pouzivanymi anti-
CMV virostatiky. Je nezbytné jeho systematické testovani, at’ uzZ v monoterapii nebo v ramci
kombinované 1é¢by, a zatim nemiize byt doporucen pro 1écbu CMV nemoci [86].

Pro 1écbu CMV rezistentnich kment bylo popséno pouziti artesunétu [93, 94] patiiciho
mezi antimalarika. Bylo zji§téno, Ze inhibuje lidsky CMV in vitro, coz bylo poté prokazano v
testech na krysach [86]. Mechanismus ucinku je nejasny, pravdépodobné inhibuje bunécné

aktivacni drahy, které jsou nezbytné pro virovou replikaci. Vzhledem k tomuto mechanismu
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ucinku se neocekava, ze by vznikala rezistence na tento 1ék [86]. Neexistuji ale silna data, ktera
by v soucasné dobé mohla tento 1€k zaradit do doporuceni pro 1é¢bu rezistentnich kmentt CMV.

Vyzkum probihd i v oblasti vyvoje ockovaci latky. Bivalentni vakcina TransVax,
obsahujici plasmidy kodujici tegumentovy protein pp 65 a povrchovy glykoprotein B, je ve fazi
IIT klinického testovani. Prvni vysledky ukazuji, Ze jeji podéani snizilo incidenci CMV
a prodlouzilo ¢as do prvni detekce po HSCT [28, 86]. V soucasnosti b&zi klinické studie
n¢kolika dalSich peptidovych vakcin (CMVPepVax, Ankara Vaccinia a dalsi) ve fazich I — IL
V soucasnosti prezentovana data ukazuji nadéjné vysledky (CMVPepVax snizila vyskyt CMV
virémie, prodlouzila ¢as do prvni detekce viru po HSCT, ukéazala snizeni non-relapse mortality)
[28].

V ramci pasivni imunoterapie je vyvijena monoklondlni protilatka proti CMV, ktera
vaze a blokuje glykoprotein B a pentamerovy komplex gH/gL/U128/U130/U131, coZ sniZuje
moznost CMV replikace. Momentalné probiha faze II testovani. [28].

V experimentech a klinickych studiich je jiz delsi dobu testovan adoptivni transfer CMV
specifickych T lymfocytl. Specifické lymfocyty se nejsndze ziskaji od pivodniho darce
kmenovych bun¢k, pokud byl séropozitivni. V téchto ptipadech je mozné piimo selektovat
darcovskeé antigen-specifické T lymfocyty nebo je expandovat ex vivo. Dalsi moznosti je izolace
antigen-specifickych T lymfocyti ziskanych z krve séropozitivnich darcti. Nékolik studii
prokézalo bezpecnost a u€innost této 1écby v profylaxi i [é¢bé CMV (snizeni peaku virémie,
sniZzeni poctu pacientd vyzadujicich virostatickou 1écbu, 1 sniZeni incidence pozdni CMV
nemoci) [28, 86, 95].

V budoucnosti by aktivni imunizace, pasivni imunoterapie nebo adoptivni transfer
mohly piedstavovat novou linii profylaxe i 1é€by s citelné nizsi toxicitou, Iékovymi interakcemi

a vznikem virové rezistence.

1.7 Klinick4a a virova rezistence na lé¢bu

Dosud neni jedind obecné piijimana definice rezistence vici virostatikiim, protoze
existuje vice hledisek pro jeji posouzeni. Casto pouzivana je klinicka rezistence, ta vak nemusi
byt dana jen biologickymi vlastnostmi viru, ale mize zaviset na mife imunosupresivni terapie,
dosahovanych koncentracich 1€ku, dalSich vlastnostech viru a 1€€by u jednotlivého pacienta,
nebo mize byt dana jeho nespolupraci [27, 96, 97]. Klinicka rezistence nebo selhani 1é€by byva
udavana jako nartistajici naloz virové DNA po dvou tydnech fadné vedené terapie [46, 57, 79].

Nekteti autofi pouzivaji Casovy interval jednoho tydne [22], jini tii tydnt [98].
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V roce 2017 byl uvetejnén navrh definice klinické rezistence podle doporuceni pracovni
skupiny ECIL — The European Conference on Infections in Leukemia [70]. O klinickou
rezistenci CMV vii¢i virostatikiim by se podle tohoto doporuc¢eni mélo jednat v ptipadé, pokud:

- u pacienta dochézi k nartstu virové néaloze alespon o 1 fad i ptfes fadn¢ vedenou

specifickou virostatickou 1€cbu trvajici alespon 2 tydny,

- u pacienta nedochdzi k poklesu virové ndloze alespon o 1 tad i pfes fadné vedenou

specifickou virostatickou 1é€bu trvajici alespon 3 tydny,

- upacienta s CMV nemoci dochazi ke zhorSovani jejich projevii i pies fadné vedenou

specifickou virostatickou 1€cbu trvajici alespon 2 tydny.

Pro definovani skute¢né virové rezistence je nezbytna pfesnéd charakteristika virového
kmene, kdy vychazime z fenotypové a genotypové (sekvenacni) analyzy pritomného CMV.
Fenotypové metody stanoveni CMV rezistentnich kmenli jsou zaloZzeny na stanoveni
koncentrace Iéku potfebného pro redukcei virového riistu v bunééné kultuie (standardem ziistava
plakova reduk¢ni metoda a uréeni 50% inhibi¢ni koncentrace, ICso) [22, 27, 57, 99, 100]. Takto
definovana rezistence je uvadéna jako urcity (napt. dvojnasobny) nartst inhibi¢ni koncentrace
vici referenénimu citlivému virovému kmeni, ptipadné je dana konkrétni hodnota inhibi¢ni
koncentrace (ta byva rliznymi zdroji uvadéna rizné, napt. ICso > 6 az 12 umol/l (mikromol/litr)
pro GCV, pro FOS ICso > 400 az 600 umol/l a pro cidofovir ICso > 2 az 4 umol/l) [99, 101].
Fenotypové metody jsou naro¢né jak na zatizeni laboratofe pro praci s bunéénymi kulturami a
zivym virem, tak na ¢as, protoze CMV ma dlouhou generac¢ni dobu. Proto jsou tyto metody
nevhodné pro rutinni diagnostickou praxi, kdy mtize byt také problém ziskat izolat z klinického
vzorku, zejména po zah4jeni terapie. Nad to, pokud je u jednoho pacienta smiSend populace
viru, mize 1épe proliferujici divoky (tj. citlivy) virus pferiist rezistentni variantu, ktera pak
nebude detekovatelna [99]. Fenotypové metody ale umoziiuji testovat klinicky vzorek, ktery
muzZe sestavat z virovych populaci majicich vice mutaci, a stanovit miru rezistence takového
vzorku jako celku [27]. Tyto metody zlstavaji zasadni pro verifikaci a uréeni miry rezistence u
noveé popsanych mutaci virového genomu, které jsou testovany pomoci rekombinantnich virt
[22, 27, 57, 99, 100]. Genotypova rezistence je prokdzadna molekularné-biologickymi
metodami, tj. prikazem mutace, diive literd&rné dokumentované. Testovani rezistence metodou
sekvenacni analyzy je nyni metodou prvni volby [27]. Zasadnimi vyhodami sekvenacnich
metod je mozZnost priikkazu rezistentniho viru piimo z klinického vzorku, detekce piesné
definovanych mutaci jiZ z malych nalozi viru (jiz od 200 kopii CMV DNA/ml krve), moZnost

stanoveni mutantni subpopulace a jejich rychlost detekce (do 48 hodin). Vzhledem k
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dostupnym léktim a mechanismu jejich piisobeni jsou testovany oblasti virového genu UL97 a
UL54 [27, 57]. Nejbéznéjsim zptsobem detekce mutaci je sekvenacni analyza dané oblasti
genu. Konvenc¢ni Sangerovo sekvenovani umoziuje detekovat mutovanou populaci viru, pokud
je jeji zastoupeni vySsi nez 20 % [57]. Pro rychlou detekci a screening mutaci 1ze pouzit metody
se Stépenim PCR produktid restrikénimi enzymy (RFLP — restriction fragment length
polymorphism), analyzu polymorfismu délky restrikénich fragmentt, kterd je zalozena na
vzniku nebo zéniku restrik¢niho mista v sekvenci vlivem mutace, piipadné specifickou PCR
s primery a sondami navrzenymi piimo pro detekci ur¢ité mutace [57, 102].

V soucasnosti je k dispozici technologie sekvenovani Nové generace (Next-Generation
Sequencing, NGS) nebo téz technologie masivniho paralelniho sekvenovani. Tato metoda je
zalozena na principu paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochézi k sekvenovani tisicti az
milionti sekvenci soucasné. Tato metoda prokdze mutovanou populaci jiz od 5 %, dokéze
pracovat s niz§imi celkovymi kvantitami viru v krvi a dokdze odlisit a kvantifikovat jednotlivé
subpopulace CMV testovaného klinického vzorku [103].

Rezistence viru na GCV je v 85 az 95 % zptsobena mutaci v genu UL97, kterd alteruje
terciarni strukturu vazebného mista 1éku [104], coz zplsobuje snizeni jeho fosforylace,
atedy niz§i hladinu monofosforylovaného GCV. To nasledné¢ vede k nizs$i hlading
GCV-trifosfatu, ktery inhibuje virovou DNA polymerazu [22, 27, 57]. Intenzita zbytkové
fosforylace pak ovliviiuje miru citlivosti viru vii¢i 1éku. Mutace v genu pro virovou DNA
polymerazu (UL54) mohou vést ke zvySené exonukleazové aktivité, kterd vede k rozpoznani
a selektivnimu vystfizeni nukleotidovych analogii GCV a cidofoviru z virové DNA [22, 101].
Mezi dal§i mozna vysvétleni vzniku rezistence patii pokles selektivni inkorporace inhibitoru do
prodluzujiciho se fetézce virové DNA, piipadné snizeni afinity vici inhibitoru, pfi¢emz toto je
patrné piipad 1 FOS, ktery neni inkorporovan do virové DNA. Jednotlivé mechanismy se
mohou kombinovat a vést k mnohocetné rezistenci. Mutace UL54 také byvaji spojeny se
siln€j$i rezistenci viru viici terapii [79]. Experimentalné (po selekénim tlaku maribaviru) byly
prokazany i1 mutace v UL97 a UL27 vedouci k rezistenci na maribavir [105]. Na buné&cnych
kulturach byly prokazany kmeny viru s mutacemi v oblasti UL56 vedouci ke snizené citlivosti
k letermoviru [14].

Je popsano, ze kmeny méné citlivé k 1é¢be se v celé populaci viru vyskytuji jen v malém
procentu, coZ je patrné dano jejich niz8i replikacni schopnosti, a v pritbéhu 1é€by nariista
rezistentni frakce [22, 27]. To nastane pfi netplné eliminaci virové replikace, k cemuz mize
dojit naptiklad pii suboptimalnim dévkovéani léku, at’" uz vlivem zhorSené absorpce ci

nespolupraci pacienta, pii adekvatni 1écbé vlivem selekéniho tlaku virostatika nebo pfi

20



extrémnim imunodeficitu pacienta. Vzhledem k tomu, Ze se tyto méné¢ citlivé subpopulace viru
mohou v pfitomnosti virostatika dale replikovat, vyvijet se a mutovat, mohou tak ziskat lepsi
replikacni schopnosti pfi zachovani rezistence k terapii. Tim dochazi k prertstani ptivodniho
citlivého viru velkou populaci rezistentni mutanty. U pacientii po HSCT je incidence vzniku
geneticke rezistence na GCV odhadovéna na 2 az 8 % lé€enych pacientil a obvykle se objevuje
po 2-3 mésicich terapie [57, 79, 102, 104]. Pti pferuseni terapie VGCV/GCV, nebo jeji zmény
na FOS miZze divoky kmen opét pierlst rezistentni subpopulaci. Ta ale mize perzistovat
v ,,Jatentni formé* a pti opetovné 1écbé GCV/VGCYV (i po nékolika mésicich) mlze opéet dojit
k jeji reaktivaci [106].

Rizikové faktory vzniku rezistence viru nejsou u pacienti po HSCT stile zcela
objasnéné [96]; nejCastéji jsou jmenovany dlouhotrvajici expozice 1éku [27, 45, 46, 81, 101],
vysoka virova naloz [45, 101] a suboptimdlni hladiny 1éku [45, 46]. V jednotlivych studiich
byvaji také uvedeny vysoké davky virostatik a vyraznd imunosuprese pacienta [46, 57, 101],
haploidenticka HSCT [79], opakované epizody CMV replikace v prubéhu virostatické 1écby
a negativni CMV sérostatus darce se séropozitivnim piijemcem $t&pu (D7/R") [46]. Tyto situace
mohou piimo vést k nedostatecné kontrolované replikaci viru béhem virostatické 1écby [22, 57,

79].
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2. Cile dizertaéni prace
Vznik virové rezistence na podavana virostatika je stale relativné mélo prozkoumanou
komplikaci 1écby CMV u pacientii po HSCT. Jeji Cetnost, rizikové faktory a klinicka data jsou

v této kohorté pacientii publikovana jen v n¢kolika vétSich pracich.
Priméarni cile prace

- stanovit Cetnost vyskytu infektu CMV, incidenci klinické 1 genotypové CMV rezistence na
podavana virostatika béhem 1. roku po HSCT u pacienti ve Fakultni nemocnici Hradec

Kralové,

- srovnani dvou skupin pacientd, u kterych byl pouzit pifipravny transplantacni rezim
s thymoglobulinem v davkovani 7,5 mg/kg vs. 6 mg/kg — vliv niz§iho davkovani na vyskyt

CMYV infekce po HSCT,
- posoudit vztah klinické rezistence (selhdni 1é¢by) a virové rezistence podminéné genotypicky,

- porovnani metod sekvenacni analyzy podle Sangera a sekvenovani nové generace (NGS)

u pacientd s prokazanou virovou rezistenci.

Sekundarni cile prace

- popsat genotypoveé mutace CMV v oblastech UL97 a UL54 vedouci k rezistenci na virostatika

v naSem souboru pacientt,

- analyzovat, jakych plazmatickych hladin GCV bylo dosaZeno pii podavani VGCV/GCV.

Hypotezy

1) Transplanta¢ni rezim s nizSim davkovanim thymoglobulinu bude provazen niz§im vyskytem

CMV infektu.
2) Incidence klinické 1 genotypicky dané rezistence CMV vici virostatikiim bude nizka.

3) Pouze ¢ast piipadl selhdni 1éCby virostatiky bude podminéna virovou mutaci vedouci ke

snizené citlivosti na virostatika.
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dle Sangera.

vvvvvv
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3. Soubor nemocnych, metodika, statisticka analyza

Ziskavani dat a vzorkl bylo provedeno

— prospektivné:
o nabor pacientd,
o sbér klinickych dat, sbér a uchovani zamrazené CMV DNA u pacient
s CMV infektem, sbér a uchovani zamrazené plasmy u pacientti 1écenych
GCV/VGCV,
— retrospektivné:
o sekvenacni analyza kmentt CMV u pacientli suspektné rezistentnich k 1€¢be,

o méfeni plazmatickych hladin GCV u pacienti 1é¢enych VGCV/GCV.

Sbér klinickych udajli byl zamétfen na ziskéni téchto udaji: osobni tdaje pacienta
(pohlavi, diagnodza, v€k a klinicky stav v dobé HSCT, zda byla dosazena kompletni remise
onemocnéni pred HSCT), informace o HSCT (pfibuzenska/neptibuzenska HSCT,
myeloablativni pfipravny transplantacni rezim vs. rezim s redukovanou intenzitou, konkrétni
piipravny rezim, podet CD34" x 10%/kg ve §tépu), HLA shoda darce a ptijemce, pohlavi a v&k
darce, CMV sérostatus darce a ptijemce pred HSCT, rizikové situace pro vznik klinické a/nebo
virové rezistence (lécba virostatiky a jeji délka, doba do prvni detekce CMV DNA po HSCT,
pocatecni virova naloz pfi prvni detekci CMV, maximalni dosaZend virémie, detekovatelna
virémie pfi pfevodu na udrZovaci (maintenance) terapii, prikaz CMV nemoci, pfitomnost
GVHD a jeji systémova kortikoterapie), relaps onemocnéni, klinicky ,,outcome* 365. den po

HSCT.
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3.1 Soubor nemocnych

Do prospektivniho sledovani byli zatazeni pacienti IV. interni hematologické kliniky
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové po alogenni HSCT, ktefi byli transplantovani pro
hematoonkologické onemocnéni. Od cervna 2012 do prosince 2014 bylo do studie zatfazeno
101 pacientl (47 zen, 54 muzl), z nichz u tii byla v tomto ¢asovém rozmezi provedena druha
alogenni HSCT pro odhojeni Stépu a relaps nemoci. Doba sledovani byla alesponi 1 rok po
transplantaci pii nekomplikovaném priib¢hu, pro pacienty s opakovanymi reaktivacemi CMV
(tfemi a vice) a pro pacienty s klinickou rezistenci pak alespon 2 roky. Vékovy median pacientti
byl 55 let v dobé¢ transplantace. Nej¢astejsi malignita v souboru byla akutni myeloidni leukémie
(44 % pacientt) a akutni lymfoblastickd leukémie (17 %). BliZe viz tabulka €. 1 a tabulka ¢. 13
(Ptilohy).

Tabulka ¢. 1: Charakteristika souboru nemocnych

Soubor pacientii Pocet pacienti (n= 101) %
Muzi 54 53,5
Zeny 47 46,5
Vek v dobé HSCT median 55 let
Karnofského skore v dobé HSCT median 80 %
Zemfelo do D +365 32 31,7
(v€etné 1 retransplantovaného) ’
Zakladni diagnéza Pocet pacienti (n=101) %
Akutni myeloidni leukémie 45 44
Akutni lymfoblasticka leukémie 17 17
Chronicka lymfaticka leukémie 10 10
Myelodysplasticky syndrom 10 10
Mpyeloproliferativni choroby 5 5
Nehodgkinské lymfomy 5 5
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Chronické myeloidni leukémie 5 5

Mnohocetny myelom 3 3

Aplasticka anémie 1 1

Pocet HSCT (n= 104,
Piipravny rezim véetné 3 pacientii %
s druhou alogenni HSCT)

Fludarabin/busulfan /thymoglobulin 68 66
Fludarabin/busulfan 13 12,5
Fludarabin/celotélové ozéteni/

. 10 9,5
thymoglobulin
Fludarabin/treosulfan/thymoglobulin 4 4
Cyklofosfamid/celotélové ozateni/

: 2 2
thymoglobulin
Fludarabin/melphalan/thymoglobulin 2 2
Fludarabin/cyklofosfamid/

. 1 1
thymoglobulin
Fludarabin/cyklofosfamid/celotélové 1 1
ozareni/ thymoglobulin
Idarubicin/fludarabin/cytarabine/

: 1 1
thymoglobulin
Vepesid /celotélové ozéateni/ 1 1

thymoglobulin

U 79 % transplantaci byl pouZit ptipravny rezim kombinujici fludarabin a busulfan, bud’
s podanim thymoglobulinu, ¢i bez n€ho. Thymoglobulin byl podan u 86,5 % transplanta¢nich
vykontl; u neptibuzenskych transplantaci nebo v piipad¢ neshody HLA byl podan v celkové
davce 6 az 7,5 mg/kg, v 5 ptipadech sourozenecké transplantace pfi aktivit€¢ nemoci pak v davce
nizsi (3 a 5 mg/kg). Ve 14 piipadech bylo provedeno celotélové ozateni v davee 12 Gy. Dérce
byl v 19 % piipadi HLA identicky sourozenec, v 55 % pfipadl nepiibuzny darce HLA
identicky v A, B, C, DR a DQ systému a v 26 % byli pacienti transplantovani neshodnym
darcem (shoda 9/10 u 25 pacientl, shoda 8/10 u dvou), viz tabulka €. 2 a tabulka ¢. 13 (Ptilohy).
Imunosupresivni 1é€ba byla podavana v kombinaci takrolimus a mykofenolat mofetil podle

institucionalni praxe (popséano jinde [107]).
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Tabulka €. 2: Charakteristika provedenych alogennich transplantaci

krvetvornych kmenovych bunék

Charakteristika transplantaci %
Pohlavi darce — muzi/Zeny 81/23 78/22
V¢k déarce v dobé HSCT median 30 let
Mnozstvi CD34" ve §tépu median 6,95 x 10%/kg
Pocet HSCT (n= 104) %
CMV sérostatus pired HSCT
D7/R" 52 50
D/R* 33 31,5
D'/R” 10 10
D/R” 9 8,5
Typ transplantace
HLA plné¢ shodny neptibuzensky déarce 57 55
kmenovych krvetvornych bunck
HLA neshodny neptibuzensky dérce 27 26
HLA pln¢ shodny neptibuzensky darce 20 19
kmenovych krvetvornych bunck
Intenzita piipravného reZimu
Myeloablativni ptipravny rezim 41 39,5
Prlprayny rezim s redukovanou 63 60.5
intenzitou
Thymoglobulin — v§echny pripravné transplanta¢ni reZimy
Podan 90 86,5
Thymoglobulin v jakémkoliv
oy . Co 34 33
rezimu v davkovani 7,5 mg
Thymoglobulin v jakémkoliv
oy . C 51 49
rezimu v davkovéani 6 mg
Thymoglobulin jiné davkovani 5 5
(3 nebo 5 mg)
Nepodéan 14 13,5
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Zdroj krvetvornych kmenovych bunék

Periferni krvetvorné kmenové bunky 100 96

Kostni dien 4 4

Stav primarniho onemocnéni pred transplantaci krvetvornych bunék

Kompletni remise 48 46

Parcialni remise 56 54

U vsech pacientli po HSCT byla poddvéana standardni profylaxe podle institucionalni
praxe; trimetoprimem/sulfametoxazolem proti Prneumocystis jirovecii (2x 960 mg po 2 dny
v tydnu po sob¢), aciklovir (2x 800 mg/den) a flukonazol (400 mg/den). Délka podavané
profylaxe byla upravovana podle pfitomnosti reakce $t€pu proti hostiteli a pfi imunosupresivni
terapii. Specifickd anti-CMV profylaxe nebyla nasazena u Zadného z pacientll, s vyjimkou
jednoho pacienta, ktery 296. den po HSCT podstoupil transplantaci srdce, po které mél
profylaxi VGCV.

Pti prikazu GVHD (podle mezinarodnich kritérii [108]) byla zahijena 1écba
methylprednisolonem v davce 1 az 2 mg/kg/den, s postupnym snizovanim davky podle
klinického stavu pacienta. U kortikorezistentnich forem nemoci byla zahajena 1é¢ba druhé linie:

podani nizkodavkovaného metotrexatu, cyklosporin A, sirolimus, fotoforézy.

3.1.1 Podskupina pacientt v pfipravném transplanta¢nim reZimu fludarabin/
busulfan/thymoglobulin s davkovanim thymoglobulinu 7,5 vs. 6 mg/kg

V ramci prace byl hodnocen dopad sniZeni davkovani antithymocytarniho globulinu pfi
pfipravném rezimu na CMV infekci, celkové jednorocni pieziti a dal§i vybrané klinické
parametry. Do srovnani bylo v uvedeném obdobi zatfazeno 64 pacientl. Pfipravny reZim
sestaval z fludarabinu (30 mg/m? jednou denné po dobu 5 az 6 dni pfed prevodem graftu
v celkové divce 150 az 180 mg/m?) v kombinaci s busulfanem (myeloablativni rezim:
3,2 mg/kg jednou denné po dobu 4 dni pied pfevodem v celkové davce 12,8 mg/kg; pro
redukované rezimy 3,2 mg/kg jednou denné po dobu 2 az 3 dnt v celkové dévce 6,4 az
9,6 mg/kg) [109]. Jako antithymocytarni globulin byl podan Thymoglobuline Genzyme (TG,
Cambridge, MA, USA, krali¢i antithymocytarni globulin), podavany rozdélen¢ ve dnech D -3

az D -1 v celkové davce 7,5 mg/kg versus TG v celkové davce 6 mg/kg podavany rozdélen€ ve

28



dnech D -2 aD -1 [110, 111]. Obé& kohorty pacientti se od sebe nelisily, tabulka ¢. 3 a tabulka

& 13 (P¥ilohy).

Tabulka ¢. 3: Charakteristika skupin pacienta podle davky TG 7,5 mg/kg vs. 6 mg/kg

TG v divkovini |  TGvdivkovani | adina
7,5 mg/kg, n = 27 6 mg/kg, n = 37 y P
Muzi/Zeny (% zastoupeni) 48/52 54/46 0,80
Vék Y,dobe HSCT 56 60 0.53
(medién, roky)
Karnofského skére v dobé
HSCT (medin) 80 80 0.31
Nejcastejsi zakladni Akutni myeloidni | Akutni myeloidni 0.82
diagndza (% zastoupeni) leukémie (44) leukémie (54) ’
Akutni Myelodysplasticky
lymfoblasticka syndrom (16,2), akutni
leukémie (19), lymfoblasticka
chronicka leukémie (8,2),
lymfaticka chronicka lymfaticka
Zastoupeni ostatnich leukémie (19), leukémie, ~0.12
diagnoz (% zastoupeni) myeloproliferativ- | myeloproliferativni ’
ni nemoci (7), nemoci, chronicka
nehodgkinské myelomonocytarni
lymfomy (7), leukémie,
myelodysplasticky | nehodgkinské lymfomy
syndrom (4) (kazd4 5,4)
Poohlaw darcef muzi/zeny R5/14 76/24 0,53
(% zastoupeni)
Vek gi'flrce v dobé HSCT 29 29 0.89
(medién, roky)
~ r + 6
anogstw CD3_4’I x 10%kg 7 6.5 0,40
ve Stépu (median)
PIn¢ shodny neptibuzensky
déarce, HLA 10/10 70 68 1,00
(zastoupenti, %)
Céste¢né shodny
neptibuzensky darce, 30 2 0.80

HLA 9/10 nebo 8/10
(zastoupeni, %)
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PIn¢ shodny ptibuzensky

darce, HLA 10/10 (%) 0 : 020
Myeloablatlvrln rezim 26 40 0,29
(% zastoupenti)
Kompletni remise v dob¢
HSCT (% zastoupeni) H > 032
, -+
CMV serostat,us D7/R 57 53 1,00
(% zastoupenti)
, +/p+
((?)MV serostat’us D'/R 30 79 1,00
(% zastoupeni)
; + -
CMV serostat’us D'/R 4 10 0,39
(% zastoupenti)
2 /R
CMV sérostatus D/R 14 8 0,43

(% zastoupeni)

*V této skupin¢ pacientli nebyla zaznamenana primoinfekce CMV — vynato ze statistiky.

30




3.2 Detekce CMYV infekce

Pro ucely této prace byl prikaz CMV DNAémie pomoci PCR, nebo prikaz CMV
nemoci uvazovan jako ,,CMV infekt® nebo ,CMV infekce“ nebo ,CMV
reaktivace/primoinfekce® nebo ,,CMV replikace®. Prikaz CMV DNAémie pomoci PCR, nebo
prikaz CMV nemoci u pacienta IgG negativniho pfed HSCT byl oznacen jako ,,CMV
primoinfekce*, termin ,,reaktivace* byl pouzivan pii tomto priikkazu u pacienta IgG pozitivniho
pied HSCT.

Pro prikaz CMV nemoci byl nutny pfimy prikaz viru v biopsii postizenych tsekt
tlustého stfeva v ptipadé CMV kolitidy a v bronchoalveolarni lavazi nebo plicni biopsii
v pfipadé CMV pneumonie. Diagnéza CMV retinitidy se opirala o prikaz typickych 1ézi pti
vySetieni oftalmologem. Definice CMV nemoci jsou prehledné uvedeny v praci Ljungmana
zr1.2002 [52].

Séropozitivita CMV  IgG byla testovana enzymatickou imunoanalyzou
s chemiluminiscen¢ni detekci na automatickém analyzatoru Architect 12000 (Abbott
Laboratories, Chicago, IL, USA).

CMV DNAémie byla pravidelné monitorovana pomoci kvantitativni real-time PCR
ve vzorcich plné nesrazlivé periferni krve v EDTA, piipadé v bronchoalveolarni lavazi
(200 pl z celkového mnozstvi aliquotu). Nukleova kyselina byla ze vzorkt extrahovana pomoci
QIAamp DNA Mini Kitu (Qiagen, Hilden, Spolkovéa republika Némecko) dle pracovniho
navodu vyrobce pro izolaci virové DNA z biologického materialu. Ke kvantitativnimu
stanoveni CMV DNA byl pouzit komer¢ni kit Arthus CMV RG PCR Kit (96) CE (Qiagen).
Mezi detekce této metody bylo 100 kopii/ml (odpovidd 79,4 Ul/ml), mezi stanovitelnosti
500 kopii/ml. Pfi nekomplikovaném prub¢hu byla frekvence odbért jednou tydné do dne 100
po HSCT a dale kazdé 2-3 tydny, pii komplikacich Castéji.

Prikaz CMV ve tkani byl provddén metodou imunohistochemie. Na nebarveném
parafinovém fezu tlouStky 2 um bylo provedeno vySeteni s myS$i primarni protiladtkou proti
antigenim CMV (jadernym proteintim: ,,early nuclear protein“ a ,,immediate-early nuclear
protein®). Podrobny popis postupu detekce je uveden v tabulce ¢. 4. Detekce probihala
v pristroji VENTANA BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA)
s pouzitim detekéniho kitu UltraView DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems).

Jako chromogen byl pouzit diaminobenzidin (DAB).
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Tabulka €. 4: Popis imunohistochemického vySetieni CMV v bioptickém materialu

Primarni protilatka:
Klon DDG9 + CCH2 — fedéni 1:100 (Dako, Glostrup, Dansko)

Proces: Cas

1. Zahiivani skel na 65 °C + inkubace (susSeni) 4 min.

2. Zahtivani skel na 72 °C

3. Aplikace kondicionéru CC1, zahtivani skel na 95 °C a inkubace 64 min.

4. Ochlazeni skel na 37 °C

5. Aplikace primarni protilatky + inkubace 32 min.
6. Aplikace jedné kapky HEMATOXYLIN II, zakryti + inkubace 4 min.
7. Aplikace jedné kapky BLUING REAGENT, zakryti + inkubace 4 min.

U pacienti s terapii VGCV nebo GCV byly méfeny plazmatické hladiny GCV. Toto
vySetteni bylo provedeno za pomoci Agilent HPLC 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, USA) retrospektivné ze vzorkli mrazené plazmy.
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3.3 Sekvenacni analyza

Sekvenacni analyza gentt UL97 a UL54 byla provedena u vSech pacient suspektné
rezistentnich k 1é¢bé. Za klinickou rezistenci byl povazovan stav, kdy po minimalné 2 tydnech
radné¢ vedené antivirové terapie doSlo k naristu CMV naloze alesponn o jeden tad [70].
Vysetieni rezistence pomoci sekvenacni analyzy bylo provedeno i v ptipadé prolongovaného
vyluCovani viru (tj. v ptipad¢€, ze po dvou tydnech 1é€by doslo k nartGstu kvantity DNAémie

mensimu nez 1 fad) a pii opakovanych reaktivacich CMV.

Pozitivni vzorky CMV DNA byly uchovany pii teploté -20 °C pro retrospektivni

testovani sekvenacni analyzou a pro ptesné ur¢eni doby vzniku konkrétni mutace.

Sekvenaéni analyza genli UL97 (v rozsahu kodont 460—607) a UL54 (v rozsahu kodonii
408-987) byla provedena metodikou dle Sangera na pfistroji Sequencer Applied Biosystems
3130/3130x (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA, popsano jinde, [112]). Ziskané
sekvence byly srovnavany s referencnim kmenem CMV AD 169, GenBank ¢. FJ527563.1,
pomoci programu na detekci vSech odchylek proti referenénimu kmenu, ktery byl pro naSe

potfeby vytvoren (dostupny na http://www.vejrazka.name/apps/med/dna/sample_matching/),

viz obrazek ¢. 1. Vyhodou programu je, ze program dokaze pracovat i s tzv. degenerovanou
sekvenci, ve které jsou na jednom mist¢ detekovany dva nukleotidy, zapsidny podle
mezindrodné¢ uznavaného kodu — naptf. sekvenacni hodnota ,,M*“ je chapéna jako
,hukleotid A a C*, hodnota ,,H* znamena ,nukleotid A a C a T* atd. Program miize byt
jednoduse rozSifen o dalsi referenéni sekvence a je nyni provozovan ve zkuSebni verzi bez
garance dostupnosti. Ziskané vysledky tohoto porovnani DNA byly nasledné porovnany s nasi
databazi literarn€é popsanych mutaci vs. polymorfismli a s némeckou univerzitni databazi

dostupnou na webovém programu MRA — Mutation Resistance Analyzer [27].
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Obrazek ¢. 1: Ukazka vysledku programu na detekci zmén nukleovych bazi

testovaného kmene oproti referen¢nimu kmeni

Changes Between Sample and UL97 Reference:

456

© GAT -» GAC
468:
553:
579:
616:
634:

ATG -»> ATA
TG -> CTG
GGT -»> GGC
AGC -> AGT
CTA -> CTG

Complete Comparison Printout
1 ATGTCCTCCGCACTTCGGTCTCGGGCTCGCTCGRCCTCGCTCGRAACGACGACTCAGGGCTGGGATCCGCCGCCATTGLEG

1121

1281

1281

1361

1441

1521

16681

1681

1761

1841

1921

2861

2881

GCACGCGCGCCGCTGRCGAGCAACAGCAGCCGCCGTCGCTGGTGEGCACGGECGTGLACCGCGGTCTGCTCACGGLCCACG

GGCTGCTGTCTGCTGCACAACGTCACGGTACATCGACGTTTCCACACAGACATGTTTCATCACGACCAGTGGAAGCTGGE

GTGCATCGACAGCTACCGACGTGCCTTTTGCACGTTGGCCGACGLTATCAAATTTCTCAATCACCAGTGTCGTGTATGCC
TGGCCGACGCTATCAAATTTCTCAATCACCAGTGTCGTGTATGCC

ACTTTGATATTACACCCATGAACGTGCTCATCGACGTGAACCCGCACAACCCCAGCGAGATCGTGLGCGCCGLGCTGTGL
ACTTTGACATTACACCCATAAACGTGCTCATCGACGTGAACCCGCACAACCCCAGCGAGATCGTGLGCGCCGLGCTGTGL
GATTACAGCCTCAGCGAGCCCTATCCGGATTACAACGAGCGCTGTGTGGCCGTCTTTCAGGAGACGGGLACGGCGLCGLCG
GATTACAGCCTCAGCGAGCCCTATCCGGATTACAACGAGCGCTGTGTGGCCGTCTTTCAGGAGACGGGLACGGCGLCGLCG

CATCCCCAACTGCTCGCACCGTCTGCGCGAATGTTACCACCCTGCTTTCCGACCCATGCCGCTGCAGAAGCTGCTCATCT
CATCCCCAACTGCTCGCACCGTCTGCGCGAATGTTACCACCCTGCTTTCCGACCCATGCCGCTGCAGAAGCTGCTCATCT

GCGACCCGCACGCGCGTTTCCCCGTAGCCGGCCTACGGCGTTATTGCATGTCGGAGTTGTCGGCGLTGGGTAACGTGLTG
GCGACCCGCACGCGCGTTTCCCCGTAGCCGGCCTACGGCGTTATTGCATGTCGGAGCTGTCGGCGLTGGGTAACGTGLTG
GGCTTTTGCCTCATGCGGCTGTTGGACCGGLGLGGTCTGEACGAGGTGCGCATGGGTACGGAGGCGTTGCTCTTTAAGCA
GGCTTTTGCCTCATGCGGCTGTTGGACCGGLGLGGTCTGEACGAGGTGCGCATGGGLACGGAGGCGTTGCTCTTTAAGCA
CGCCGGELEGLGGLCTGLCGLGLGTTGLRAGAACGGCAAGCTCACGCACTGCTCCGACGLCTGTCTGCTCATTCTGGCGGLGE
CGCCGGELEGLGGLCTGLCGLGLGTTGLRAGAACGGCAAGCTCACGCACTGCTCCGACGLCTGTCTGCTCATTCTGGCGGLGE

AAATGAGCTACGGCGCCTGTCTCCTGGGCEAGCATGGCGCCGLGCTGGTGTCGCACACGCTACGCTTTGTGGAGGCCAAG
AAATGAGTTACGGCGCCTGTCTCCTGGGCGAGCATGGCGCCGCGCTGGTGTCGCACACGCTGCGCTTTGTGGAGG

EY *

ATGTCCTCGTGTCGCGTACGCGCCTTTCGCCGCTTCTACCACGAATGCTCGCAGACCATGCTGCACGAATACGTCAGARA

GAACGTGGAGCGTCTGTTGGCCACGAGCGACGGGCTGTATTTATATAACGCCTTTCGGCGCACCACCAGCATAATCTGLG

AGGAGGACCTTGACGGTGACTGCCGTCAACTGTTCCCCGAGTAA 2124

8@

1208

1288

1368

1448

1528

1686

1688

1768

1848

1928

2668

2888

Legenda: Vysledek analyzy ukazuje rozdily ve vzorku oproti referencni sekvenci, jejich pozici
a konkrétni rozdilné¢ kodony. Je zobrazena referencni sekvence (horni fadek), analyzovany
vzorek (spodni fadek), hvézdickami jsou oznaceny rozdily.
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3.3.1 Porovnani metod sekvenacni analyzy podle Sangera a sekvenovani nové
generace u pacientii s prokazanou virovou rezistenci

Pti prikazu virové rezistence podle metodiky dle Sangera (pomoci genetického analyzatoru
Sequencer Applied Biosystems 3130/3130x) bylo doplnéno vysetieni podle platformy pro NGS
MiSeq Illumina (Illumina, USA). Pro sekvena¢ni analyzu bodovych mutaci na analyzatoru
MiSEq (Illumina) byly vybrany odpovidajici primery za pouziti programu Custom Primers —
OligoPerfect™ (Invitrogen, Termo Fisher Scientific, USA). Retrospektivné provedena
sekvenace vzorki u pacientil s prokdzanou virovou rezistenci UL97 byla vyuzita pro analyzu
proporcionalniho zastoupeni mutovanych kmenit CMV v €ase. U pacienta €. 1 byla sekvenacni
analyza podle Sangera i analyza pomoci NGS provedena ve 12 vzorcich, u pacienta ¢. 2
v 8 vzorcich a u pacienta ¢. 3 byla vysetieno 7 vzorkli pomoci Sangerovy metody a 5 vzork

pomoci NGS.
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3.4 Schéma lécby CMV

CMV replikace byla konstatovana pii prikazu vice nez 100 kopii CMV DNA/ml plné
krve. Pokud CMV ndloz ptekroCila 1000 kopii/ml, byla =zahijena 1écba CMV
reaktivace/primoinfekce valganciclovirem v ddvece 900 mg 2x denné do poklesu virové ndloze
alespont 0 50 % a poté byla minimaln¢ 2 tydny podavana udrzovaci terapie 900 mg 1x denné
obvykle do negativnich vysledkl vysetieni virémie. UdrZovaci terapie nebyla zahéjena, nebo
byla zkracena na dobu jednoho tydne v piipadé, Ze tivodni naloZ nepieséhla 10* cp/ml a jiz
v pribéhu tvodni 1éEby doslo k rychlé negativit¢ DNAémie.
byl poddn GCV (v davce 5 mg/kg dvakrat denné po dobu 2 tydnd, poté 5 aZ 6 mg/kg denné po
dobu dalSich minimalné¢ 2—4 tydnt pii vymizeni vSech symptomil) nebo FOS (v davce
90 mg/kg dvakrat denné po dobu 2 tydni, poté 120 mg/kg jednou denné po dobu dalSich
minimalné 2—4 tydnd pii vymizeni vSech symptomil) podle doporucenych postupti spole¢nosti
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) [113]. U jednoho pacienta se souc¢asnou
adenovirovou enteritidou byl podan cidofovir (dle schématu 5 mg/kg jednou tydné v prvnim

a druhém tydnu, dale jednou za dva tydny, 1écba byla kombinovana s probenecidem) [113].
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3.5 Statisticka analyza

Statistické zhodnoceni dat bylo provedeno pomoci statistického procesoru
SPSS 19 (IBM), NCSS 11 Statistical Software (2016, USA, ncss.com/software/ncss)

a programovaciho jazyka Python (www.python.org).

Hodnoceni kvalitativnich dat bylo provedeno Fisherovym piesnym testem. Ke zjisténi
statistické vyznamnosti mezi skupinami byl pouzit neparametricky Mann—Whitney test.
Normalni rozdéleni dat byla zamitnuto na zakladé Q-Q grafu, pro vypocet korelace byl proto
zvolen Spearmantiv koeficient poradové korelace. Zvolena hladina vyznamnosti byla a = 0,05.
Pro vypocet vztahu kvalitativnich zévislych veli¢in na nezavislych faktorech byla pouzita
multivariantni logisticka regrese. Faktory hodnocené multivariantni analyzou byly vybrany na

zékladé€ vysledkii univariantni logistické regrese.

Datové grafy byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel a programovaciho

jazyka Python.

Tato prace byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Hradci Kralové,

¢.j. 201704 SO2P a 201808 S24P.
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4. Vlastni vysledky

4.1 CMV reaktivace/primoinfekce a jeji 1éc¢ba

DNAémie pomoci PCR byla prokazéna u 72 pacientt (69 %) po HSCT. Z téchto mélo
41 pouze ¢asnou CMV reaktivaci/primoinfekci (tj. prokdzanou do 100. dne po HSCT). Pouze
pozdni infekt, tj. po 100. dnu, méli 4 pacienti. Casny i pozdni pritkaz viru sou¢asné, tedy bud’
kontinualni pozitivita pfed a po dni 100, nebo pozitivita pied s naslednou negativitou

a opétovnou pozitivitou po dni 100, byla zaznamenana u 27 nemocnych, graf €. 1.

Graf ¢. 1: Prikaz CMV po HSCT
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U séropozitivnich pacientti (D/R" nebo D'/R") doslo k reaktivaci CMV v 79 % (obé&
skupiny), u skupiny séronegativnich nemocnych se séropozitivnim darcem (D*/R”) byla CMV
DNA detekovana jen ve 44 % (p = 0,035, Fishertiv piesny test). Ve skupiné pacientii D/R”
nebyla zaznamenana CMV pozitivita. U séropozitivnich pacientll se séronegativnim darcem
dochazelo ¢asto k opakovanym CMV reaktivacim (v 71 % ptipadi vs. 42 % u skupiny D/R",
p = 0,022. Ve skupiné D'/R™ k opakované reaktivaci nedoslo, p = 0,011 vi¢i D/R"). Ve
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skupin¢ séropozitivnich pacientli se séronegativnim darcem byly také prokazany nejvyssi
maximalni hodnoty CMV DNAémie (median 4770 cp/ml u skupiny D/R", vs. 1615 cp/ml
uD"/R" a1032,5 cp/ml u D'/R", p = 0,0243, resp. 0,0290, Mann — Whitneyho test), viz graf
¢. 2 atabulka ¢. 14 (Pfilohy). V jednoroc¢ni celkové mortalité (22 az 34 %) nebyl rozdil mezi
jednotlivymi sérostatusy (p = 0,634 — 1,0).

Graf ¢. 2: U pacientii s CMV sérostatusem D7/R* byly detekovany nejvyssi hladiny
DNAémie po HSCT (mezi skupinou pacienti se sérostatusy D*/R* a D*/R™ nebyl
signifikatni rozdil, p = 0,604)
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Pacienti, u nichz byla CMV reaktivace/primoinfekce prokazana, byli oproti pacientim
bez CMV mladsi v dobé HSCT (median 51,5 vs. 59 let, p = 0,0246) a méli vyssi Karnofského
skore (80 % vs. 75 %, p =0,0284), viz tabulka ¢. 14 (Pfilohy). Zaroven pacienti s vyS$im
Karnofského skore byli mladsi v dobé HSCT (dle Spearmanova koeficientu — 0,314 na hladiné
vyznamnosti 0,001). Pacienti transplantovani v kompletni remisi méli vyssi Karnofského skore
v dobé HSCT (80 % vs. 70 % u pacientl, u kterych nebylo dosazeno kompletni remise, p =
0,0006). Stejné tak pacienti transplantovani v myeloablativnim rezimu (90 % Karnofského
skore vs. 70 % Karnofského skore u pacientil transplantovanych redukovanym rezimem, p =

0,0006).

Na zéklad¢ multivariantni analyzy pro incidenci CMV ziistaly jako nezavislé rizikové

faktory Karnofského skére v dobé HSCT a CMV sérostatus piijemce/darce, viz tabulka €. 5.

Tabulka €. 5: Vysledky multivariantni analyzy pro CMV reaktivaci/primoinfekci

Incidence CMYV po HSCT

Analyzované nezavislé rizikové faktory:

- vék v dobé HSCT

- Karnofského skore v dobé HSCT

- stav nemoci — kompletni remise pfed HSCT dosazena (ano/ne)
- typ HSCT (plné€ shodny neptibuzensky/neshodny neptibuzensky/shodny sourozenecky
darce krvetvornych kmenovych bunék)

- plnd HLA shoda dérce/ptijemce 10/10 (ano/ne)

- intenzita reZimu (myeloablativni vs. redukovany)

- CMV sérostatus darce/ptijemce

- poget CD34* x 10%kg ve §tépu

- ptitomnost GVDH (ano/ne)

Multivariantni analyza pro CMYV séropozitivitu (tj. pro D/R*, D*/R*, D/R*, n = 95),

signifikatni vysledky — faktory zvySujici riziko CMYV reaktivace/primoinfekce:

Karnofského skore v dobé HSCT: OR 1,05, 95 % CI 1,01-1,08, p = 0,00063
CMV sérostatus: Séropozitivita piijemce (tj. D/R*, D/R") oproti D*/R™: OR 5,93,
959% CI1,31-26,92,p =0, 0215

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,27, procento spravné klasifikace 75,8 %.
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Multivariantni analyza pro CMV séropozitivitu (tj. pro D/R*, D*/R*, D7/R*) pro
podskupinu pacientii s malignim onemocnénim (n = 82), signifikatni vysledky — faktory

zvySujici riziko CMYV reaktivace/primoinfekce:

Karnofského skore v dobé HSCT: OR 1,05, 95 % CI 1,018-1,083, p = 0,00070
CMV sérostatus: Séropozitivita pifjemce (tj. D/R", D'/R") oproti D'/R™: OR 6,3,
95 % CI1,33-29,63,p=0, 0198

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,31, procento spravné klasifikace 75,6 %.

Multivariantni analyza pro CMV séropozitivitu (tj. pro D7/R*, D*/R*, D7/R") pro
podskupinu pacientii s akutni myeloidni leukémii (n = 43), signifikatni vysledky —

faktory zvySujici riziko CMYV reaktivace/primoinfekce:

Karnofského skore v dobé HSCT: OR 1,07, 95 % CI 1,016-1,125, p = 0,00259
CMV sérostatus: Séropozitivita pfijemce (tj. D/R", D/R") oproti D'/R™: OR 20,5,
95 9% CI 1,63-258,12,p=10, 0137

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,38, procento spravné klasifikace 83,7 %.

U pacientil transplantovanych v myeloablativnim pfipravném rezimu byla CMV
DNA¢émie prokazana Cast€ji (81 %) nez v redukovaném ptipravném rezimu (62 %), coZ je na
hranici signifikance (p = 0,0525). Stejné tak u pacientl transplantovanych v kompletni remisi
(CMV DNAémie u 79 %) oproti pacientim, u kterych nebyla kompletni remise pted HSCT
dosazena (CMV DNAémie u 61 %, p = 0,0554).

Vnasem souboru nebyl statisticky signifikantni rozdil ve vzniku CMV
reaktivace/primoinfekce pii rozdéleni pacientii dle HLA shody (pIné shodni vs. neshodni),
podle toho, zda se jednalo o ptibuzenskou nebo neptibuzenskou HSCT, zda byl v pfipravném
rezimu pouzit thymoglobulin, pfipadné celotélové ozafeni ¢i nikoliv, podle poctu
CD34"x 10%kg ve $té&pu, ani podle piitomnosti GVHD ¢&i jeji systémové kortikoterapie
(p=0,14-0,67).

Analyza podskupiny pacientli s diagnézou akutni myeloidni leukémie neprokazala
rozdil v incidenci relapsu zakladniho onemocnéni podle pfitomnosti nebo neptfitomnosti CMV

infektu po HSCT (pacienti s CMV m¢li relaps v 17 %, pacienti bez CMV v 36 %, p =0,219).
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Preemptivni 1éba CMV byla zahajena ve 110 epizoddich CMV infekce u 58 pacientti
(91 epizod lé¢eno VGCV/GCV, 11 piipadi VGCV/GCV nebo FOS, 7 ptipada 1éceno FOS,

1 nemocny FOS nebo cidofovirem), viz graf €. 3.

Graf ¢. 3: Lééba CMYV infektu v prvnim roce po HSCT
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U pacientl transplantovanych v pfipravném rezimu s redukovanou intenzitou byla
antivirova 1éCba podana castéji (1écba byla podana u 90 % pacienti s CMV infektem) nez
u pacientll transplantovanych myeloablativnim reZimem (Ié€eno 70 % pacientl

s reaktivaci/primoinfekci, p = 0,0402).

Rekurentni CMV reaktivace v nasem souboru nezavisely na tom, zda byli pacienti
pievedeni zUvodni na udrzovaci lécbu jesté¢ pii detekovatelné virémii v periferni krvi

(p = 0,576), ani na ptipadné kvantit¢ DNAémie v dobé& ptevodu (p = 0,133).

CMV nemoc [52] byla v 1. potransplantatnim roce prokdzana u osmi pacienti
(4. u 7 % celé kohorty). Jednalo se o jeden ptipad CMV retinitidy (den D +266 po HSCT),
6 ptipadi ¢asné CMV kolitidy (v rozmezi D +29 az +98) a 3 piipady pozdni kolitidy (D +132 az

42



+346). V jednom ptipad¢ pak byla pozorovana suspektni pozdni CMV pneumonie (D +450 po
HSCT) s odpovidajicim klinickym a radiologickym obrazem a vysokou CMV nalozi
v bronchoalveolarni lavazi (10°cp/ml) bez diftizni alveoldrni hemoragie. U pacientl
s prokazanou CMV nemoci byla béhem CMV nemoci virémie detekovéna jak v malych
kvantitach (107 az 103 kopii/ml), tak u jinych pacientii v kvantitach 10* az 10° cp/ml, ktefi tak
doséhli svého peaku virémie za celé obdobi. Pacienti, u kterych se vyvinula CMV nemoc, méli
behem sledovaného obdobi vyssi peak CMV DNAémie (median 12 400 cp/ml) nez pacienti bez
CMV nemoci (median 3 280, p = 0,0198), viz tabulka ¢. 14 (Ptilohy).

Ptitomnost CMV infektu neméla vliv na klinicky outcome v prvnim roce po HSCT:
celkova jednoro¢ni mortalita pacienti s CMV byla 26 %, bez CMV 41 %, coz nedosahovalo
signifikance (p = 0,17), viz graf €. 4. To, zda bylo nutné podat virostatickou terapii ¢i nikoliv
(v pripadé nizkych kvantit CMV), také nemélo vliv na jednoro¢ni celkovou mortalitu
(p=0,499). Vliv CMV infektu na jednoro¢ni mortalitu nebyl potvrzen ani multivariantni
analyzou logistické regrese, viz tabulka €. 6. V jednom ptipadé¢ doslo k iimrti pacienta s jaterni
GVHD majici moznou pii¢innou souvislost s CMV nemoci a té¢zkou enteritidou. Tento pacient
byl klinicky rezistentni k terapii ganciclovirem i foscarnetem, ale pifi opakované sekvenaci
klinického izolatu nebyla prokdzana mutace CMV vedouci ke snizené citlivosti na tato
virostatika. Ve zbytku souboru nedoslo k tamrti v ptimé souvislosti s CMV nemoci, a to véetné
pacientll s prokdzanou rezistentni mutantou viru. Ve sledovaném obdobi zemfelo celkem
32 pacientll. Pri¢inou umrti byla nejcastéji infekéni komplikace jiného ptivodu nez CMV

(19 pacientil), relaps a progrese zédkladni nemoci (4 pacienti).
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Graf ¢. 4: Kaplan—Meierova kiivka celkového jednorocniho pieziti pacienta

s/bez CMYV primoinfekce/reaktivace
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Tabulka €. 6: Vysledky multivariantni analyzy pro celkovou jednoro¢ni mortalitu

Jednorocni celkova mortalita

Analyzované nezavislé rizikové faktory:

- pohlavi pacienta

- vék v dob&é HSCT

- Karnofského skore v dobé HSCT

- stav nemoci — kompletni remise pfed HSCT dosazena (ano/ne)

- typ HSCT (plné€ shodny nepiibuzensky/neshodny neptibuzensky/shodny sourozenecky
darce krvetvornych kmenovych bunck)

- plnd HLA shoda dérce/ptijemce 10/10 (ano/ne)

- intenzita rezimu (myeloablativni vs. redukovany piipravny transplantacni rezim)
- CMV sérostatus darce/ptijemce

- podet CD34"x 10kg ve §tépu

- ptitomnost GVDH (ano/ne)

- systémova kortikoterapie pro GVHD (ano/ne)

- relaps/progrese (ano/ne)

- dosazeni kompletniho chimérismu (ano/ne)

- dosazeni ptihojeni v leukocytech, neutrofilech, trombocytech* (ano/ne)
- reaktivace/primoinfekce CMV (ano/ne)

- klinicka rezistence CMV (ano/ne)

- CMV nemoc (ano/ne)

- lécba reaktivace/primoinfekce CMV (ano/ne)

- ptitomnost mutovaného rezistentniho kmene CMV (ano/ne)

- opakovana reaktivace CMV(ano/ne)

- nutnost opakované 1écby CMV reaktivace/primoinfekce (ano/ne)

Multivariantni analyza pro celkovou jednoro¢ni mortalitu (n = 101), signifikatni

vysledky — faktory sniZujici mortalitu:

Karnofského skore v dobé HSCT: OR 0,95, 95 % CI10,92-0,98, p = 0,00091
Dosazeni kompletniho chimérismu: OR 0,042, 95 % C10,012-0,143,p=0

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,60, procento spravné klasifikace 81,2 %.

45



Multivariantni analyza pro celkovou jednoro¢ni mortalitu pro podskupinu pacientii

s malignim onemocnénim (n = 85), signifikatni vysledky — faktory sniZujici mortalitu:

Karnofského skore v dobé HSCT: OR 0,94, 95 % CI 0,90-0,98, p = 0,00094
Dosazeni kompletniho chimérismu: OR 0,023, 95 % CI 0,0049-0,105,p =0

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,69, procento spravné klasifikace 84,7 %.

Multivariantni analyza pro celkovou jednoro¢ni mortalitu pro podskupinu pacientii
s akutni myeloidni leukémii (n = 45), signifikatni — faktory sniZujici mortalitu:
Karnofského skére v dobé HSCT: OR 0,93, 95 % CI1 0,88-0,97, p = 0,00009

Nepritomnost relapsu: OR 0,078, 95 % CI 0,011-0,577, p = 0,007

Koeficient determinace R? pouzitého modelu: 0,60, procento spravné klasifikace 84,4 %.

* Datum ptihojeni je definovano jako prvni den ze tfi po sob¢ nasledujicich dni spliyjicich
kvantitativni kritérium, pfi¢emZ posledni transfuze byla alespoii 7 dni pfed timto datem,

definovano podle European Group for Blood and Marrow Transplantation [114].
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4.2 Podani thymoglobulinu 7,5 vs. 6 mg/kg v ramci pripravného reZimu
fludarabin/busulfan/thymoglobulin

Snizeni davkovani thymoglobulinu z 7,5 na 6 mg/kg rdmci piipravného rezimu
fludarabin/busulfan/thymoglobulin neovlivnilo parametry CMV infektu. U pacientli s vyS$Sim
davkovanim byl CMV prokdzan ¢asné¢ji po HSCT, coz bylo na hranici statistické vyznamnosti

(p =0,056), viz tabulka ¢. 7 a tabulka ¢. 13 (Ptilohy).

Tabulka €. 7: Podani thymoglobulinu v davkovani 7,5mg/kg vs. 6 mg/kg

— parametry CMYV infektu
TG v davkovani | TG v davkovani | Hladina
7,5 mg/kg, n =27 | 6 mg/kg, n =37 | vyznamnosti, p
Prikaz CMV
reaktivace/primoinfekce 56 73 0,18
(% pacientlt)
Doba do 1. CMV detekce D 428 D +40 0.056
(pocet dni od HSCT, median) ’
Pocatecni CMV naloz (cp/ml
e . 395 455 0,67
periferni krve, median)
Maximalni virova naloz CMV 4610 3140 0.44
(cp/ml periferni krve, median) ’
Nutnost podani anti-CMV 93 g5 0.63
1écby (% pacientil) ’
Doba do zahdjeni virostatické
terapie (pocet dni od HSCT, D +40 D +42 0,27
median)
Kumulativni 1é¢ba virostatiky
(pocet dni podavani virostatik, 40 43 1,0
median)
Vyskyt CMV nemoci*
. e 14,8 5,4 0,23
(% pacientit)

* podle definice Ljungmana [52]

Nizsi davkovani thymoglobulinu nevedlo k vyssi incidenci GVHD ani vys§imu riziku
relapsu ¢i mortalit€¢ v prvnim potransplantaénim roce, bliZze tabulka ¢. 8 a tabulka €. 13

(Piilohy).
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Tabulka €. 8: Podani thymoglobulinu v davkovani 7,5mg/kg vs. 6 mg/kg a klinicka data

TG v davkovani | TG v davkovani | Hladina

7,5 mg/kg, n =27 | 6 mg/kg, n =37 | vyznamnosti, p
Dosazeni kompletniho 59 65 0.79
darcovského chimérismu (%) ’
Den dosazeni kompletniho
darcovského chimérismu D +29 D +34 0,40
(den po HSCT, median)
Den piihojeni*:
leukocyty > 1x10°/1 D +13,5%2 D +14%*3 0,45
(den po HSCT, median)
Den pfihojeni *: Absolutni
podet neutrofil > 0,5x10%/1 D +16%*2 D +16%3 0,90
(den po HSCT, medién)
Den ptihojeni *: trombocyty >
20x10°/1 (den po HSCT, D +16%* D +16%3 0,32
median)
Incidence GVHD (%) 56 43 0,44
Nutnost systémové %0 75 L.00
kortikoterapie pro GVHD (%) ’
Odhojeni stépu (%) 4 0 0,42
Relaps (%) 26 19 0,55
Celkova mortalita ke dni 19 14 0.73
D+100 po HSCT (%) ’
Celkova mortalita ke dni 365 44 3 0.43
po HSCT (%) ’
Non-relapse mortalita ke dni
365 po HSCT (imrti
z jakékoliv pficiny bez 26 22 0,17

predchozi relapse/progrese
onemocnéni, %)

* Definovano podle European Group for Blood and Marrow Transplantation [114]
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*2 Umrti jednoho pacienta pted dosazenim piihojeni ve skupiné s davkovanim TG 7.5 mg/kg
*3 Umrti jednoho pacienta pted dosazenim piihojeni ve skupiné s davkovanim TG 6 mg/kg

* Umrti péti pacientt pred dosaZenim piihojeni ve skuping s davkovanim TG 7,5 mg/kg
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4.3 Klinicka a virova rezistence na ganciclovir

Klinicka rezistence (selhani 1éCby) — tj. vzestup virové naloze alespon o 1 fad i pies

2 tydny trvajici specifickou virostatickou 1é€bu — byla pozorovana u sedmi pacientd (12 %

pacientli, kterym byla podand antivirova 1écba), virova rezistence byla prokdzdna u tii

nemocnych (5 % lécenych pacientt). Pfi sekvenacni analyze izolovanych kmenti CMV byly

prokdzany 3 bodové mutace kodujici virovou rezistenci v oblasti genu UL97 (mutace L595F,

M4601, A594V). Tyto kodony jsou v literatuie popsany jako mutace vedouci ke snizené

citlivosti kmene na GCV/VGCV [115-120]. Mutace v oblasti genu pro virovou polymerazu

(UL54) spojené s genotypovou rezistenci nebyly v naSem souboru prokazany. Klinicka data

pacientil s prokdzanou mutaci jsou prezentovana v tabulce €. 9.

Tabulka ¢. 9: Pacienti s prokdazanou virovou rezistenci CMV na ganciclovir

Pacient ¢. 1

Pacient ¢. 2

Pacient ¢. 3

Pohlavi, vék (roky) Muz, 48 Zena, 60 Muz, 51
Chronicka Akutni
Akutnd loidni
Z4kladni diagnéza lymfocytarni utni myeloidni - blasticks
. leukémie ..
leukémie leukémie
Plné shodny PIn¢ shodny Neshodny
Dérce neptibuzny (HLA | neptibuzny nepiibuzny
shoda 10/10) (HLA shoda 10/10) |(HLA shoda 9/10)
Fludarabin/ Fludarabin/ Fludarabin/celo-
Ptipravny rezim Treosulfan/Tg Busulfan/Tg télové ozareni/Tg
myeloablativni myeloablativni myeloablativni
MV sé
C ; v sevr,(?status DR DR DR
(darce/ptijemce)
Piihojeni*!:
leukocyty > 1 x 107/1, D +10 D +14 D +10
neutrofily > 0,5 x 10%/1, D +11 D +19 D +11
trombocyty > 20 x10°/1 D +17 D +17 D +18
(dny od HSCT)
Doba do 1. prikazu CMV
DNAémie D +20 D +28 D +15
(dny od HSCT)
Doba do zahgjeni prvni
lécby D +21 D +29 D +19
(dny od HSCT)
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Maximalni peak virémie,

CMYV DNA kopii/ml 82 200 41 400 13 400
(v periferni krvi)
Mutace kodujici rezistenci
K GCV L595F M4601 A594V
Pocet CMV epizod do
. 2 3 2
vzniku mutace
Doba do rozvoje klinické
rezistence D +130 D +168 D +168
(dny od HSCT)
DObet do anlku mutace D +140 D +168 dle Sangera
prokézana dle Sangera D +83 dle Sangera L1 1 .
L, o dle Sangera Neni k dispozici dle
a NGS (prokazano zpétné, | D +83 dle NGS D +134 dle NGS NGS
dny od HSCT)
CMYV naloz v dobé
rozvoje klinické
rezistence, 16 800 4510 1420
CMYV DNA kopii/ml
(v periferni krvi)
CMYV naloz v dobé
objeveni se mutace, CMV 3160
DNA kopii/ml 1150 (1 120 pfti prikazu 1 420
(v periferni krvi, zjisténo dle NGS)
Zpetne)
Kumulativni 1é¢ba do
vysloveni klinické 92 VGCV/GCV 90 VGCV 124 VGCV/GCV
rezistence (dny)
Kumulativni 1é¢ba do 61 VGCV
vzniku virové mutace 49 VGCV/GCV (56 VGCV 124 VGCV/GCV
(dny, prokazano zpétn¢) dle NGS)
CMYV nemoc / pocet dni Kolitida/D +29 L
od HSCT ’ Kolitida/D +230 | Retinitida/D +266 Ne
Nemoc se vyvinula "y
A lecby | |- kolitida:ano Ne
2. kolitida: ne
Posledni prikaz CMV
DNAémie D +307 D +323 D +225
(dny od HSCT)
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GVHD do doby vzniku Ano (kozni) Ano (kozni)
Ne C 1 4D , 3
mutace chronicka, mirna* akutni, grade 1*
Sledovani
Sledovani ukong
Zemiel D +504 ukonceno 3 roky ccovant ukoneeno
o, ras 3 roky po HSCT,
Klinicky outcome (pti¢ina: sepse, po HSCT: , ,
) i Karnofského skore:
pneumonie) Karnofského 100 %
skore: 100 % °

*! Definovéano podle European Group for Blood and Marrow Transplantation [114]
*2 Jen s mirnym postizenim (bez vyznamného omezeni béZné denni &innosti) [121, 122]
*#3 Vakuolarni degenerace epidermalnich bunék bazalni a suprabazalni vrstvy (nespecifické pro

GVDH) [108]

Medidn stanoveni diagndzy klinické rezistence byl 118 dni po HSCT (rozmezi
48 az 168 dni). U tii pacientli s prokdzanou virovou mutaci to bylo 168 dni po HSCT,
v medianu po 90 dnech podavané kumulativni 1é¢by, viz tabulka ¢. 9. U &tyf pacientl bez
prokdzané CMV genotypové rezistence byla doba do vysloveni diagnézy klinické rezistence
krat$i, median 62 dni po HSCT (v rozmezi 48 az 118 dni, p = 0,0497), v medianu po 16,5 dne
kumulativni 1é¢by VGCV/GCV (p = 0,0497).

Nemocni s klinickou rezistenci byli béhem prvniho roku po HSCT Ilé€eni delsi
kumulativni dobu ve srovnani s pacienty citlivymi k 1é¢bé (median 97 vs. 39 dnt, p = 0,0035)
a méli vy$$i maximalni kvantitu CMV v periferni krvi (median 41 500 vs. 4 160 cp/ml,
p =0,0003). Virova néloZ v dobé pfevodu z tvodni na udrZzovaci 1é€bu byla také vyssi (median
1305 vs. 437 cp/ml, p = 0,0173). Nebyl prokdzan rozdil v dobé do prvni CMV detekce ani
v dobé do zahdjeni CMV 1écby po HSCT mezi témito skupinami pacientli (median 34 dn
u pacientl citlivych k 1é€b€ vs. 27 dni u klinicky rezistentnich, p = 0,13, resp. median
31 vs. 42 dni, p = 0,08). Také prvotni CMV naloz byla srovnatelna (1070 cp/ml pro klinicky
rezistentni vs. 455 cp/ml, p = 0,073). Kvartily uvedenych hodnot viz tabulka ¢. 14 (Ptilohy).

Ctyfi pacienti byli klinicky rezistentni béhem prvni epizody CMV reaktivace, pét
pacientli béhem druhé nebo tteti 1€cené epizody, virova rezistence se vyvinula ve druhé nebo

tieti lé¢ené reaktivaci.

Vsichni nemocni se selhanim 1écby byli séropozitivni v piedtransplantacnim obdobi
(D7/R, D'/R"). CMV genotypova rezistence byla prokdzana pouze u transplantovanych se
sérostatusem D7/R'. Vztah mezi séropozitivitou pacienta (tj. skupina D/R* a D*/R") a ani
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samotnym rizikovym sérostatusem D/R" a CMV rezistenci nebyl prokazan (p = 1, respektive

p = 0,54), coz mize byt dano velikosti souboru.

CMYV nemoc vznikla Castéji ve skupiné pacientt s klinickou rezistenci (incidence 43 %
vs. 10 %, p = 0,047) i ve skupiné pacientli s prokdzanou mutaci (incidence 67 % versus 11%,

p = 0,047) nez u pacientt citlivych k 1écbé.

Nebyl statisticky signifikantni rozdil mezi pacienty odpovidajicimi na 1é€bu oproti
pacientim s klinickou rezistenci ve sledovanych faktorech: vék pacienta ani Karnofského skore
v dobé HSCT, pocet CD34+/kg v graftu, dosazeni kompletni remise pied HSCT, pln¢ HLA
shodni darci vs. neshodni dérci, pouziti thymoglobulinu nebo celotélového ozafeni v ramci
pfipravného rezimu, myeloablativni rezim vs. rezim s redukovanou intenzitou, incidence
GVHD, nutnost celkové 1écby kortikosteroidy pro GVHD, dosazeni plného darcovského
chimérismu po HSCT, incidence relapsu zakladniho onemocnéni (p = 0,147 az 1,0). Stejné tak
nebyl v téch faktorech signifikantni rozdil ve skuping pacientli s prokdzanou mutaci viru vici

ostatnim pacientim (p = 0,141 az 1,0).
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4.4 Sekvenacni analyza CMV DNA u pacienti s prokazanou virovou rezistenci podle
Sangerovy metody a NGS

U pacienta ¢. 1 byla mutace L595F poprvé prokdzana pomoci analyzy dle Sangerovy
metody i pomoci NGS ve stejném vzorku kmenu CMV (mutovany kmen byl pfitomen v 16 %
populace). Béhem nasledujicich Sesti mésicii bylo proporcionalni zastoupeni mutované

populace 62-99.4 %, viz tabulka €. 10 a graf €. 5 (Ptilohy).

Tabulka ¢. 10: Prukaz rezistentniho kmenu CMYV s mutaci L595F

pomoci analyzy dle Sangerovy metody a pomoci NGS

Vysledk
Vzorek ]I)-IeSn CO,? k\(':z?r/nlvtita . i g '
(cp/ml) Pr:;:‘:;;:gg:ou MiSeq Illumina

1 70 5930 Ne 0%
2 83 1150 Ano 16 %
3 97 4 850 Ano 62 %
4 104 82 200 Ano 86 %
5 118 4 430 Ano 70 %
6 124 4950 Ano 99 %
7 130 16 800 Ano 78 %
8 137 34 600 Ano 83 %
9 155 7950 Ano 69 %
10 168 7070 Ano 45 %
11 175 3160 Ano 51 %
12 236 300 Ano 99 %
13 243 Negativni --- -—-
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Virova mutace M4601 byla u pacienta ¢. 2 diagnostikovana nejprve pomoci NGS,

(v tu dobu NGS prokézala 30,92 % mutované virové populace). Béhem nésledujicich 5 mésicii

byl pomér mutovaného a divokého kmenu v rozmezi 25-99,79 %, viz tabulka €. 11 a graf ¢. 6

(Ptilohy).
Tabulka €. 11: Priikaz rezistentniho kmenu CMV s mutaci M4601
pomoci analyzy dle Sangerovy metody a pomoci NGS
CMV V)"sledky
Den od .
Vzorek HSCT kvantita - -
(cp/ml) Priikaz analyzou MiSeq Hlumina
dle Sangera

1 84 41400 Ne 0%
2 134 1120 Ne 5%
3 140 3160 Ano 31 %
4 147 2 960 Ano 25%
5 168 4510 Ano 99 %
6 183 18 900 Ano 99 %
7 266 900 Ano 74 %
8 275 360 Ano 65 %
9 287 Negativni --- -
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U pacienta ¢. 3 srezistentnim kmenem CMV s mutaci A594V bohuzel nebyly
k dispozici pro retrospektivni analyzu pomoci NGS vSechny zmrazené vzorky CMV DNA, a to
véetné ze dne 160 po HSCT. Nasledujici testovani jiz prokazuje rezistentni populaci pomoci

obou metod (31 % mutované subpopulace pomoci NGS) viz tabulka ¢. 12 a graf €. 7 (Ptilohy).

Tabulka ¢. 12: Prukaz rezistentniho kmenu CMYV s mutaci L595F

pomoci analyzy dle Sangerovy metody a pomoci NGS

CMV Vysledky
Vaorele| Denod HSCT lz:;;llflllt)a HE MiSeq Illumina
dle Sangera
1 149 5830 Ne 0 %
2 160 660 Ne Neni k dispozici
3 168 1420 Ano 31%
4 177 520 Ano Neni k dispozici
5 188 560 Ano Neni k dispozici
6 198 1250 Ano 99 %
7 212 490 Ano 99 %
8 226 Seda zéna
9 240 Negativni - -
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5. Diskuze

5.1 CMYV reaktivace/primoinfekce po HSCT

Celkové v nasem souboru doslo k CMV reaktivaci/primoinfekci u 69 % pacientti. To je
o néco vice nez byva uvadeéno v literatuie [24, 26, 113], coz mize byt dano tim, ze ptes 80 %
pacientll v naSem souboru tvofili rizikovi CMV séropozitivni recipienti, ze v 86 % transplantaci
byla pouzita T deplece pomoci thymoglobulinu a Ze jako potransplanta¢ni prevence GVHD byl
pouzit mykofenolat mofetil. To vSe jsou faktory zvysujici incidenci CMV [26, 46, 123]. I pies
vys$si prikaz CMV reaktivace/primoinfekce byl vyskyt CMV nemoci nizky: 7 %, coz je ve
shod¢ s literarnimi udaji (5-25 %) [26, 87, 88]. Mlze to byt dano nastavenim relativné nizkého

cut-off virové naloze pro zahajeni preemptivni terapie na nasem pracovisti.

I vnaSem souboru bylo potvrzeno, ze CMV sérostatus zlstava prediktorem CMV
reaktivace/primoinfekce [26, 29, 31, 53, 68]. U pacienti s nejrizikov&j$im sérostatusem D/R*
byly oproti ostatnim skupindm zaznamenany cast§j$i opakované¢ CMV reaktivace, byl
dosahovan vyssi peak virémie a CMV mutované rezistentni kmeny se objevily pouze u pacientli
s timto sérostatusem. CMV nemoc se vyvinula u pouze séropozitivnich recipientd. Podle
oCekavani nebyla ve skupin€ séronegativnich nemocnych se séronegativnim piijemcem
(sérostatus D/R") zaznamenéna Zadna primoinfekce CMV. To odpovida obecné stratifikaci
pacientl na skupinu s nizkym rizikem D7/R”, se stiednim rizikem D"R™ (CMV infekce ve 20
az 30 %, CMV nemoc ziidka) a vysoce rizikovym sérostatusem D/R" a D'/R" (CMV infekce
azu 80 % pacientd, ¢asto progreduje v CMV nemoc, pfi¢emz ve skupiné D/R" byvaji zdvazné

komplikace jesté Castejsi [26, 44, 53, 68, 113]).

Ptestoze bylo do souboru zahrnulo 104 HSCT provedenych na naSem pracovisti béhem
dvou a pul roku, pro multivariantni analyzu neni tento pocet hodnocenych pacienti dostatecny
(zejména v nekterych podskupinach) vzhledem k hodnotam koeficientu determinace i procenta
spravné klasifikace. Parametry statistického modelu nebyly podstatné zlepSeny ani pro
homogenn¢jsi skupinu pacientt s hematologickymi malignitami, ani pro podskupinu pacientii
s akutni myeloidni leukémii, tj. diagndzu, pro kterou byla na naSem pracovisti provedena HSCT
nejcastéji. Prezentované vysledky multivariantni analyzy ale mohou slouzit k popisu situace, i
kdyz zatim ne jako model, ze kterého by bylo mozno predikovat riziko pro zavisle proménné

veliCiny.
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Vysledky multivariantni analyzy ukazaly CMV sérostatus jako nejsilnéjsi rizikovy
faktor rozvoje CMV infektu po HSCT. Maly, ale signifikatni vliv mélo Karnofského skore
pacienti vdobé HSCT; CMV DNAémie byla prokazovana castéji u pacientli s vySSim
Karnofského skére. V univariantni analyze vysel signifikantné i vliv véku: u mladsich jedinct
byla DNAémie prokazovana Castéji nez u starSich pacientti. V literatuie je uvadén jako rizikovy
faktor spiSe vyssi vék [25, 30, 124]. Vysvétleni by mohlo byt v Castéjsi CMV séropozitivité
darct rostouci s jejich vékem (zejména piibuzenskych transplantaci) [124]. Zda se na naSich
datech jiz mohla projevit niZ§i séroprevalence pozorovana v poslednich letech i v CR, ziistava
otazkou. SpiSe se vSak na nasem souboru mohl uplatnit fakt, ze u mladsich pacientii a/nebo
pacientil s vy$§im Karnofského skore byla od zacatku stanoveni diagndzy vedena agresivngjsi
terapie a ze pravdépodobné byli jiz predtransplanta¢né ve vyssi imunosupresi nez pacienti starsi

a/nebo s niz§im Karnofského skore. To v§e mohlo ovlivnit vyskyt CMV po HSCT.

Krom¢ opakované prokazovaného vlivu CMV sérostatusu piijemce/darce jako
rizikového faktoru zvySujiciho incidenci CMV infektu po HSCT lze nalézt v jednotlivych
pracich jest¢ dalsi rizikové faktory: pfitomnost reakce $tépu proti hostiteli po HSCT, neshoda
darce/ptijemce v HLA systému, neptibuzensky darce, pouziti antithymocytarniho globulinu,
alemtuzumabu nebo celotélového ozafeni v ramci pfipravného rezimu, pouziti rezimu
s redukovanou intenzitou, pouZiti kostni dfen€ nebo pupecnikové krve jako zdroje kmenovych
krvetvornych bunék [24-31, 68, 78]. Jednotlivé prace vSak nehodnoti vliv téchto faktort

shodné.

V naSem souboru jsme u pacientii transplantovanych v myeloablativnim rezimu
detekovali CMV DNA&mii ¢astéji nez u pacientti po redukovaném rezimu, coz bylo na hranici
signifikance. Zde se vSak mulZe projevit chyba II. druhu a pfi vétSim souboru by jiz tento
vysledek byl patrné signifikantni. Opacny zavér, rizikovost redukovaného rezimu, publikoval
George et al. [125]. Nicméné riziko reaktivace/primoinfekce v zavislosti na myeloablativnim
vs. redukovaném rezimu zustdva nejasné a publikované vysledky jsou nejednotné [46, 123,
125], na ¢emzZ se miize podilet rizny vybér pacientl (jen vysoce rizikovi séropozitivni
recipienti), rizné piipravné rezimy s riznym zastoupeni T deplece a podobné. Ljungman ef al.
[46] ve své piehledové praci z roku 2010 shrnuje, Zze koncem prvniho roku po HSCT se riziko

CMYV infekce i nemoci u myeloablativnich vs. redukovanych rezimil srovnava.

V literatute je popsdno, ze CMV zvySuje incidenci GVHD [26, 29, 30]. Dokonce se

ptedpokladd oboustranny vztah: na jedné strané CMV nemoc a virem indukované zanétlivé
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prostiedi mize nadmérné stimulovat alloimunitni odpovéd’ organismu a zvysit tak riziko vzniku
GVHD v zasazeném organu, na druhé strané¢ vyssi imunosuprese pii probihajici GVHD muze
vést k snazsi reaktivaci latentniho viru u CMV séropozitivnich pacientl [28, 126]. V nasem
souboru jsme oproti o¢ekdvani nenalezli rozdil v jednoro¢ni incidenci CMV v zavislosti na
pritomnosti GVHD. Nicmén¢ obdobny zavér prezentuji 1 jiné prace [31, 68]. Nase vysledky
mohlo ovlivnit to, Ze bylo pocitano pouze s pfitomnosti (nebo neptitomnosti) GVHD (4.
kumulativné pacienti s GVHD grade I-1V v¢.) a jako jeji tize byl hodnocen aspekt podani
systémové 1éCby. V literatuie je casto hodnocen vliv pouze akutni GVHD nebo GVHD vyssiho

stupné (grade II-1V) [30, 125, 127].

V soucasné éfe efektivni antivirové terapie davaji data o vlivu CMV na mortalitu
kontroverzni vysledky. V nasem souboru nebyl rozdil v jednoro¢ni mortalité pacientd
s/bez CMV infektu. Stejny zavér byl publikovan 1 jinymi autory [55, 128—130]. To je v rozporu
s velkou retrospektivni studii Green et al. [77], kde bylo dokumentovano, ze jakdkoliv CMV
virémie zvysSuje riziko celkové mortality. Data z australské studie ukazuji [26], Ze ze
123 pacienti s CMV zemielo 8 pacienti na CMV nemoc a CMV reaktivace/primoinfekce
zvySovala mortalitu pacientl. V naSem souboru doslo jen k jednomu timrti majicimu moznou
pfi¢innou souvislost s CMV nemoci a téZkou enteritidou. Také dalSi prehledy udavaji vyssi
mortalitu pacienti s CMV reaktivaci/infektem, nemoci nebo u pacientli s pozdni CMV replikaci
[24, 31, 43, 127, 128]. Mortalita pacientti po HSCT s CMV nemoci je dana pifedev§sim CMV
pneumonii [24, 44], jejiz vyskyt je nyni v éfe preemptivni terapie nizsi, pirevazuje CMV
gastroenterokolitida [44]. I v naSem souboru byla CMV enterokolitida zdaleka nejcastéjsi CMV
nemoci. Prokazali jsme jen jednu susp. CMV pneumonii (vzhledem ke klinickému stavu
pacientky nebyla mozna plicni biopsie), ze které se pacientka vylécila. Predpoklddané horsi
pieziti nemocnych s CMV infekci nemusi byt dano jen CMV nemoci, ale mize byt také ve
spojitosti s ,,usnadnénim® vzniku ostatnich bakteridlnich a mykotickych infektti [46] danym
imunosupresnim vlivem CMV a/nebo virostatickou terapii, spojenim CMV infektu a akutni
GVHD apod. [23].

V meta-analyze zpracované skupinou pii European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) [23] zahrnujici pfes 16 tisic pacientl byla CMV séropozitivita
piijemce a/nebo recipienta (vs. séronegativni darce i piijemce) hodnocena jako negativni
prediktor celkového preziti. Velké registry pracuji se sérostatusem pacient/darce 1épe nez
sudajem o CMV reaktivaci/primoinfekci, ktery neni v téchto registrech vzdy dostupny.

V nasem souboru se mortalita jednotlivych sérostatusti vii¢i sobé nelisila (p = 0,7 az 1,0). Mlze
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to byt dano jednak relativné nizkym poc¢tem nasich pacientti, jednak proto, Ze mortalita v celém
souboru piimo spojend s CMV byla nizka, a také tim, zZe pro hodnoceni pteziti byla stanovena
doba sledovani kratka. Doba sledovani pacientii bez klinické rezistence CMV a bez prodélané
CMV nemoci byla zvolena 1 rok od transplantace, pficemz jsme piedpokladali, Ze po této dobé
jiz CMV nebude mit signifikantni vliv na mortalitu, protoze u nekomplikovanych pacientt je
touto dobou jiz specifickd T lymfocytarni imunita rekonstituovand a CMV bude pod kontrolou.
Maximum vyskytu CMV je v dobé do 100. dne po HSCT a pievaznd vétsina pozdni CMV
infekce se projevi do prvniho roku od HSCT [127]. Monitoring CMV néloze je b&zné
doporucovan v obdobi 6 az 12 mésicti po HSCT [7, 8]. V naSem souboru byla u pacientli se
zavaznou GVHD, u pacienti s klinickou rezistenci CMV a u pacienti s opakovanymi
reaktivacemi CMV prodlouzena doba sledovani podle vyvijejiciho se klinického stavu
(zpravidla na dobu 3 let).

V nékolika studiich bylo popsano, Ze ve skuping pacientii s akutni myeloidni leukémii
je pii CMV reaktivaci/primoinfekci niz$i riziko relapsu zakladniho onemocnéni [50, 69, 114,
131]. Jiné velké prace tento efekt neprokéazaly, a dokonce popisuji opacny trend: vyssi riziko
relapsu s CMV infekci nebo demonstruji vyssi riziko non-relapse mortality u pacientti s CMV
infekci [23, 28, 68, 70]. ,,Virus vs. leukemia“ efekt zlistava kontroverzni a na naSem souboru

se vliv CMV na niz$i riziko relapsu neprokazal.
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5.2 Podani thymoglobulinu 7,5 vs. 6 mg/kg v ramci pripravného reZimu
fludarabin/busulfan/thymoglobulin

U piijemct neptibuznych nebo plné neshodnych darcii je mira imunosuprese 1 riziko
GVHD vyssi [24, 58]. Deplece T lymfocytd in vivo pomoci antithymocytarniho globulinu je
bézny postup, ktery redukuje vyskyt akutni i chronické GVHD po nepifibuznych alogennich
HSCT na jedné stran¢€, ovSem nese s sebou riziko té¢zkych infek¢nich komplikaci, véetné¢ CMV,
nebo riziko relapsu zakladniho onemocnéni [132, 133]. Optimalni davkovani neni stale
jednoznacéné urceno [132, 133] a jeho stanoveni by mohlo napomoci zlepsit outcome u pacienti
po HSCT. V této praci byly porovnany 2 kohorty pacientti se stejnym transplantacnim rezimem

(fludarabin/busulfan/thymoglobulin) s riznym davkovéni thymoglobulinu: 7,5 vs. 6 mg/kg.

Nezaznamenali jsme rozdil v incidenci CMV DNAémie mezi skupinami pacientll
s pouzitim TG v davce 7,5 vs. 6 mg. To je ve shod¢ se studii z pekingského centra [134].
Pracovisté Ohio, USA publikovalo 2 studie [133, 135] s nejednotnymi zavéry stran incidence
CMV. V téchto dvou studiich vSak byla uvazovana riznd hodnota CMV DNAémie jako
signifikatni hladina virémie a byly hodnoceny vysledky v riznych ¢asovych bodech od HSCT,
coz muze vysvétlit rozdilné zavéry stejného centra. Ve starsi studii [135], kterd zahrnovala
pacienty s jakoukoliv pozitivitou PCR (srovnatelné¢ s naSimi daty), prokdzali po sniZeni
davkovani antithymocytarniho globulinu niZsi riziko rozvoje zavaznych infekci, véetné¢ CMV.
Jejich pacientska kohorta vSak neni zcela srovnatelna s nasi, do americké studie byly zatazeni
pouze pacienti s redukovanym pfipravnym reZimem, plna tfetina pacientii byla séronegativni

se séronegativnim darcem a vétSina pacientl byla transplantovana ve shodé¢ HLA 8&/8.

Pii vy$§im davkovani antithymocytarniho globulinu jsme CMV zaznamenali dfive po
HSCT (median 40 vs. 28 dni po HSCT), coZ bylo na hranici vyznamnosti (p = 0,056). Pfi
zkuSebnim dodate¢ném rozsifeni souboru o jednoho nasledujici pacienta z ledna 2015 uz tento
rozdil vychazel signifikantné¢ (median 40 vs. 28 dni, p = 0,043). Dtivéjsi pruikaz CMV pfii
vyssim davkovani TG miize byt pravdépodobné vysvétlen vyrazngjsi depleci T lymfocyta.
antithymocytarni globulin nebo alemtuzumab v ramci redukovaného ptipravného rezimu,
piekvapive vSak nikoli u myeloablativnich rezima. Liu et al. [132] popisuje, ze vyssi davkovani
antithymocytarniho globulinu (10 vs. 6 mg/kg) vedlo k opozdéni rekonstituce subpopulaci
lymfocytl (CD4", CD4"CD45RA", CD4'45R0O", CD4°CD8 a CD8'CD28"). Cely mechanismu
plsobeni antithymocytarniho globulinu neni jesté pfesné popsany, pravdépodobné ovliviiuje i

dalsi populace bilé fady, v€etné dendritickych bun€k nebo NK bunék [136]. V dobé této prace
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nebylo vySetieni subpopulaci lymfocyti pritokovym cytometrem na naSem pracovisti rutinné

V nasem souboru i pfes snizeni davky TG ze 7,5 mg/kg na 6 mg/kg nebyl prokazan
rozdil na dosazeni piihojeni Stépu nebo dosazeni plného darcovského chimérismu, coz je ve
shodé¢ s dalsimi daty [110, 134, 135]. Pii niz§im davkovani nedoslo k naristu GVHD a nebyl
rozdil v preziti pacientll, coz je ve shod¢ s vysledky dalsi studie [133, 134]. Ayuk et al. [136]
v retrospektivni analyze vSak ukazuje niz§i dvouletou transplanta¢ni mortalitu pfi nizsich
davkach jiného typu antithymocytarniho globulinu, ATG-Fresenius (30 mg/kg), ve srovnani
s vysSim davkovanim (60 mg/kg), kdy byla vyssi incidence fatalnich infek¢énich komplikaci.
Tyto i naSe vysledky ukazuji, ze snizeni davkovani thymoglobulinu z 7,5 mg/kg na 6 mg/kg
v ramci transplantaéniho pfipravného rezimu fludarabin/busulfan/thymoglobulin by mohlo
pfinést snizeni toxicity 1é€by pifi zachovani jeji i€innosti. Tento zavér je vSak tieba jeste ovetit

dal§im vyzkumem.
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5.3 Klinicka a virova rezistence na ganciclovir

Incidence klinické rezistence byla v naSem souboru transplantovanych pacientti 7 %
(odpovida 12 % pacienti s antivirovou lécbou) a mutace v oblasti UL97 byly prokézany ve 3 %
(4. v 5 % léCenych pacientil). Tyto hodnoty jsou ve shod¢ s dalsimi autory [48, 75, 76, 79, 104,
137]. Tato ¢isla ukazuji, ze pricina pomalé eliminace viru pii [é¢bé je pravdépodobné i v nasem
piipadé Castéji jina nez vznik mutace viru vedouci k lékové rezistenci [96]. Tato pomala
eliminace viru je patrné¢ zpiisobena nedostatecnou imunologickou kontrolou virové replikace
pfi tézké imunosupresi (v€etné podani thymoglobulinu nebo kombinované casné
potransplantacni imunosuprese), ptipadné¢ mtze byt zpisobena nedostatecnou koncentraci 1€kt

v cilovych kompartmentech [27, 96].

Néami detekované mutace v kodonech M4601, A594V, L595F byly popsany ve spojeni
s rezistenci na ganciclovir [115-120]. Publikovana data popisuji mutace v této thymidinové
kinaze v 90 % ze vS§ech GCV - rezistentnich klinickych izolatht CMV [22, 138]. Prokazali jsme
pouze jednu mutaci u kazdého pacienta, coz je ve shod¢ s jinymi autory, vicecetné mutace (at’
JiZ v jedné oblasti, nebo v UL97 a UL54 zéaroven) nebo zkiiZena rezistence byva popisovana
méné Casto [138, 139]. ProtoZe valganciclovir nebo ganciclovir byl podavan pro 1écbu
nejcastéji, vyskytly se v naSem souboru pouze mutace spojené s timto lékem. Diivodem muze
byt i to, Ze 1écba FOS trvala zpravidla kratsi dobu nez GCV a v naSem souboru pacientti byla
ucinna, protoze po jeho podani dochazelo k rychlé eliminaci viru z organismu. Dale byla
prokéazana zména N510S v oblasti UL97. Pacient s timto izolatem nesplnil kritéria pro selhani
1é¢by, ale zaznamenali jsme u né€j opakované reaktivace CMV (pétkrat béhem prvniho roku po
HSCT). Tento polymorfismus se v dfivéjSich pracich povazoval za mutaci spojenou s nizsi
citlivosti viru na GCV [117, 140, 141], nicméné¢ rekombinantni fenotypové testovani toto

neprokazalo [142].

Diagndza klinické rezistence byla u pacientli s prokdzanou virovou mutaci stanovena po
90 dnech kumulativni 1é¢by val/ganciclovirem v dob¢ 168 dni po HSCT. To je o néco pozdé&ji,
nez ve francouzské studii pacientl po transplantaci solidnich organi a HSCT [45], ktera uvadi
median 145 dni. Gilbert a Boivin [22] ve své analyze tfi studii u pacientti po transplantaci plic
uvadéji prikaz virové rezistence po kumulativni délce 1écby 79-100 dni, Shmueli et al. [79]
u pacientt po haploidentické HSCT uvadi mirné krat§i median 1écby (70 dni do vzniku mutace),
naopak Lurain et al. [99] u pacientl po transplantaci solidnich organa delsi, 194 dni. Zde se
Jisté muze projevit heterogenita pacientskych soubort — rtizné transplantované organy, rizné
pfipravné rezimy, rizny druh imunosupresivni 1é€by a nejednotné lé¢ebné rezimy CMV.
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Pacienti po transplantaci solidnich organii ze zminiovanych studii byli také Casto zajiSténi
val/ganciclovirem profylakticky, coz mlize vést k oddaleni CMV replikace, a na druhou stranu

muze vést, dojde-li k proliferaci CMV, ke snadnéj$imu vyvoji virové rezistence.

Diagnoza klinické rezistence (tj. selhani 1écby) byla u pacientii s prokdzanou CMV
genotypovou mutaci stanovena pozdéji po HSCT nez u pacienti se selhanim 1écby bez
prokédzané rezistentni mutace (median 168 vs. 58 dni) a po delsi kumulativni 1€¢b¢ virostatiky
(median 90 vs. 16,5 dne kumulativni 1écby VGCV/GCV). To miize naznacCovat, Ze u pacientii
se selhanim 1éc¢by virostatiky v casném potransplantaénim obdobi hraje roli spiSe vyrazna
imunosuprese dana samotnou HSCT a nasledujici dudlni imunosupresi. U pacientd, kde je
selhani 1écby zplisobeno CMV mutaci, mliZze prolongovana terapie a vyssi virova naloz ovlivnit

vznik a vyvoj rezistentni frakce viru a prertist pivodni divokou (citlivou) populaci viru.

Nemocni s klinickou rezistenci (selhanim 1écby) méli vys$i maximalni kvantitu CMV
v periferni krvi nez pacienti citlivi k 1écbé (median 41 400 vs. 4 160 cp/ml). Virova naloz
v dobé pfevodu z tvodni na udrzovaci 1é€bu byla také vyssi (medidn 1 305 vs. 437 cp/ml). To

je ve shodé jak s ocekéavanim, tak i s publikovanymi daty [45, 79, 96].

Na rozdil od studie van den Beek ef al. [96], kde je popsano selhani 1é¢ebné odpoveédi
v 96 % ptipadi (u 25 z 26 pacientl) jiz v prvni lécené epizodé CMYV infektu, nasi nemocni byli
ve vice nez poloviné ptipadii vySetfeni pro klinickou rezistenci az pii dalSich lécenych
epizodach CMV replikace. Van den Beek ef al. [96] ale kromé toho, Ze pracuje s pacienty po
HSCT s depletovanymi T lymfocyty ve §t€pu, pouZziva jinou definici klinické rezistence, kde
vychazi z absolutnich hodnot CMV naloZe (vice nez 1000 kopii/ml po 2 tydnech 1écby). My
jsme vychazeli z definice, kterd zohlediiuje trend poklesu naloze pii 1€cbé. Proto je definice
v uvedené studii ,,pfisnéj$i“ nez definice pouZita v této praci, coz mize vysvétlit selhani 1écby
u vétsiny jejich pacientl jiz béhem prvni epizody. Také Lurain et al. [99] ve své studii udava
vznik virové rezistence po druhé a treti 1écené epizodé¢ CMV.

Ackoliv se rezistentni kmeny objevily pouze u pacientli se sérostatusem D7/R",
jednoznacny vliv sérostatusu na vznik rezistence nebyl potvrzen, coz miize byt dano velikosti
souboru. Literarné je sérostatus D/R" po HSCT rizikovéjsi stran opakovanych CMV infektt,

virove replikace a jejich 1écby, coz zvySuje riziko, Ze se vyvine virovd mutace [63, 79, 143].

CMYV nemoc vznikla ¢astéji ve skupiné pacientl s klinickou rezistenci nez u pacienti
citlivych k 1é¢be, u dvou pacientii s CMV nemoci byla prokazana CMV genotypova rezistence.

Shmueli et al. [79] udava CMYV rezistenci jako nezavisly prediktor pro rozvoj CMV nemoci ve
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své kohorté pacientli po haploidentick¢é HSCT. Na rozdil od prace Luraina a spol. [99], ktery
popsal, ze minimalné¢ polovina pacienti s CMV nemoci a prokdzané rezistentnim virem
zemiela na pfimé nasledky této nemoci, nasi pacienti s prokdzanou mutaci CMV nemoc
piekonali, byt u pacientky s CMV retinitidou doslo ke zhorSeni vizu na postizeném oku.
Boutolleau et al. [45], v jehoz souboru byli pacienti jak po transplantaci solidnich organa, tak
po HSCT, nezaznamenal zadné iimrti na CMV nemoc u 11 pacientd s rezistentnim CMV.
Rozdily v jednotlivych souborech mohou byt dany rGznymi pacientskymi skupinami, stejné
jako moznym riznym nastavenim hranice pro zahdjeni antivirové terapie a odliSnosti Iécebnych
rezimu, protoze v uvedenych pracich nejsou presn¢ uvedena 1éCebna schémata (zejména pro

GCV a FOS). Nase zkusenosti jsou vyhradné od pacientii po HSCT.

V ramci tohoto projektu jsme se zaméfili i na vliv eventudlniho suboptimalniho
davkovani virostatik [22, 27, 137]. Vzorky pro métfeni hladin GCV byly odebirany a uchovany
pro retrospektivni analyzu. Ackoliv byla metodika UspéSné vyzkouSena ve spolupraci
s ostatnimi centry (FN Motol, Ustav hematologie a krevni transfuze Praha, FN Brno), nejedna
se dosud o standardni testovani a bohuzel vzorky naSich pacientii nebyly analyzovatelné,
nejspise kvili preanalytické piipravé (pravdépodobné vlivem odbérového nebo transportniho

média).

V této praci jsme k prikazu virové rezistence vychazeli vyluéné z techniky sekvenovani
a vysledky analyzy byly srovnany s literarné dokumentovanymi mutacemi. Sangerovo
testovani bylo cileno na oblasti kinazy UL97 a polymerazy ULS54, které jsou s rezistenci
spojeny nejcastéji (UL97: kodony 346-631, UL54: kodony 346-631 a kodony 653 az 997),
a nemuseli jsme tak zachytit dalsi vzacné nové mutace vedouci k nizsi senzitivit¢ CMV vici
virostatiku. Je proto mozZné, Ze v souboru byly nové vzacné polymorfismy, které jesté nebyly
popsany a publikovany jako mutace vedouci ke snizené citlivosti na GCV. Proto muze byt
skuteény vyskyt rezistentnich mutaci v naSem souboru o néco vyss$i. Metody fenotypoveé
analyzy nejsou v Ceské republice dostupné, a nemohli jsme tedy vzorky od klinicky

rezistentnich pacientl testovat i témito metodami.
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5.4 Sekvenacni analyza metodou podle Sangera a NGS

Oproti ocekavani byla prokdazana mutovana subpopulace CMV pomoci senzitivngjsi
a nakladnéjsi metody sekvenovani nové generace pouze o maximalné¢ jeden odbér diive
(odpovida jednomu tydnu) nez standardni metodou dle Sangera. V prvnim piipade byla mutace
zachycena obéma metodami ve stejném vzorku (pii 16% zastoupeni mutanty). U druhého
pacienta NGS odhalila 5% rezistentni subpopulaci viru o tyden dfive nez pii rutinni sekvenaci
dle Sangera. U tfetiho pacienta jiz nebylo k dispozici nékolik vzorki zamrazené CMV DNA ke
zpétnému testovani pomoci NGS, v¢. 160. dne po HSCT. Pokud by byla v tomto vzorku
metodou NGS prokdzédna mutanta, zachytilo by toto testovani NGS rezistenci CMV o jeden

odbér diive nez dle Sangera, konkrétné o 8 dni dfive.

Retrospektivni vysledky testovani NGS u vSech tii pacientl ukazuji nartist a pozdéjsi
vysoké zastoupeni mutované varianty kmene vici divokému typu. Emery a Griffiths [144] ve
své praci z roku 2000 na zadkladé vysledkt ziskanych od pacientd s AIDS ukazali pomoci
matematickych modelti, ze G¢innost i.v. GCV viéi divokému viru je 92% a pfi p.o. podavaném
GCV je 47% (ma horsi biologickou dostupnost nez VGCV [1]). Jeho G¢innost u rezistentni
mutanty byla jen 62 %, resp. 35 % (jako s typickym rezistentnim kmenem je v této praci
pocitano s mutantou L595F v oblasti UL97 a s dvojitou mutaci v UL97 M460V + L595F). Pri
prolongovaném podavani GCV dochézi k postupnému exponencidlnimu nartistu dvou populaci
—divokého typu a rezistentni mutanty. Na zakladé udajt o replikacni schopnosti mutanty LS95F
vytvofili matematicky model nérGstu rezistentni frakce. Pokud je pocitano, Ze na zacatku je
rezistentni kmen zastoupen pouze 0,5% populaci, pak po 21 denni terapii GCV vzroste asi
trojnasobné, tj. pouze na cca 1,7 %. Pokud je vSak GCV podavan dlouhodob¢, mutanta se dale
replikuje, dochdzi k exponenciadlnimu rastu a v den 145 1é¢by dosahuje rezistentni kmen 30 %
populace a v den 150 jiz vice nez 90 %. V nasem souboru doslo k projevu nardstu naloze

mutovaného viru po 49 az 124 dnech 1écby, coZ naznacuje podobny princip i u naSich pacientti.

Nase data umoznuji sledovat vyvoj mutace viru v Case, a je tedy mozné zjistit, kdy
piesné se dana mutace objevila a za jakou dobu se projevila klinicky. U pacienta €. 1 se jednalo
o interval v délce 47 dni a u pacienta €. 2 o 34 dni, kdy byli nadale 1éCeni valganciclovirem a
jiz se u nich vyvijela rezistentni mutanta (viz tabulka ¢. 9). Tento interval je v predkladané praci
dobou, kdy je trvale podavéana 1écba, pii které mize mutovany a rezistentni virus prertstat
rychleji se replikujici divokou (tj. citlivou) populaci viru, aniz by se jesté projevil klinicky.
U tretiho pacienta se diagnodza klinické rezistence shodovala s prvnim zachytem mutovaného

kmene CMV pomoci analyzy dle Sangera.
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Zavéry

Tato disertacni prace se zabyva sledovanim CMV infektu u pacientii po HSCT. Byl
sestaven, prostudovan a sledovan soubor nemocnych s CMV infekci, vetné zachytu pacienti
s klinickou 1 virovou rezistenci na virostatika. Vysledky navazuji a dale prohlubuji dosavadni
znalosti o této problematice, dopliiuji klinické data a popisuji genotypy spojené s genotypovou

rezistenci v nasich podminkéch.

Primarni cile prace — vysledky

Incidence CMV reaktivace/primoinfekce v naSem souboru 104 provedenych HSCT
byla 69 %. Incidence klinické rezistence CMV byla 7 % (odpovidé 12 % pacientl s anti-CMV

1é¢bou) a incidence virové rezistence byla 3 % (5 % lécenych pacienttt).

Snizeni davkovani thymoglobulinu z 7,5 mg/kg na 6 mg/kg v ramci transplanta¢niho
pfipravného rezimu fludarabin/busulfan/thymoglobulin nemélo vliv na vyskyt CMV
reaktivace/primoinfekce po HSCT. S niz§im davkovanim se projevil trend prodlouzeni doby do

prvni detekce CMV po HSCT, vysledek byl na hrang statistické vyznamnosti.

Tt ze sedmi piipadd klinické rezistence (selhani 1écby) byly dany mutaci virového
kmene vedouci k sniZzené citlivosti na virostatika. U zbyvajicich Ctyt ptipadl nebyla takova

mutace prokéazana.

Pomoci metody NGS u pacienti s prokdzanou virovou rezistenci byla mutace prokdzana
o maximalné jeden odbér (odpovidd jednomu tydnu) diive oproti standardni sekvenaci dle

Sangera.
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Sekundarni cile prace — vysledky

V naSem souboru byly detekovany bodové mutace v kodonech v oblasti UL97 virové
thymidin kinazy: M4601, A594V, L595F. Tyto kodony jsou v literatuie popsany jako mutace
vedouci ke snizené citlivosti kmene na ganciclovir. Nebyla detekovana zadna mutace spojena

s Iékovou rezistenci ve virové polymeraze UL54.

Nebylo mozné analyzovat, jakych plazmatickych hladin GCV bylo dosazeno pii
podavani VGCV/GCV. Ackoliv byla metoda méfeni vyzkouSena ve spolupraci s ostatnimi
centry (FN Motol, Ustav hematologie a krevni transfiize Praha, FN Brno), nejedna se o dosud
standardni testovani a vzorky naSich pacientli nebyly analyzovatelné, nejspiSe v ramci

preanalytické ptipravy.

Hypotézy
Ad1)

Nebylo prokazano, ze ptipravny transplanta¢ni rezim fludarabin/busulfan/thymoglobulin

s niz§im davkovanim thymoglobulinu bude provazen niz§im vyskytem CMV.

Ad?2)

Prokazali jsme nizkou incidenci klinické i genotypicky dané rezistence CVM viici podavanym

virostatikim v nasem souboru.

Ad 3)

Bylo prokézano, Ze pouze ¢ast ptipadii selhani 1é¢by virostatiky byla podminéna virovou mutaci

vedouci ke snizené citlivosti na virostatika.
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Ad 4)

NGS analyza prokaze procentudlni zastoupeni mutované subpopulace viru a ma vyssi
senzitivitu nez metoda podle Sangera. U pacientii s prokdzanou virovou rezistenci byla mutace

prokézana o maximaln¢ jeden odbér diive oproti standardnimu sekvenovani dle Sangera.
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Zavéry pro praxi

rizikovym faktorem pro CMV infekt po HSCT. U vSech pacientii potencialné sméfujicich
k alogenni HSCT by m¢l byt vysetien CMV sérostatus jiz v dobé diagnézy. Pokud je pacient
CMV IgG negativni, m¢l by byt transfundovan piipravky od CMV negativnich darct, ptipadné
by mély byt podadvany transfuzni piipravky svelmi nizkym obsahem leukocyta
(deleukotizované) ke snizeni rizika pfenosu viru. Pokud je to pfi dostupnosti kompatibilnich
déarct v HLA systému mozné, mél by byt pro CMV IgG negativniho piijemce preferovan CMV
IgG negativni darce a pro CMV IgG pozitivniho pacienta CMV IgG pozitivni darce.

V ramci snahy o sniZeni toxicity pii zachovani ucinnosti je mozné snizeni davkovani
thymoglobulinu z 7,5 mg/kg na 6 mg/kg vramci transplantacniho pfipravného rezimu
fludarabin/busulfan/thymoglobulin. Takové snizeni nevede k vyssi incidenci GVHD ani
neovlivni riziko relapsu ¢i celkovou mortalitu v prvnim potransplantaénim roce. V ramci
IV. interni kliniky FNHK je pokracovano v podavani nizsich davek TG ve snaze o snizeni

toxicity 1écby pii zachovani jeji ucinnosti.

Nase data ukazuji, Ze ¢ast ptipadi selhani lécby CMV po HSCT je spojena s mutaci
virového kmene vedouci k rezistenci na virostatika. Pacienti s prolongovanym podéavanim
virostatik a vysokou virovou ndlozi by méli byt peclivé monitorovani a mélo by byt zvazeno
jejich prevedeni na intravendzni formu 1é¢iv, protoze nase data ukazuji, Ze ¢ast pripadi selhani
lécby je spojena s mutaci virového kmene na virostatika. Pokud nedochdzi k uspokojivé
odpovédi na 1écbu, méla by byt testovana citlivost klinického izolatu na podavanou lécbu

(v klinické praxi napf. sekvenacni analyzou dané oblasti genu).

NGS analyza dokdze kvantitativné vyjadfit zastoupeni mutované subpopulace viru
v klinickém izolatu. Je také citlivéjs$i a prokdze mutovany kmen jiz od 5 % zastoupeni. Pti
dostupnosti mrazenych vzorkti CMV DNA dokaze v ¢asové posloupnosti dokumentovat pfesny
vznik mutanty a jeji proporciondlni zastoupeni v Case, v zdvislosti na 1écbé nebo imunitnim
stavu pacienta. Vzhledem k narocnosti této metody a bez vyznamné klinické relevance
ziskanych dat se v soucasné dob¢ jedna o metodu vhodnou spise pro vyzkum nez do rutinni

praxe.
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7. Piilohy

Tabulka €. 13: Kvartily hodnot uvedenych v tabulkach

. . Dolni . Horni .
Minimum kvartil Median kvartil Maximum
Tabulka €. 1: Charakteristika souboru nemocnych
Vék pacientit v dobé HSCT 2 40 55 61.25 7
(roky)
Karnofského skore pacientti 20 0 %0 %0 100
v dobé HSCT (%)
Tabulka ¢. 2: Provedené HSCT — charakteristika
Vék darce v dobé HSCT 18 25 30 39,25 65
v , + 6
Mnozstvi CD34"x 107kg 1,18 5,35 | 695 | 833 12,3
ve Stépu
Tabulka €. 3: Charakteristika skupin pacientt podle davky TG 7,5 vs. 6 mg/kg
V¢ék pacientit v dobé HSCT
_TG 7.5 m/ke (roky) 22 37,5 56 61 69
V¢ék pacienti v dobé HSCT
_ TG 6 mg/kg (roky) 23 43 60 64 72
Karnofského skore v dobé
HSCT - TG 7.5 mg/kg (%) 20 60 80 20 100
Karnofského skore v dobé
HSCT — TG 6 mg/kg (%) 30 70 80 90 100
Vék darce v dobé HSCT
_ TG 7.5 mg/kg (roky) 18 25 28 35 47
VéEk darce v dobé HSCT
_ TG 6 mg/kg (roky) 18 25 29 34 53
Mnozstvi CD34" x 10°/kg ve
stépu — TG 7,5 mg/kg 1,68 6 / 8,19 i
Mnozstvi CD34" x 10°/kg ve
stépu — TG 6 mg/kg 2,04 5 6,5 8,08 10,9
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Tabulka €. 7: Podani thymoglobulinu v davkovani 7,5mg/kg vs. 6 mg/kg — parametry CMV

Doba do 1. CMV detekce
— TG 7,5 mg/kg (pocet dni od
HSCT)

20

27,5

34,25

87

Doba do 1. CMV detekce
— TG 6 mg/kg (pocet dni od
HSCT)

19

27

40

49

342

Pocatecni CMV naloz
— TG 7,5 mg/kg (cp/ml periferni
krve)

120

286,25

455

912,5

7530

Pocatecni CMV naloz
— TG 6 mg/kg (cp/ml periferni
krve)

105

271,5

455

1090

3090

Maximalni virova naloz CMV
— TG 7,5 mg/kg (cp/ml periferni
krve)

120

1542,5

4655

13275

874000

Maximalni virovéa ndloz CMV
— TG 6 mg/kg (cp/ml periferni
krve)

165

1120

3140

7990

59800

Doba do zahéjeni virostatické
terapie — TG 7,5 mg/kg (pocet
dni od HSCT)

15

29

35,5

42

51

Doba do zahéjeni virostatické
terapie — TG 6 mg/kg (pocet dni
od HSCT)

23

34,5

42

50,5

125

Kumulativni 1é¢ba virostatiky
- TG 7,5 mg/kg (pocet dni
podavani virostatik)

27

50

62,25

245

Kumulativni 1é¢ba virostatiky
— TG 6 mg/kg (pocet dni
podavani virostatik)

14

22

37

62,75

109

Tabulka ¢. 8: Podani thymoglobulinu v davkovani 7,5mg/kg vs. 6 mg/kg a klinicka data

Den dosaZeni kompletniho
darcovského chimérismu
— TG 7,5 mg/kg (den po HSCT)

22

27,75

31

50,5

341

Den dosaZeni kompletniho
darcovského chimérismu
— TG 6 mg/kg (den po HSCT)

26

28

34

69,75

246

Den ptihojeni*:
leukocyty > 1x10%/1
— TG 7,5 mg/kg (den po HSCT)

11

13

16

33

Den ptihojeni*:
leukocyty > 1x10%/1
— TG 6 mg/kg (den po HSCT)

12

14

19

26

87




Den ptihojeni*: Absolutni pocet
neutrofila > 0,5x10%/1
— TG 7,5 mg/kg (den po HSCT)

10

13

15

20

33

Den ptihojeni *: Absolutni
pocet neutrofila > 0,5x10%/1
— TG 6 mg/kg (den po HSCT)

10

13

16

19,5

26

Den piihojeni *:
trombocyty > 20x10%/1
— TG 7,5 mg/kg (den po HSCT)

12

14,75

16,5

20

27

Den ptihojeni *:
trombocyty > 20x10%/1
— TG 6 mg/kg (den po HSCT)

12

15

16

20

62

* Definovano podle European Group for Blood and Marrow Transplantation [114]
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Tabulka €. 14: Kvartily hodnot uvedenych v textu ¢asti 4.

Minimu
m

Dolni
kvarti
1

Media
n

Horni
kvartil

Maximu
m

4.1 CMV reaktivace/primoinfekce a jeji lécba

Maximalni hodnoty CMV
DNAémie béhem 1. roku po HSCT
u skupiny D/R" (cp/ml)

325

2 582,5

4770

11772,5

1 130 000

Maximalni hodnoty CMV
DNAémie béhem 1. roku po HSCT
u skupiny D"/R" (cp/ml)

110

309

1615

6 080

874 000

Maximalni hodnoty CMV
DNAémie béhem 1. roku po HSCT
u skupiny D/R™ (cp/ml)

325

767,5

1032,5

1700

3350

VéEk pacientii v dobé HSCT, ktefi
méli CMV reaktivaci/primoinfekci
béhem 1. roku po HSCT (roky)

22

37,75

51,5

61

72

VéEk pacientii v dobé HSCT,

u kterych nebyla CMV
primoinfekce/reaktivace prokazana
béhem 1. roku po HSCT (roky)

33

53

59

62,25

69

Karnofského skore pacientli v dobé
HSCT, ktefi méli CMV
reaktivaci/primoinfekci béhem

1. roku po HSCT (%)

40

70

80

90

100

Karnofského skore pacientli v dobé
HSCT, u kterych nebyla CMV
primoinfekce/reaktivace prokazana
béhem 1. roku po HSCT (%)

40

60

75

90

100

Karnofského skore pacientii
transplantovanych v kompletni
remisi zakladniho onemocnéni
v dobé HSCT (%)

50

70

80

90

100

Karnofského skore pacientt,

u kterych nebylo dosazeno
kompletni remise zédkladniho
onemocnéni v dobé HSCT (%)

20

57,5

70

90

100

Karnofského skore pacientti
transplantovanych myeloablativni
m piipravnym rezimem (%)

40

80

90

90

100
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Karnofského skore pacientti
transplantovanych pfipravnym
rezimem s redukovanou intenzitou
(%)

20

60

70

85

100

Maximalni hodnoty CMV
DNAémie béhem 1. roku po HSCT

u pacientd, u kterych se vyvinula
CMV nemoc (cp/ml)

110

930

3280

6 750

1 130 000

Maximalni hodnoty CMV
DNAémie béhem 1. roku po HSCT
u pacientd, bez CMV nemoci
(cp/ml)

2490

3760

12 400

51 600

874 000

4.4 Klinicka a virova rezistence na ganciclovir

Kumulativni doba 1é¢by u pacienti
s klinickou rezistenci (pocet dni)

39

66,5

97

155,5

245

Kumulativni doba 1é¢by u pacientii
citlivych k 1é¢bé (pocet dni)

22

39

63

142

Maximalni kvantita CMV
v periferni krvi u pacientd
s klinickou rezistenci (cp/ml)

7 660

27400

41 500

478 100

1 130 000

Maximalni kvantita CMV
v periferni krvi u pacientti
citlivych k 1é¢bé (cp/ml)

252

1810

1 460

7990

148 000

CMV DNAémie v dobé& ptevodu
z ivodni na udrzovaci 1é¢bu

u pacientt s klinickou rezistenci
(cp/ml)

700

852,5

1305

2 605

178 000

CMV DNAémie v dobé& pievodu
z ivodni na udrzovaci 1é¢bu

u pacientu citlivych k 1écbé
(cp/ml)

130

251,25

437

1 068,7

5690

Doba do 1. CMV detekce u
pacientil s klinickou rezistenci k
1é¢be (pocet dni od HSCT)

15

19

27

29

47

Doba do 1. CMV detekce u
pacientt citlivych k 1é¢bé (pocet
dni od HSCT)

22

34

41

295

90



Doba do zahéjeni virostatické
terapie u pacientl s klinickou
rezistenci (pocet dni od HSCT)

19

25

31

41

48

Doba do zahgjeni virostatické
terapie u pacientt citlivych k 1é¢bé
(pocet dni od HSCT)

15

34,5

42

50

329

Pocatecni CMV néloz u pacient
s klinickou rezistenci (cp/ml
periferni krve)

225

515

1070

5260

15200

Pocate¢ni CMV ndloz u pacientt
citlivych k 1é¢bé (cp/ml periferni
krve)

105

222,5

455

1 090

7 530
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Graf. ¢. 5. Vyvoj CMYV virémie u pacienta ¢. 1

s prokazanou virovou mutaci L595F vedouci k rezistenci na VGCV
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Graf ¢. 6. Vyvoj CMYV virémie u pacienta ¢. 2

s prokazanou virovou mutaci M4601I vedouci k rezistenci na VGCV
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Graf. ¢.7. Vyvoj CMV virémie u pacienta ¢. 3

s prokazanou virovou mutaci A594V vedouci k rezistenci na VGCV
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19.02.2015 -
23.02.2015 -
27.02.2015 -
03.03.2015 -
07.03.2015 -
11.03.2015 A
15.03.2015 -
19.03.2015 A
23.03.2015 -

27.03.2015
31.03.2015 -
04.04,2015 -

08.04.2015 -
12.04.2015 4
16.04.2015 -
20.04.2015 -
24.04.2015 -
28.04.2015 -
02.05.2015 -
06.05.2015 -
10.05.2015 |
14.05.2015 -
18.05.2015 -
22.05.2015 1
26.05.2015 -
30.05.2015 -
03.06.2015 -
07.06.2015 -
11.06.2015 A
15.06.2015 -
19.06.2015 -
23.06.2015 |
27.06.2015
01.07.2015
05.07.2015
09.07.2015
13.07.2015 -
17.07.2015 -
21.07.2015 4
25.07.2015 7
29.07.2015
02.08.2015
06.08.2015
10.08.2015 -
14.08.2015 -
18.08.2015 4
22.08.2015 |
26.08.2015
30.08.2015 -
03.09.2015
07.09.2015
11.09.2015 1
15.09.2015 -
19.09.2015
23.09.2015
27.09.2015 -
01.10.2015
05.10.2015
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