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1. SOUHRN

Autorka Ing. Sarka Knotkova

Néazev Mozny benefini efekt koinfekce GBV-C/HGV u HIV pozitivnich pacith
Bakal&ska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Studijni obor Zdravotni laborant

Cil prace Cilem této prace jeiiplizit problematiku koinfekce vir GBV-C/HGV a HIV
a vyhodnotit potencialni benéfii vliiv GBV-C/HGV pro HIV pozitivni pacienty

Metody: Srovnani vysledkz dostupné literatury a vyhodnoceni vysleaizkumu
probihajicim WCeské republice, kterého jsem se osolfastnila fii laboratorni
diagnostice recentni i anamnestické infekce GBV®&YH

Vysledky. Oproti za¥ram rekterych studii citovanych v meé praci atitdeského
vyzkumu doséahli vysledk které pouze naznaji jisty trend poukazujici na pozitivni
pusobeni pitomnosti infekce GBV-C/HGV u HIV pozitivhich pacit, z nichZ jen
nekteré byly statisticky signifikantni a neprokazigk preswedcivy benefitni efekt
koinfekce vifi GBV-C/HGV a HIV.

Zawr: Vysledky studii jsou rozmanité, a proto nelzenduserici, Ze existuje
benefini efekt koinfekce vit GBV-C/HGV a HIV. Tyto viry se vSak spolu beze spor
ovliviuji diky prokdzanému inhitmimu vlivu viru GBV-C/HGV na virus HIMn vitro,

a proto jeiteba se tomuto vyzkumu i nadaknoevat.



2. ABSTRACT

Author. Ing. Sarka Knotkovéa

Title: Potential Beneficial Effect of GBV-C/HGV Co-infetion in HIV Positive
Patients

B. S. Thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachiiadec Kralové

Field of study Medical Laboratory Technician

The Obijective of the Thesi$o expound problematics of the co-infection of\GB
C/HGV and HIV and to assess the potential benéficfuence of GBV-C/HGV upon
HIV infected patients.

Methods Comparison of results found in literature deghmth the given problematics
and the evaluation of results of the research tpkinrently place in the Czech

Republic in which the author has taken part (latmoyadiagnostics).

Results Unlike the conlusions of some of the studies gdah my thesis the
researchers in the Czech Republic reached reshithwnly indicate a certain trend
towards an beneficial impact of the GBV-C/HGV irtien upon HIV infected patients;
only some of these results proved to be stati$fisggnificant and do not bring forth a
sufficient beneficial effect of the GBV-C/HGV and\Hco-infection.

Conclusion The results of the studies being varied it islhapossible to prove the

occurance of the beneficial effect of GBV-C/HGWdHIV co-infection. Yet a certain
kind of a mutual influence between the discusseases is evident as a result of the
proved inhibition of the GBV-C/HGV virus on the HWrusin vitro. Further research

in this direction seems to be necessary.



3. SEZNAM ZKRATEK

AIDS ... Acquired ImmunoDeficiency Syndrom (syndroiskaného selhani imunity)
anti-E2 ... protilatky proti obalovému glykoproteift2 viru GBV-C/HGV

CART ... Combined AntiRetroviral Therapy (kombinovaardiretrovirova terapie)
cDNA ... copy DNA (deoxyribonukleova kyselina vznikléeverzni transkripci
z ribonukleové kyseliny)

DNA ... DeoxyriboNucleic Acid (deoxyribonukleova kyse)

ELISA ... Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (imunognava analyza)

ESLD ... End-Stage Liver Disease

GBV-A ... GB Virus A (GB virus typu A)

GBV-B ... GB Virus B (GB virus typu B)

GBV-C/HGV ... GB Virus C / Hepatitis G Virus (GB visutypu C / virus hepatitidy G)
GBV-C/HGV RNA ... Ribonucleic Acid of GB virus C / Hkhatitis G Virus
(ribonukleova kyselina GB viru typu C / viru hepily G)

gp ... glykoprotein

HAART ... Highly Active Antiretroviral Therapy (vys@& aktivni antiretrovirova
terapie)

HCV ... Hepatitis C Virus (virus hepatitidy C)

HCV RNA ... Ribonucleic Acid of Hepatitis C Virus fronukleova kyselina viru
hepatitidy C)

HIV ... Human Immunodeficiency Virus (virus lidskéimunodeficitu)

HIV RNA ... Ribonucleic Acid of Human ImmunodeficiepcVirus (ribonukleova
kyselina viru lidského imunodeficitu)

IFN-y ... Interferon gama

IgG ... Immunoglobulin G

IL ... Interleukin

MIP-1a, 18 ... Macrophage Inflammatory Protein

NS ... Non-Structural Protein (nestrukturni protein)

PCR ... Polymerase Chain Reaction (polymerazetaova infekce)

RANTES ... Regulated On Activation, Normal T-Celdessed And Secreted

RNA ... Ribonucleic Acid (ribonukleova kyselina)

RT ... Reverse Transacription (reverzni transkripce)



RT-PCR ... Reverse Transcriptase-Polymerase ChaintiRegpolymerazovéetzova
reakce s fedchozi reverzni transkripci)
SDF-1 ... Stromal-Derived Factor
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4. UVOD

Ve své praci se za¥tuji na problematiku HIV pozitivhich pacienta vlivu
souwasné infekce virem GBV-C/HGV. Tento virus je v dme&lol# povaZzovan za
nepatogenni, ifve predpokladana souvislost mezi infekci GBV-C/HGV a ikem
hepatitidy se nepotvrdila. Zajem o virus GBV-C/HG¥ak timto zji&nim neskotiil,
nadale se hledaji souvislosti s jinymi infekcemgpiklad s infekci virem HIV.
V riznych studiich se tak ¢aly sledovat ukazatelé infekce GBV-C/HGV u HIV
pozitivnich pacient spolu s prognostickymi markery HIV infekce, délkptezivani
HIV infikovanych osob a rozvojem onemdaen do stadia AIDS. Bkteré studie
piinaseji vtomto ohledu slibné vysledky. Ve své ps pokusim fiblizit vysledky
raznych zahragnich studii, srovnat je s vysledky vyzkumu probitiaj vCeské
republice a vyhodnotit, zda skate& virus GBV-C/HGV znamendé pro HIV pozitivni
pacienty #jaky benefit.

4.1. Zadani — cil prace

1. shrnuti zndmych informaci o viru GBV-C/HGV

2. shrnuti informaci tykajici se koinfekce viru GEBY/HGV a viru HIV, ovlivreni
prognostickych markérinfekce HIV a mechanisi kterymi GBV-C/HGV na HIV
pusobi

3. prezentace vysledkjediné studie \eské republice tykajici se koinfekce viru
GBV-C/HGV a viru HIV

4. vyhodnoceni moznych bengfich vliva GBV-C/HGV infekce u HIV

pozitivnich pacierit
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5. VIRUS GBV-C/HGV

5.1. Historie

Historie objeveni viru GBV-C/HGV vystluje celou zkratku, ktera se dnes pro
tento virus BZr¢ pouziva. Virus byl totiz objeven na dvoiznych mistech, a to zcela
nezavisle na s@b Poprvé virus GBV-C/HGV popsal Simons v roce 1985vySeteni
séra chicagského chirurga s akutni hepatitidou¢ ke &) bylo odebranoieti den po
vzniku Zloutenky. Nasledna vy$ehi prokazala, Ze izolovany virus je odliSny oduvir
hepatitidy A, B, C, D i E. Inicialy jména onoho neamého lékee byly G. B., a prav
podle nich byl no¥ objeveny virus nazvan — GB virus typu C (GBV-CinBns et al.,
1995).

O rok pozdji, tedy vroce 1996, Linnen izoloval tentyz virusd pacieni
s chronickou non-A a non-B hepatitidou a domniwal Ze prav virus hepatitidy G
(HGV), jak jej tehdy nazval, je novymipodcem hepatitidy (Linnen et al., 1996).

Vroce 1997 genova analyza porovnavajici genom obow objevenych viit
poukazala na homologii jejich izotata jednoznéné¢ se tak podido prokazat, ze se
jedna o izolaty jednoho a téhoz viru (Zanetti et 8997). Pro ozri@ni tohoto viru se
nakonec ujal&asto pouzivana zkratka GBV-C/HGV, ktera respekale pracovis,

ve kterych byl virus izolovan.

5.2. Systematika
Virus hepatitidy G, neboli GBV-C/HGV (GB virus Clpatitis G virus) jerazen do
celedi Flaviviridae spolu s dalSimi druhy vir které uc¢lovéka mohou vyvolavat
zavazna onemoeni, jako je napiklad virus Zluté zimnice, komplex virjaponské
encefalitidy, viry horéky Dengue, komplex wvir klistové encefalitidy nebo virus
hepatitidy C.
Tyto viry jsou v ramctelediFlaviviridae rozcleny do i roda:
e Hepacivirus
e Flavivirus
e Pestivirus
Ty se navzajem liSi antigennimi a biologickymi cideristikami. Pro jejich vzdjemnou
podobnost je GBV-C/HGWazen do roduHepacivirus spolu s virem hepatitidy C
(Votava et al., 2003). Do stejného rodu jsou zataeeeny i GBV-A a GBV-B, které
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predstavuji dva typy viru GB, které byly izolovankme infikovanych opic (Linnen et
al., 1996).

5.3. Struktura viru

GBV-C/HGV je obaleny RNA virus s jedinym celistvyatdknem RNA o kladné
polaritt a délce 9,4 kb, s kubicky symetrickou kapsidound@de GBV-C/HGV si je do
ur¢ité miry podobny s genomem viru hepatitidy C, niotheSak ne natolik, aby mohl
byt prohlasen za jeho genotyp (Simons et al., 1996)asti obalu GBV-C/HGV jsou
peptidy E1 a E2, které maji praygbdobré vyznam pro usnaéni priniku viru pgres
membrany hostitelskych béik (Pérez-Lopez et al., 2009).

5.4. Genotypy

U viru GBV-C/HGV rozliSujeme v dnesni doBest genotyfp které jsou vazany na
rizné geografické oblasti. Jako prvni byly pops&nhgenotypy:

* genotyp 1 (vazany na zapadni Afriku)

* genotyp 2 (severoamericky a evropsky)

* genotyp 3 (vyskytujici se v Asii)
Pozdiji byly sowasré - jako genotyp 4 - popsany viry vazané na jiznfikdf a na
jihovychodni Asii, gicemz jako genotyp 4ustal jihovychodoasijsky a genotyp z jizni
Afriky dostal ¢islo 5 (Tucker & Smuts, 2000). Posledni objevengioggp 6 je spjat
s vyskytem v Indonésii (Muerhoff, 2006).

5.5. Misto replikace viru

Po translaci a produkci polyproteinu je pomoci Rp#lymerazy, ktera se nachazi
v nestrukturalnim proteinu NS5B, transkribovan tiega iettzec RNA, podle kterého
se nasledh prepisuje pozitivnifettzec RNA. Z toho etelrt vyplyva, Ze detekce
negativnihorettzce RNA vypovidd o aktivnim procesu replikace vifien byl sice
prokazan ve vzorcich jaternich biopsii, nickhée ukazalo, Ze se nereplikuje prim&arn
jen v hepatocytech, coz dokladaji vysledkygmnych studii uvedenych &#lanku Mohra
& Stapletona (2009). Ndiklad @i koinfekci virem hepatitidy C a GBV-C/HGV byla
v jatrech pacierit nalezena &s3i koncentrace HCV RNA, oproti vyznagrvySsi
hladint GBV-C/HGV RNA v jejich séru. V jiné studii byl Zfovan pondr nalezu
GBV-C/HGV RNA v jatrech a v sérufigemz tento porr byl mensi nez 1. Dale nebyl
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u pacient po transplantaci jater zji8t pokles hladiny GBV-C/HGV RNA v séru, jak je
to typické pro infekci virem hepatitidy C (Mohr &&pleton, 2009).

GBV-C/HGV RNA byla prokazana a byla produkovana aT B lymfocyty
odebranymi od infikovanych paciéntZ T lymfocyth to byly jak CD4+, tak CD8+
subpopulace, které virovou nukleovou kyselinu obsaly. V burgéné kultde in vitro,
obsahujici izné typy lidskych butk pak byl pozitivni ndlez GBV-C/HGV RNA
v mononuklearnich hikach periferni krve (Mohr & Stapleton, 2009). Virbyl na
zaklad vysledki dalSich studii prohlaSen za lymfotropni. Jehoikapk byla dale
prokadzana v hikach cévniho endotelu a také v kostiérd a ve slezie Zda se, Ze
lymfocytové progenitory by mohly byt mistem primérreplikace viru (Handa
& Brown, 2000; Stapleton, 2003) Tyto zéty podporuji teorie o tom, Ze GBV-C/HGV

nema pimou souvislost se vznikem hepatitidy.

5.6. GBV-C/HGV a jim zpiasobena onemocéni

GBV-C/HGV byl zpa@atku spojovan jak s akutni, tak s chronickou héidati jinak
nejasného etiologickéhotpodu, ktera neni Zisobena viry hepatitid A az E, tedy
s takzvanou non A-E hepatitidou. Nésledné kliniskédie nicmé# Uzky vztah mezi
GBV-C/HGV a hepatitidou (Stapleton, 2003). Stejak se nepotvrdily i@dpoklady
o souvislostech mezi infekci GBV-C/HGV a onem&dm rekterych dalSich orgdn
jako napiklad onemocénim ledvin nebo kostniidre. V dnesni dob tedy virus GBV-
C/HGV neni pimo spojovan s konkrétnim oneme&oim, Ize o ®&m fici, Ze jde
0 nepatogenni virus (Baggio-Zappia & Hernandes &mn2009; Mohr & Stapleton,
2009).

5.7. Epidemiologie

Stejre jako virus hepatitidy C, je i virus GBV-C/HGV rd#sn celoswtove a mize
zpisobovat persistujici infekci. Prevalence GBV-C/H®NA sledovana u zdravych
dardi krve, je ve vysglych zemich asi 1-10%, v rozvojovych zemich jsdo farocenta
vy3Si. VCeské republice se prevalence GBV-C/HGV RNA pohybkigem 6,3%.
Prikaz protilatek proti obalovému peptidu E2 (anti-§&) vyraze vy3si (v Ceské
republice je to asi 14,3%). Tento fakt vypovidanané promaéenosti zné populace
(Aster et al., 2005).
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Prevalence GBV-C/HGV je vysSi u jedinckteri jsou sodasré postizeni gjakou
jinou parenteraky nebo sexuathpienosnou infekci. Ndfklad u jedind infikovanych
zarovar virem hepatitidy C se prevalence GBV-C/HGV pohybupezi 20-30%
(Stapleton, 2003).

U HIV pozitivnich pacient procento prevalence jak GBV-C/HGV RNA, tak
protilatek anti-E2 viznych studiich zna¢ kolisd, nicméa je statisticky pitkazné, Ze
vyskyt prokehlych i recentnich infekci je vyznararnvySSi nez u zdravé populace.
Napriklad Tillmann et al. (2001) ve své praci uvadi8®e,pozitivnich na GBV-C/HGV
RNA, 56,9% séropozitivnich a 26,4% zcela negativnvicouboru 197 HIV pozitivnich
pacienti. V souboru 271 HIV pozitivnich paciegnbyla podle studie Astera et al. (2005)
v Ceské republice prevalence GBV-C/HGV RNA 33,3% apkvalence 38,5% oproti
souboru 178 zdravych ddirckdy pozitivita GBV-C/HGV RNA byla 14,6% a pozitia
anti-E2 16,3%.

5.8. Zpiasob prenosu

GBV-C/HGV se penasi gkolika moznymi zfisoby, kterymi potvrzuje teorii o tom,
Ze jde prav@podobr o virus lymfotropni. Nejvyznan@sim z nich je parenteralni
zpusob genosu, kdy vyrazhvétsi riziko moznosti infekce nesou jedindiijfmajici
transfuzi plné krvedi krevnich produld, uzivatelé intravendznaplikovanych drog,
pacienti dochazejici na hemodialyzu, na akupunktoayStvnici tetovacich salan
apod. Je mozny iipnos sexualnim kontaktem, a dastji, nez jak je tomu u viru
hepatitidy C, pro ktery je tento @pob genosu relativé vyjimecny. Stejr tak
i perinatalni z@sob @enosu, tj. penos z matky na dit je u GBV-C/HGV vyraza
¢astjSi, nez u vyse zmémého viru hepatitidy C. V matském mléce nebylaffpomnost
viru GBV-C/HGV prokazana, a tudiz je tentoigpb genosu nepravghodobny (Aster
et al., 2005)

5.9. Diagnostika

Diagnostické metody pro {kaz GBV-C/HGV byly vyvinuty uz vroce jeho
objevu, tedy v roce 1995. V dnesni dake vyuziva zejména molekulérbiologicka
metoda PCR (Polymerase Chain Reaction, polymera&Zova reakce) sipdchozi
reverzni transkripci (RT-PCR), pomoci které ve wkmoprokazujeme ifitomnost ¢i

negitomnost virové RNA. R pouziti modergjSi real-time PCR rizeme vysledek

15



i kvantifikovat. Ritomnost GBV-C/HGV RNA ve vzorku vypovida o peaprobihajici
infekci. Virémie GBV-C/HGV ntZe getrvdvat desetileti, nicménu WwtSiny
infikovanych jedin@ mizi do dvou let od infekce (Mohr & Stapleton, 200

Anamnéza prothlé infekce GBV-C/HGV je zalozena na detekci paték proti
obalovému glykoproteinu E2 (anti-E2). Tyto protihat se prokazuji komeéni
soupravou pro ELISA test, nicm&ond tohoto vySéeni se jiz upousti, protoZetaz
protilatek nema pro kliniky zadny vyznag$i efekt oproti detekci recenmprobihajici
infekce piikazem virové RNA. V dnesni débse dokonce tyto soupravy jidilvec
nevyralgji (Zarek, firma ROCHE, osobni s&kni). O protilatkach proti obalovému
peptidu E2 vime, Ze maji — na rozdil od protilapeéti viru hepatitidy C — protektivni
charakter a jejich iitomnost (bez pozitivniho nalezu virové RNA)¢ddi o diive
probhlé infekci. Naopak pitkaz samotné virové RNA bez nalezu protilatek vypavi
o aktivni replikaci viru. Paklize jsou ve vysledkwzitivni jak protilatky, tak virova
RNA, jednd se o fazi eliminace viru z organismutoTdoba je u HIV pozitivnich
pacienfi vyznamri prodlouzena diky zhorSenému stavu d@mé slozky jejich

imunitniho systému (Mohr & Stapleton, 2009).
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6. VIRUS HIV

6.1. Systematika

Virus HIV 1 a 2radime doceledi Retroviridae podieledi Orthoretrovirinaea do
rodu Lentivirus Neéktefi prislusnici tohoto rodu jsou schopni vyvolavat infekmouze
pomalu se rozvijejici (protd.entivirus — lentus = latinsky pomaly) s naslednym
zhorSujicim se @béhem a fatalnim zé&vem. Krong dvou typi viru HIV — HIV-1
a HIV-2 - sem pat nagiklad i virus imunodeficitu kéek apod.

Typy vira HIV-1 a HIV-2 se v mnoha s#nech liSi. Podle genetickych odliSnosti se
dale rozliSuji jednotlivé genotypy, u HIV-1 jich istuje jedenact, u HIV-2 Sest. DalSi
rozdily mezi obma typy najdeme v jejich rozdilnéniyodu - HIV-1 je gibuzny viru
opiciho imunodeficitu ze Simpafz(SIVep), HIV-2 pak souvisi se stejnym virem
pochézejicim z mangalie{SIVsy). Oba typy se liSi i svou patogenitodigemz HIV-2
je mér¢ patogenni aidie se pendsSi z matky na novorozence. HIV-2 je typicky pro
vyskyt v rozvojovych zemich, v naSich oblastechps& vyskytuje zejména HIV-1.

Rozdily nalezneme i v antigenni vylgasbou tym viru HIV (Votava et al., 2003).

6.2. Replikace viru

Charakteristickym znakemiigluSniki ¢eledi Retroviridaeje pfitomnost enzymu
reverzni transkriptazy, diky které jsou viry schpiepisovat svou genomovou RNA
na dvouvlaknitou DNA. Diky dalSimu enzymu integrdeepak virus schopen danit
se do DNA hostitelské hilky jako provirus, coz je nazev pro kopii retroviénn
genomu (Votava et al., 2003). Zde se nachazi wntaitgpodoks az do chvile, kdy je
hostitelska bitka aktivovana. Tim se aktivuje fippmny provirus, je zahajena replikace
virové nukleové kyseliny a tvorba virovych protieia glykoproteii. Vysledkem je
vznik virioni, které nasledh prostupuji cytoplazmatickou membranou hostitelské
buiiky; tou jsou pi tom obalovany a hostitelska tika lyzuje. Replikace viru probiha
bud’ v T-lymfocytech (tyto biiky infikuji tzv. T-lymfotropni (X4) kmeny), nebo
v makrofazickti dendritickych bukach (tzv. kmeny R5) (Krejsek & Kopecky, 2004).

Reverzni transkriptdza je jednou ¢ obrovské variability kmeih vSech
retrovini. Diky negesnostem, které vznikajitipreverzni transkripci (enzym neni
vybaven schopnosti opravit nespravreilenény nukleotid vietzci), vznika velké
mnoZstvi mutant. DalSimagodem vyrazné variability, a to zejména u viru HI¥,

i velmi Siroky rozsah jeho mnozZeni v organismu. &§a#len v organismu vznikne vice
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nez 168 novych virioni, které jsou vzajeninlehce geneticky odlisné. Takova populace
blizce fibuznych, ale geneticky se liSicich viriose nazyva quasispecies (Votava et
al., 2003).

6.3. Zpasob prenosu

Virus HIV se enasSi parenterain sexualnim kontaktem i perinatélra byl
prokazan iv maiském mléce, takZze se naé&ditienaSi nejen transplacent&rrale
i kojenim (Votava et al., 2003).

6.4. Diagnostika

Infekce virem HIV se dnes nejbrgji diagnostikuje nefimym piikazem
specifickych protilatek pomoci ELISA testuigEmz se musi dbat na moznost vyskytu
faleSnych pozitivit, a to i i@sto, Ze pouzivané antigeny praikaz protilatek jsou
rekombinantni. Postup Wipad sérologické pozitivity je tedy takovy, Ze se viore
posila na konfirmaci, coz znamena provedenikgzu protilatek jinou dete€ki
soupravou. Paklize je vysledek i nadale pozitivkbnfirmuje se dale pozitivita
technikou imunoblotu, pomoci kterého jsou detekgvapecifické protilatky proti
riznym virovym proteidm a glykoproteiim. V tomto testu je pak nutnd asipo
minimalni kombinace pozitivit proti zakladnim vingwm proteirim, aby vysledek mohl
byt prohlasen za pozitivni s definitivni platno@tirejsek & Kopecky, 2004). Kro
faleSnych pozitivit mZe u ptikazu protilatek nastat i situace, kdy vysledek B t8stu
je faleSr negativni. To se fi¥e stat v situaci tzv. ,diagnostického okna“, cepdobi
mezi z&atkem infekce a reakci organismu, ktera se prdjsibou protilatek. Tato
doba nize byt dlouha odit do osmi tydid. Diagnostika v tomto obdobi (nidklad
u dara krve, u kterych je nutné mit jistotu, Ze nejsofikimvani HIV) je zalozena hii
na pfikazu virové RNA metodou RT-PCR, nebo naikazu virového tknového
proteinu p24, ktery jeiftomen zhruba prvnichitrnact dni po infekci, tedy jeSpied
produkci specifickych protilatek. V dnesni daodxistuji diagnostické soupravy, pomoci
kterych se prokazuje jakiipomnost specifickych protilatek, takiifpmnost antigenu
p24 (Chu & Selwyn, 2010).
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6.5. Epidemiologie

Swtova zdravotnickd organizace sleduje vyskyt nakgdervirem HIV a podle
zatim posledni vydané statistiky urené v prosinci roku 2009 je naggy 33,3 milioni
Zijicich lidi pozitivnich na HIV, z toho 30,8 mild tvori skupina dosglych (z nichz
15,9 milién jsou Zeny) a 2,5 milibnuéti. Now infikovanych osob bylo v roce 2009
asi 2,6 miliéri, umrti v souvislosti s AIDS byloijblizng 1,8 miliénu (42). Ceské
republice bylo k prosinci roku 2009 zaznamenandkesral 1344 HIV pozitivnich
jedinai, now infikovanych osob za rok 2009 bylo 157 (o 6,1%eviez v pedeSlém
roce), zerrelych 212 (43).

6.6. Pribéh infekce

Pro aplnost se pokusintiblizit alespai strutny pribeh infekce virem HIV. Virus je
lymfotropni, proto se po jeho vstupu do organisnyuazre pomnoZzi v lymfatickych
uzlinach. Nasledhdojde k uvolgni viriona do krve a ke vzniku viremie. U viru HIV k
ni dochazi az po ¢kolika tydnech od infekce (jak uz jsem popsala Yyyaeje
doprovazena klinickymi ifiznaky podobné dipce. Toto obdobi je nazyvano jako
stadium primarni infekce, které trvar&dech tydd aje zakoteno spontdnnim
vymizenim klinickych piznak.

Laboratorg v tomto stadiu zachytime vysoké mnozstvi virovéARNKrvi, havic je
zvySena sedimentace a hladina reaktahiutni faze zatu. Krevni obraz je provazen
typickou lymfopenii (dochazi klyze lymfoayt a prakticky ve vSechfifpadech je
snizeny podil pomocnych CD4+ T lymfodyh naopak vyraznvyssi podil tlumivych
cytotoxickych CD8+ T lymfocyt. Ne zcela optimalni vyp&dni hodnotu ma zjidhi
hladin rekterych cytokiri, piipadré jinych molekul charakteristickych pro aktivaci
imunitniho systému.

Po stadiu priméarni infekce nasleduje obdobi bemakového nosstvi, kEhem
né¢hoz u infikovanéhdalovéka nejsou fitomny Zadné klinické projevy, nicmé&mirus se
béhem této doby dale intenzigrreplikuje, tentokrat vSak v likach sekundarnich
lymfatickych orgaid. V tomto obdobi se rozviji reakce imunitniho sysié— objevu;ji
se cytotoxické CD8+ T lymfocyty, které specifickgaguji s bitkami infikovanymi
HIV, lyzuji je a zarove produkuji latky, které pottaji virovou replikaci. Dochazi tak
k jakémusi rovnovaznému stavu, kdy je zanik CD4+ Iyimfocyta relativre

kompenzovan vznikem novych, nicnégejich paiet se ve skutamosti neustale snizuje.
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Bylo prokazéano, zeim vysSi je hladina kopii virovych RNA, tim rychlejochazi ke
ztrak CD4+ T lymfocyti, atim i ke kratSimuipzivani jeding. Této skuténosti se
vyuziva k uteni miry progrese onemasri. P@et CD4+ T lymfocyt a tzv. virova
naloz (p@et kopii virove RNA) jsou ukazatele, kterych se Xy ke stanoveni
piipadného p&atku aplikace antiretrovirové terapie.

Stadium bezfiznakového nosstvi trvd u jednotlivych pacieitrazré dlouho,
vétSinou viadu let. Imunitni systém organismu se vSak neustal@hou o potteni
replikace viru vysiluje, dochazi k stalét¥im ztratam CD4+ T lymfocyta v 85-90 %
piipadech pak onemoéni dale progreduje do stadia rozvinutého syndroiskaného
imunodeficitu (AIDS). Pro toto stadium je charakdgcky vyskyt rozmanitych infekci
zpisobenych nedostateosti imunitniho systému. Postizeny jsotizme organove
soustavy: kze, dychaci soustava, gastrointestinalni trakt reeposledniradé pak
centrélni nervovy systém.

BohuZel virus HIV stale wii nad¢lovékem a neexistuje jedinec, u kterého by se
poddilo virus z organismu zcela eliminovat, a to jakosfanr, tak |&bou. U
nel&eného jedince se doba meziatkem infekce a umrtim pohybuje okolo deseti let.
Lécba je v dnesSni dabzaloZzena na kombinacikolika 1éki zaloZenych na inhibici
replikace viru, a to jednak na inhibici reverznanskriptazy a jednak na inhibici
virovych proteaz. Kombinacetdhto dvou tyj Iéka nese zkratku HAART - Highly
Active AntiRetroviral Therapy (dnes ngv cART — Combinated Antiretroviral
Therapy), je velmi nakladna &ipasi pacientovi mnohé négmné a zavazné vedlejSi
(einky (Votava et al., 2003).
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7. INFEKCE VIREM GBV-C/HGV U HIV POZITIVNICH PACIEN TU

| ptes intenzivni vyzkum se stale neptiltaodhalit zpisob, jak preventivchranit
zdrave jedinceid infekci virem HIV, ani jak zcela vy# jedince jiz infikované. Stale
se hledaji nové #soby, jak by bylo mozné virus HIVigkonat, a proto jsou jakékoli
moznosti podrobovanyedeckym vyzkunim. V zajmu ¥dci se tak objevila i teorie, Ze
sowasna infekce virem GBV-C/HGV znamena pro HIV paoziti pacienty ufitou
nacji v rozvoji AIDS.

U HIV pozitivnich pacient dochazicasto ke koinfekcim, a to zejména s viry
hepatitid. Pro koinfekce virje ¢ast& charakteristicka zma prognozy HIV pozitivnich
pacienti. Nagiklad koinfekce viru hepatitidy B a viru hepatitidy délku Zivota HIV
infikovanych paciert sniZzuje a nema dobry vliv na vyvoj nemoci. Oba tyiry ¢asto
zpisobuji rychlejsi progresi jaterniho onemémin a navic se ukazuje, Ze jejich
piitomnost zvySuje moznost hepatotoxicity antiretrotik (Moodie et al., 2009; Kumar
et al., 2008). Oproti tomu vliv séasné infekce GBV-C/HGV a HIV se naopak jevi
jako pozitivni. Jiz na konci 90. let 20. stoletfkalik let po objeveni viru GBV-C/HGV,
se objevuji publikace, které se touto problematikabyvaji. Podle ¢kterych studii se
zdéa byt koinfekce GBV-C/HGV a HIV jejim nositeh prosgsna. Bi srovnavani HIV
pozitivnich jediné bez a se s@asnou infekci GBV-C/HGV vysly ve studiich najevo
zajimavé skutosti — pacienti s koinfekci GBV-C/HGV i delSi dobu pezivani,
byla u nich zaznamenana vyrazdelSi doba nastupu AIDS, a ti pacienti,iktez ve
stadiu AIDS byli, vykazovali pomalejSi progresi amacreni. Pozitiva byla
zaznamenana i na laboratorni trovni. Koinfikovaagienti néli vySSi hodnoty CD4+ T
lymfocyta a nizSi virovou naloz HIV v krvi, coZ jsou — jakegm jiZz uvedla vySe —
dulezité prognostické markery poukazujici na pozitjgh progndézu vyvoje nemoci.
Kromé toho byla infekce GBV-C/HG\Wastji zachycena u pacieitbez znamek
progresivni HIV infekce, nez u paciénte stadiu AIDS. Zajimavym fenoménem se pak
také jevi zvySeni virové naloze GBV-C/HGV po nasadzé&by HAART (Aster et al.,
2005).

V z&i roku 2001 byly uviejrény dw studie Tillmana a Xianga, ve kterych se @uto
zabyvali pra¢ problematikou koinfekce GBV-C/HGV a HIV. Vysledkyypovidaji
0 jejim giznivém vlivu na pezivani HIV pozitivnich paciefit Xiang et al. ve své studii
zroku 2001 sledoval vliv koinfekce GBV-C/HGV na lklé prezivani 362 HIV
pozitivnich pacient. Z nich jich ngélo 144 (39,8%) virémii GBV-C/HGV. Cel& skupina
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- bez ohledu na pozitivitu GBV-C/HGV - pak byladteana po dobutyi let. Za toto
obdobi zenelo 41 (28,5%) paciefitse sogasnou virémii GBV-C/HGV, zatimco
zentelych HIV pozitivnich pacieritbez sodasné viréemie GBV-C/HGV bylo 23 z 218
(56,4%; P<0,001). Nasledna Coxova regresni analyg&teré byla zohledna |&ba,
mnoZzstvi CD4+ T lymfocyt, vék, pohlavi, rasa a #gob genosu viru vedla ke zji&i,
Ze doba pezivani u pacieitinfikovanych pouze virem HIV je vyznarmamizsi nez
u &ch, ktei jsou zarov# infikovani virem GBV-C/HGV.

Ve stejné studii pak autozjistovali vzajemné fisobeni obou vir in vitro na
kulture mononukleérnich bk z periferni krve. Replikaci HIV zji®vali prikazem
antigenu p24 a prokazali jeji inhibictipsouasné infekci bukk GBV-C/HGV a HIV.
Naopak infekce abma viry nendla Zadny vliv na expresi povrchovych antigen
mononuklearnich bwk periferni krve (Xiang et al., 2001).

Tillmann et al. se ve stejném roce (2001) také wabylivem koinfekce GBV-
C/HGV na dlouhodoby efekt u HIV pozitivnich pacigntliz ve své prvni studii z roku
1996 tento pozitivni efekt prokazal, v této 8@V studii se jim opakova@rzabyva. Snazi
se odpowdét i na otazku, zda vifpack, Ze se pozitivni vliv koinfekce potvrdi, tento
pretrvava i po nasazenic¢ley HAART. Dale takéieSi otazku vzajemného ovlismi
virové naloze GBV-C/HGV a virové naloze HIV.

V této studii autdi sledovali skupinu 197 HIV pozitivnich pacié@nZ nich bylo 33
(16,8%) GBV-C/HGV RNA pozitivnich, 112 (56,9%)cho protilatky proti obalovému
proteinu E2 a 52 (26,4%) neétn Zadny marker charakteristicky pro infekci GBV-
C/HGV. U #ch pacieni, u kterych byla prokazana virova nukleova kyselihgla
potvrzena delSi dobaigrivani a zaroweu nich byl zaznamenan vyrazpomalejsi
piechod do stadia rozvinuteho AIDS (P<0,001 u obowvrsini). Také fezivani
pacienti, u kterych jiz doslo k rozvinuti AIDS, bylo lep8iGBV-C/HGV pozitivnich
pacienfi. | po nasazeni &by predpovidala fHitomnost GBV-C/HGV delSi ieziti
pacienta (P = 0,02). Virova naloz HIV byla nizsi pozitivitt GBV-C/HGV RNA, da
se tedyrici, Ze inverza korelovala s virovou nalozi HIV (r = -0,33, P<0]Q0ONaopak
nebyla ptikazna korelace virové naloze GBV-C/HGV a&po CD4+ burk. Krome
téchto zjiSenych skuténosti mize byt infekce GBV-C/HGV markeremiippmnosti
dalSich faktai, které vedou kifznivému vyvoji infekce HIV (Tillmann et al., 2001)

Na rozdil od uvedené Tillmanovy studie se ve studiroku 2010 prokazala
souvislost mezi GBV-C/HGV a gty CD4+ T lymfocyfi. Ve skupig 210 HIV
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pozitivnich pacient jich bylo 30% koinfikovanych GBV-C/HGV. Uéthto pacient
byla zjiS€na nizsi virova naloz HIV RNA a vysSi gg CD4+ T lymfocyti ve srovnani
s pacienty bez infekce GBV-C/HGV. Autdaké sledovali vliv jednotlivych genotyip
GBV-C/HGV. NejnizSi pety CD4+ T lymfocyti méli  koinfikovani pacienti
s genotypem GBV-C/HGV 1, naopak nejvySSitgoCD4+ T burk meli infikovani
genotypem 2b. Z toho vyplyva, Ze genotyp 2b by npaskytovat lepSi imunologickou
odpowd’ u HIV pozitivnich pacierit (Alcalde et al., 2010).

Pavodni studie vznikaly je8tv doke, kdy se k |éb¢ nepouzivala HAART (Highly
Active Antiretroviral Therapy), dnes n&v cART (Combinated Antiretroviral
Therapy), a tak vznikla otazka, zda a jaky vliv kefnbinace |8by a gitomnosti GBV-
C/HGV infekce na HIV pozitivni pacienty. Samotn&daé HAART (CART) - &koli
nedokaze virus z organismu zcela eliminovat - je pacienty obrovskymimosem
a jeji sila se neda srovnavatispbenim GBV-C/HGV. Nicmeénbeneféni efekt GBV-
C/HGV byl prokadzéan i u pacieintlé¢éenych HAART. Kron¢ toho, Ze virus GBV-
C/HGV je i v gitomnosti HAART schopen inhibovat replikaci HIW vitro (Berzsenyi
et al., 2005), dochazi jehdgobenim k redukci virové naloze HIV wéhych paciert

Ve studii Souzy et al. (2006) byly ndh@dmytvoieny & skupiny ze 175 HIV
pozitivnich pacient. Jedné skupinh byl podavan indinavir, druhé pak zidovudin
a lamivudin, teti zidovudin, lamivudin a indinavir. Auito sledovali virémii GBV-
C/HGV a jeji efekt na zimu virové naloze HIV a na zmy paitu CD4+ T lymfocyii
po zahajeni y. Prevalence GBV-C/HGV v celé skupihyla podobna jako v jinych
studiich (24%). U virové naloze HIV byl po nasaz&xby patrny vyraz§si pokles
u ch pacieni, ktefi méli spolu s HIV i sodasnou virémii GBV-C/HGV. U pi
CD4+ nebyl celko¥ zaznamenan vyznamny rozdil mezi jedinci s nebo ibikce
GBV-C/HGV. Nicmér v pribéhu 48 tydr Iécby byl prokazan vyssi get CD4+ T
lymfocytt u GBV-C/HGV viremickych pacieft ktei dostavali kombinaci lék
zidovudin a lamivudin ve srovnani &i bez infekce GBV-C/HGV. Tato studie tedy
doklada hypotézu, ze i fip 1écbé HAART je virémie GBV-C/HGV spojena
s vyrazgjSim ubytkem virové naloze HIV oproti GBV-C/HGV agmickym pacienim
a jeji efekt aistava pozitivni (Souza et al., 2006).

Zajimavym nazorem do problematiky koinfekce GBV-GM a HIV prispiva Van
der Bij et al. (2005) ve sveé studii, ve které gilani k teorii, Ze pra¥ probihajici

viremie GBV-C/HGV nemusi mit pro HIV pozitivni pacity benefini efekt, ale jeji
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snizeni nize mit efekt opé&ny, negativni. U skupiny 326 HIV-1 pozitivhich pewfi
sledoval spolu s virémii GBV-C/HGV také hladiny HRNA a p@ty CD4+ burk po
dobu osmi let. U pacieiit u kterych doslo v gibé¢hu této doby k vymizeni virémie
GBV-C/HGV, zaznamenaltikrat WtSi riziko progrese onemoémi zpisobené virem
HIV, neZ u &ch, kt&i virémii GBV-C/HGV nikdy nendli. Autoti na zawr vyslovili
hypotézu, Ze jfetrvavani viréemie GBV-C/HGV zavisi nafipmnosti dostateého
poétu CD4+ buwrk; vyznamny fakt, Zze dochazi ke snizovanictpoCD4+ burk
v pribéhu progrese onemoémni spojené s virem HIV, je takfipinou, nikoliv
dusledkem vymizeni virémie GBV-C/HGV (Van der Bijadt, 2005).

Az do této chvile jsem uvélh pouze studie, které potencialni betrwifi efekt
koinfekce GBV-C/HGV u HIV infikovanych paciehntpotvrzuji. Existuje ale celfada
studii, které se kémto zawrum negiklangji a které vliv GBV-C/HGV na hladinu
virémie HIV, na poéty CD4+ T lymfocyfi ani na progresi onemogmi souvisejiciho
s HIV nepotvrzuji. Vzajemné tgobeni GBV-C/HGV a HIV je véthto studiich
povazovano za neutralni (Bjorkmann et al., 2004ndDaci et al., 2003; Kaiser
& Tillmann, 2005; Kaye et al., 2005; Schuval et 2D05; Sheng et al., 2007; ) Existuji
rovnéz studie, ve kterych se atitoryjadiuji k benefénimu efektu koinfekce GBV-
C/HGV u HIV pozitivnich pacierit skepticky, ba dokoncefipisuji pritomnosti GBV-
C/HGV efekt negativni. V jedné studii (Rey et #0Q00) je virémie GBV-C/HGV
spojovana s nizSimi pty CD4+ T lymfocyti a s pitomnosti infekce virem

hepatitidy B.
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8. KOINFEKCE GBV-C/HGV, HIV a HCV

Pt studiu mozného benéfiiho efektu koinfekce viry GBV-C/HGV a HIV se nelze
nezminit ani o vlivu GBV-C/HGV # souwasné infekci viry HCV a HIV. Ke
koinfekcim viry hepatitid a viru HIV dochazi pémmé casto, patré z divodu
podobného, parenteralnihoidobu genosu infekce. Nemaly podil na tom ma i rizikové
chovani pacierit Prevalence infekce virem hepatitidy C v ramci Hpoézitivni
populace dosahuje ve vydpch zemich az 30% oproti 1% vyskytujici se v paegul
zdravych jeding. Infekce virem hepatitidy C u 55 az 85% padieptechazi do
chronicity a neni liS usgsre 1é&Citelna. U 20 az 30% HCV pozitivnich paciémak
dochazi k rozvoji jaterni fibrozy, cirhdzy, selhgaternich funkcii hepatocelularniho
karcinomu.

Pro HIV pozitivni pacienty znamenda saisna infekce virem hepatitidy C zhorSeni
progndzy onemocimi. Progrese chronické hepatitidy C je totik koinfekci s virem
HIV vyrazre urychlena a ke vzniku komplikaci wgmobenych fitomnosti viru
hepatitidy C dochazi mnohentive - viaddech let - nez u osob bez HIV, u kterych se
tyto problémy projevi viadech desetileti. U HCV/HIV koinfikovanych jedinge
zvySena pravipodobnost vyskytu komplikaci v podbbepatocelularniho karcinomu,
jaterni steatozy, fibrozy a cirh6zyasto s rozvojem do tzv. faze ESLD (End-Stage
Liver Disease), ficemz riziko rozvoje ESLD je u HCV/HIV pozitivnich panti asi
Sestkrat vySSi nez u jedindez HIV infekce. Krom téchto komplikaci s jatry dale
replikace HCV spolu s HIV postihuje imunitni systéikdy dochazi ke zvySené
chronické aktivaci CD4+ a CD8+ bék jez pak vede k dysfunkci imunitniho systému
a nasledné produkci cytokin které dale zesiluji replikaci HCV a HIV. Tentcagt
findlné¢ vede ke snizovani ptu T lymfocyti, k silngjSi supresi imunitniho systému
a k rychlejSimu rozvoji onemoeéni do stadia AIDS HCV/HIV pozitivnich pacient
oproti infikovanym pouze virem HIV. Nicmén negasgjSi pricinou umrti
koinfikovanych jedin@ HCV/HIV jsou vySe zmi#né jaterni komplikace (Operskalski
& Kovacs, 2011).

Co se tye &by koinfikovanych paciefitviry HCV a HIV, je Zadouci co nejive
nasadit |ébu HAART, protoZze pomaha zpomalit progresi jatdinémemocani, ale
zarovei muze byt jatiim nebezpéna pro svou zrmou hepatotoxicitu, ktera - jak uvadi
Moodie et al. (2009) - fZe byt diky vlivu viru hepatitidy C i zesilena. Bty &by
HAART u HCV/HIV koinfikovanych pacierit spaivaji mimo jiné ve zvy3eni gtu
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CD4+ burk, sniZzeni replikace HIV v jatrech, sniZzeni hlagmzartlivych cytokini,
zmen3eni prawgbodobnosti vzniku nekrozy jater, jejich z&in a progresi dalSich
jaternich onemocmi, jako je hepatocelularni karcinom, steatézarofip, cirhdza
s naslednym rozvojem do stadia ESLD (End-StagerlLidsease); diky tomu &é&a
HAART celkow prispiva ke sniZzeni mortality zEpinéné jaternim onemo&nim
(Operskalski & Kovacs, 2011).

Co se tge viru GBV-C/HGV, jeho koinfekce s virem hepatitidy se stala
piednttem zkoumani. Prevalence GBV-C/HGV u HCV pozitimipacieni se
pohybuje mezi 11 az 24% (Berzsenyi et al., 2005)prgvedenych studiich auto
hledali souvislosti mezi virem GBV-C/HGV a HCV u ikfikovanych pacient
Studovali mozny vliv na fibéh a prognézu onemoeéni, na pechod nemoci do
chronického stadia, na progresi jaterni fibrézyisgbené virem HCV i zemy
v hladinach transaminaz; Zzadné &ny, které by GBV-C/HGV u infikovanych virem
hepatitidy C vyvolal, se nicmémepotvrdily (Rambusch et al., 1998; Berzsenyilgt a
2007).

Naopak u koinfekce GBV-C/HGV a HCV u HIV pozitivhipaciend rizné studie
potvrzuji benefini efekt viru GBV-C/HGV, a to zejména sniZzenim wjtsk nebo
vyznamnym zpomalenim progrese jaternich onemdcnTento efekt byl potvrzen
pouze u pacients GBV-C/HGV virémii, jejiz pitomnost se ukazala jako &biva,
neba’ u pacient, u kterych jiz probhla eliminace GBV-C/HGV z organismu, Zzadné
zmeny v progresi onemoeni jater pozorovany nebyly (Berzsenyi et al., 2007)

Mechanismy vzajemnéhoagobeni vitt GBV-C/HGV a HCV u HIV pozitivhich
pacienti jsou gFedmétem dalSich studii. &ktefi autai predpokladaji, Zze se nejedna
o piimy kompetitivni vztah obou \it neba podle nich se GBV-C/HGV nereplikuje
v hepatocytech na rozdil od viru hepatitidy C (Berzyi et al., 2005), a moZnyivbd
zpomaleni progrese jaternich onemsgnu HIV/HCV/GBV-C/HGV koinfikovanych
pacienti I1ze hledat ve stavu imunitniho systému, kteryfjierpvéjSi diky pitomnosti
GBV-C/HGV se vSemi jeho tdledky (Berzsenyi et al.,, 2007). Ng&i studie,
zabyvajici setiznou expresi géna proteii spojenych s GBV-C/HGV u HIV/HCV
pozitivnich pacient poukazuje na to, Ze koinfekce GBV-C/HGVube souviset se
snizenim kritickych geihspojenych se signalizaci T hnvyskytujicich se v jatrech.
To by mohl byt jeden zidvodi pomalejSiho rozvoje jaternich onem&chv praibéhu
koinfekce GBV-C/HGV a HIV/HCV (Berzsenyi et al., 20).
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9. MECHANISMY P USOBENI GBV-C/HGV NA HIV INFEKCI

Viry HIV mohou vstupovat do buik, které na svém povrchu exprimuji molekulu
CD4. Ta slouzi viru HIV jako hlavni receptor. iy, které ji exprimuji, jsou T-
lymfocyty nebo makrofagové a dendritickénky. K samotnému vstupu da@&chto
burgk vSak HIV potebuje jedt piitomnost koreceptdr které gedstavuji chemokinove
receptory CCR5 a CXCR4. Kmeny HIV s tzv. M-tropismdprednosti infikuji
makrofagy a dendritické lily) vyuZivaji jako koreceptor CCR5, T lymfotropmhkny
HIV pak vyuZivaji jako koreceptor CXCR4. Interakeezi chemokinovymi receptory
a gpl20 zpsobi zapojeni gp41l, coz je nepostradatelny glykeprqro vstup HIV do
buiky.(Krejsek & Kopecky, 2004).

Zjisteni, ze GBV-C/HGV se replikuje v CD4+ T lymfocytechiedlo wdce ke
zvySené pozornosti, co segymoznych interakci mezi GBV-C/HGV a HIV. V mnoha
in vitro studiich se skut@é¢ projevil inhibiéni vliv infekce GBV-C/HGV na replikaci
HIV. Mechanismy psobeni viru, kterymi je replikace HIV inhibovanasoy
pravdpodobré multifaktorialni a staleigdstavuji zajimavyiedmet pro vyzkum.

Uz Xiang ve sveé fvodni studii z roku 2001 popsal inhibici replikat#V na
mononuklearnich hikach periferni krven vitro. | vétSina naslednych studii popisuje
mechanismy koinfekce lymfoayt viry GBV-C/HGV a HIV zji¥ované pray

v podminkéachn vitro.

9.1. Vliv GBV-C/HGV obalového glykoproteinu E2

Jeden z moznych mechanisnmhibice replikace HIV je vliv GBV-C/HGV na
chemokinové receptory na CDA4+ iach, které virus HIV vyuziva jako vstupni
koreceptory. Jedna se &w receptor CCR5, nebo CXCR4. Exprasihto receptar
ovliviiuje obalovy glykoprotein GBV-C/HGV E2, jak prokazaeé své studii nafklad
Mohr & Stapleton (2009). Ti sledovali inhdnii efekt glykoproteinu E#h vitro, a to jak
pii koinfekci burék viry GBV-C/HGV a HIV, tak pidanim samotného
rekombinantniho glykoproteinu E2 k CD4+ T i@m infikovanym pouze HIV.
Pritomnost glykoproteinu E2 v kikdch CD4+ vyvolava snizeni exprese receptoru
CCRYS5, a tim snizuje moznost vazby a vstupu dakun

Druhy efekt, ktery ma obalovy E2 v CDA4+ itkéch, je uvoldni rozpustnych
faktoni, prirozenych ligand povrchovych receptér a to jak receptoru CCR5, tak
receptoru CXCR4. Uvokné chemokinové ligandy tyto receptory obsazuji
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a kompetitivie tak inhibuji vstup viru HIV do biiky (Xiang et al., 2009). Izolaty HIV,
které vyuZivaji ke vstupu do bl koreceptor CCR5, jsou inhibovankemi dosud
znamymi ligandy. Jsou to RANTES (Regulated On Aation, Normal T-Cell
Expressed And Secreted) a makrofagové&ttiag proteiny (Macrophage Inflammatory
Protein) MIP-1. a MIP-13. Druhy vstupni koreceptor pro vstup viru HIV dorky
CXCRA4 je pak obsazovan SDF-1 (Stromal-Derived Factmz je zatim jediny znamy
ligand pro tento receptor (Mohr & Stapleton, 2009Yysledky gedchozich studii
o jednom z moznych mechanigrmterakce GBV-C/HGV a HIV sledovaném vitro
jsou podpeeny i zaery klinickych pozorovani. U dlouhodébpiezivajicich HIV
pozitivnich osob se séasnou GBV-C/HGV infekci byla zji&ha jak snizena exprese
chemokinovych receptorCCR5 a CXCR4, tak i vysoké koncentrace jejich ridfa
RANTES, MIP-Ti, MIP-13 a SDF-1 (Aster, Ustni skkni).

9.2. GBV-C/HGV a cytokiny

Krom¢ vySe uvedenych mechaniénse také pedpoklada, ze GBV-C/HGV #ie
interagovat s lymfocyty a navoditigom chemokinové&i cytokinové progedi, ktere
i jinak inhibuje replikaci HIV (Mohr & Stapleton,0®9). Nunnari et al. (2003) ve své
studii sledoval hladiny interleukinu HIV pozitivnich pacierit v souvislosti s GBV-
C/HGV infekci. Zaznamenal statisticky vyznamné iibzd mezi skupinou
koinfikovanou GBV-C/HGV, u které nedochazelo k Zmamu kolisani hladin
sledovanych interleukina skupinou bez infekce GBV-C/HGV. U pacigrt druhé
skupiny doslo v ptbéhu HIV infekce k signifikantnimu poklesu hladin B.a IL-10.
Jiné studie naopak vztah GBV-C/HGV a chemokinovécyokinové exprese
nepotvrzuji (Gimenez-Barcons et al., 2005).

Pozastavila bych se jéSt IL-2 ve vztahu k HIV infekci a k viru GBV-C/HGV.
Interleukin-2 je cytokin, ktery m& - mimo jiné - nagné dinky na proliferaci CD4+
burék. Podavéni IL-2 HIV pozitivnim pacieith I&enym antiretrovirovou terapii
podporuje zvySeni @tu jejich CD4+ T lymfocy. Stapleton et al. (2009) ve své studii
zaznamenal zajimavy vztah IL-2 a replikace GBV-CYHG/ pokusechin vitro
inhibovala replikaci GBV-C/HGV aktivace CD4+ T lyodyti vyvolana pidanym IL-2
a fytohemaglutininu. Je tedy praymbdobné, Ze fitomnost GBV-C/HGV v biice
ovliviiuje imunitni odpowd” HIV pozitivnich pacient na podani IL-2, coz auto

nasledg prokazali i u pacieritsamotnych. U jedincbez virémie GBV-C/HGV, kié
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zarover s antiretrovirovou kbou dostali i IL-2, se projevil vy3Si né&t CD4+ T
lymfocyta nez u jeding s viréemii GBV-C/HGV, kté také dostali spolu sdbou IL-2.
Tento stav setrval v pbéhu celé studie, po dobu 84 tydn_epSi bylo podavat IL-2
intravendzg nez podkoz#, protoze narsty pata CD4+ T burk pak byly vyssi, a to
ve skupig bez virémie GBV-C/HGV. U skupiny s virémii se pakéazalo jako
lhostejné, jakym zisobem je IL-2 podavan. Zadny vliv pak virémie GBYHGV
a sodasné podavani IL-2 spolu s¢bbu nengla na hladiny HIV RNA. Step tak
nentlo Zzadnou vyznamnou souvislost podavani IL-2 s ivydgddinou GBV-C/HGV
RNA, s¢imZ nekorelovaly ani pidy CD4+ T lymfocyft.

U jedinai s pozitivni GBV-C/HGV RNA nebyl zjigh statisticky vyznamny rozdil
v naristu CD4+ T buik v zavislosti na podanii nepodani IL-2, Zehoz vyplyva, Ze
pozitivni &inek IL-2 u pacient s virémii GBV-C/HGV se neprojevil. Nicmén
u pacient pouze s virémii GBV-C/HGV (bez podani IL-2) sejpxil vyznamny naist
pocti CD4+ T burk, z cehoz vyplyva, Ze IL-2 ma smysl podavamntHIV pozitivnim
pacientim, kte'i nejsou koinfikovani GBV-C/HGV (Mohr & Stapletom &., 2009).

Nekteré dalSi satasné studie ukazaly, Zetifpmnost GBV-C/HGV u HIV
infikovanych pacient vyznamri zvySuje hladinu aktivace interferonu v dendriticky
buikach v porovnéani s infikovanymi pouze HIV. Tytowli GBV-C/HGV na buiky
imunitniho systému poskytuji model, jak by mohl GBYHGV inhibovat replikaci
HIV — tj. prostednictvim koreceptdar HIV CCR5 nebo i CXCR4, ifpadre
progednictvim vlastni imunity (Mohr & Stapleton et &009).

9.3. Vliv nestrukturnich proteinu GBV-C/HGV

Virovy genomceledi Flaviviridae je tvaren jednéettzcovou pozitivni RNA, ktera
koduje polyprotein posttransia rozsStipnuty na strukturni a nestrukturni proteiny.
U GBV-C/HGV je nestrukturni protein 5 (NS5¥ldn na dva produkty s nazvy NS5A
a NS5B. NS5A je multifunéni fosfoprotein nezbytny pro infékost viru a replikaci
RNA, NS5B vykazuje polymerazovou aktivituii Rjistovani moznych mechanism
interakce vitit GBV-C/HGV a HIV byl - kron¢ vlivu obalového glykoproteinu GBV-
C/HGV E2 - prokazan vliv dalSiho proteinu, kteryeiraguje s CD4+ T lymfocyty. Tim
je prav nestrukturni protein NS5A. Jeho exprese na CD4titkachéasté&né inhibuje
replikaci HIV nezavisle na koreceptorech (CCR5 n€XCR4) snizenim exprese CD4

molekul acast&né pak i snizenim exprese povrchového chemokinovéoeptoru
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CXCR4. NS5A zéarowve indukuje uvolgni chemokih SDF-1, které obsazuji CXCRA4,
¢imz opt dochazi ke kompetici meziippzenym ligandem tohoto receptoru a virem
HIV, vyuZivajicim jako vstupni koreceptor pga\CXCR4. Déle se iedpoklada
existence jestdalSich mechanisimprispivajicich k inhibici replikace HIV (Xiang et al.
2009).
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10. SOWASNY VYZKUM V CR

V minulosti nebyl vCeské republice proveden zadny vyzkum, ktery byatsyzal
problematikou GBV-C/HGV infekce a jejiho vlivu nagenty infikované virem lidské
imunodeficience. Az v roce 2003 byl takovy vyzkumas za podpory Interni grantové
agentury Ministerstva zdravotnict@ieské republiky zahajen, a to v AIDS centru
Fakultni nemocnice Na Bulovce ve spolupraci s latmir VIDIA-DIAGNOSTIKA,
spol. sr.o.. Hlavnin¥eSitelem grantu byl MUDr. Viktor Aster, s jehoz kasym
svolenim mohu v této praci prezentovat vysledky kiegym Ehem let vyzkumu ve
spolupraci s tymem spdesiteli dosgl. Casténg jsem se tohoto projektu osabn
Gcastnila, nebt jsem na svém pracovisti (VIDIA-DIAGNOSTIKA, spd.r.o., Praha)
piimo provadla laboratorni diagnostiku GBV-C/HGV na adiehi PCR diagnostiky.
Proto si dovolim podrol#ji popsat i samotnou diagnostiku.

Cela studie sestava ze dvou fazi. Realizace prya#idadniho vyzkumu preéhla
v letech 2003 az 2005 ve skupiB29 HIV pozitivnich paciefit druhacast prokhla
v pribéhu let 2007 az 2010 u 538 HIV infikovanych pacierAutorovym cilem bylo
zjistit prevalenci GBV-C/HGV u pacieit infikovanych virem HIV na zaklad
diagnostiky GBV-C/HGV infekce, sledovanitipadnych zmn pribéhu nemoci
zpisobené virem HIV a progndzou stavu padient zavislosti na fitomnosti Ci
negitomnosti infekce CBV-C/HGV. Byly sledovany markerypovidajici o prognoze
onemocgni, kterymi jsou p&ty CD4+ lymfocyti a hladina virové naloze HIV (HIV
RNA). Infekci GBV-C/HGV jsme diagnostikovali pomodetekce protilatek anti-E2:
Aktivni virémie pak byla zachycend&imym piikazem virové nukleové kyseliny GBV-
C/HGV RNA. Dale byl sledovan proces eliminace GBYHGV infekce, zda virémie
GBV-C/HGV rgjakym zpisobem ovliviuje vySi virémie HIV a jestli infekce GBV-
C/HGV souvisi se zavaznosti klinickych stadii aétkdu gezivani HIV pozitivnich
pacient.

V zakladni fazi vyzkumu bylo sledovano celkem 32B/Hbozitivnich pacient,
jejichz séra byla vyS&na na vySe uvedené markery, a to v jednom (328elz (217)
naslednych odisech se zhruba osmimsicnim odstupem. Ze vSech vzérlpak byly
vySeteny paty CD4+ lymfocyt, hladina HIV RNA a markery infekce GBV-C/HGV.
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10.1. Metodika
10.1.1. Laboratorni diagnostika protilatek anti-E2
Pro diagnostiku protilatek proti obalovému glykaeiou E2 viru GBV-C/HGV

jsme pouzili komemi soupravu od firmy Roche, ktera byla jedina rutByla vSak
dostupna pouze v délprvni faze vyzkumu, protoZze se pro nezajem zengtkdinika
zcela pestala vyraét.

Souprava obsahovala vSe igiiné pro detekci protilatek metodou enzymové
imunoanalyzy (ELISA, EIA), konkréthdvoukrokové sendvové metody vyuZivajici
streptavidinem potaZzeny povrch jamky mikrotitth desttky a diagnostické
biotinylované, anti E2 protilatky s navazanym, kevanim rekombinantnim GBV-
C/HGV E2 antigenem. V prvnim kroku se necha inku#torzorek (sérum nebo plazma)
s imobilizovanym antigenem, ktery je fixovan v jamprostednictvim biotinylované
diagnostické anti-E2 protilatky. Protilatky obsagerwv séru se pragdnictvim
biovalentniho antigenu imobilizuji na povrch jamkgo promyti se jida roztok se
znaenymi protilatkami proti lidskému 1gG, které intgtgi s vySetovanymi
protilatkami anti-E2. Po inkubaci a promyti s@da roztok substratu s chromogenem,
diky kterému se - pokud jsoufiggané protilatky navazany - objevi zabarveni.
Absorbance se #hi pii vinové délce 405 nm. Pozitivité negativita se pak odviji od
hodnoty cut-off, ktera se zjisti vypiem s pouzitim dosaZzenych hodnot absorbance
pozitivni a negativni kontroly {fbalovy letédk k soupray ROCHE).

Hodnoceni pro vyuZiti ve studii bylo semikvantiati, podle nasledujicich kritérii:

0 ... negativni

1 ... slak pozitivni, hodnota absorbance od hodnoty cut-offetho dvojnasobné
hodnoty

2 ... stedre pozitivni, hodnota absorbance od dvojnasobnéctyéenasobné
hodnoty cut-off

3 ... silrt pozitivni, hodnota absorbanc&$i nezétyinasobna hodnota cut-off

10.1.2. Prikaz virémie GBV-C/HGV
Virémii GBV-C/HGV jsme zji§ovali prikazem virové nukleové kyseliny (RNA)

V Séru pomoci polymerazowvétzové reakce poipdchazejici reverzni transkripci (RT-

PCR) nami vyvinutou ,in house* metodou.
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Izolaci virové RNA z vySabvanych sér jsme provdd dvéma zpmisoby. Bul
extrakci s naslednou adsorpci virové RNA na kolochk&IAampViral RNA
(QIAGEN), nebo extrakci a purifikaci pomoci parametickych¢astic (CHEMAGEN)
na separaim automatu KingFisher. Pomoci druhéhdisgbu jsme ziskali stabijsi
izolaty, a tak jsme tento #pob izolace virové RNAfednosti vyuZzivali.

Amplifikace purifikované GBV-C/HGV RNA probihala dvoustip£. V prvnim
kroku prokghla reverzni transkripce (RT)fipkteré se vytvéi cDNA (copy DNA),
fettzec komplementarni k jedrekzcové virové RNA, s bezprdasdre navazujici
preamplifikaci (RT + 10 cykl PCR) s teplotou annealingu 55°C. Teprve potofizen
prok¢hnout samotna polymerazoyéigzova reakce (PCR). V nasSemigad: probzhlo
celkem 40 cyki PCR g pouziti Taq polymerazy (INVITROGEN) s teplotou
annealingu 50°C. Tento postup nebyl &sii Zzadné komeéni soupravy, ale jednalo se
0 tzv. "in house" metodu.

Detekci amplifikované virové nukleové kyseliny jsme prowtaahékolika zpisoby,
aby byla zaji&tna maximalni citlivost a specifita. Jednak jsme piomou detekci
vyuzili elektroforézu, kdy jsme v 2% agarézovémugéadentifikovali gitomnostci
negitomnost Useku nukleové kyseliny o znamé délce iomml. Druhou deteini
metodou byla hybridizace amplifikovaného produktinlsorporovanym digoxigenin-
uracilovym analogem thymidinu (ROCHE) pomoci bigtaované sondy na komawg
dodavanych streptavidinovych deégich (ROCHE). Princip je podobny jako klasicka
ELISA, Streptavidin vaze biotin na oligonukledovene:, ktera je komplementarni
k fettzci amplifikovaného Useku virové nukleové kyselinizualizace je umozma
reakci s antidigoxigeninovym konjugatem a chromegostratem, ktery vifpack
pozitivity vyvola zabarveni vzorku, jehoz absorbase ndii pii vinové délce 405 nm.
Tato metoda je vysoce specificka a o dady citlivjSi nez elektroforéza, tudiz jsme
byli schopni zachytit i velmi nizké koncentrace GBYHGV RNA. Rozdilna citlivost
elektroforézy a hybridizace navic umozZnila semikiativni hodnoceni:

0 ... negativni (negativni nalez jak v elektrofmétak v hybridizaci)

1 ... slab pozitivni (negativni nalez na elektroforéze, zdcpguze citlivjSi
hybridizaci)

2 ... stedre pozitivni (slaby prouzek na elektroforéze, hodratbgorbance mezi
0,1a1,0)

3 ... silré pozitivni (silny prouzek na elektroforéze, absoit®\&tsi nez 1,0)
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Béhem vySatvani vzorki z vyzkumu byl na naSem pracovisti vyvinut i pospup
kvantitativni detekci GBV-C/HGV RNA, a to pomociatdime PCR provathé na
Light cycleru (ROCHE). U 144 pozitivnich vzdrhsme tak zjistili i hladinu virovée

RNA, nicmér mira virové naloze GBV-C/HGV jeShebyla v prvni studii zahrnuta.

10.2. Vysledky a diskuse
10.2.1. Prevalence GBV-C/HGWR

Ze sledované skupiny 329 HIV pozitivnich paciebyla @i prvnim z odiria u 107
z nich (32,5%) zachycena GBV-C/HGV RNA. 123 (37,48agient pak n€lo pozitivni
protilatky proti obalovému glykoproteinu GBV-C/HG\E2, tedy znamky idve

probhlé infekce. V pitbéhu druhé faze projektu pak byla prevalence viré@RV-
C/HGV u skupiny HIV pozitivnich paciefit rozstené na 538, obdobna — 33,1%.

Prevalence GBV-C/HGV RNA u HIV pozitivhich
pacienti

33%

67%

|MGBV-C/HGV RNA pozitivni 0 GBV-C/HGV RNA negativni

Graf ¢&. 1- Prevalence GBV-C/HGV RNA u HIV pozitivnich pacté

Pfi porovnani &chto vysledk s jinymi zahraninimi studiemi je patrné, ze
prevalence infekce GBV-C/HGV u HIV pozitivnich pecti je v Ceské republice
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pomerné vysokd (Bjorkman et al., 2004; Canducci et al.020Sheng et al., 2007;
Souza et al., 2006; Tillmann et al., 2001; Xianglet2001).

Ze srovnani vysledkjednotlivych odbra je mozné usuzovat na dynamiku GBV-
C/HGV infekce. V piibehu ¢asu niizeme sledovat klesajici procento pozitivit GBV-
C/HGV RNA a zéarove nafistajici mnoZzstvi pacieints pozitivnimi protilatkami anti-
E2. Z relativie nizkého nérstu procenta HIV pozitivnich pacigns anamnestickymi
protilatkami (g tietim odiru to bylo 43,3%) pak GZeme usuzovat na pomalejSi
eliminaci viru z organismu. Ta je u HIV pozitivnigiaciend pomalejSi nez u zdravé
populace diky zhorSenému stavu jejich imunitnihstéayu (Mohr & Stapleton, 2009),
coz se také prokazalo zachytem vysSiho procentmcjedktei meli sowasnou
pozitivitu protilatek anti-E2 a GBV-C/HGV RNA (3,606V ramci zdravé populace se
toto procento pohybuje okolo 0,6% (Aster et alQ20

Frekvence ukazate® infekce GBV-C/HGV v 1., 2. a 3. odbrech
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Graf ¢&. 2 - Frekvence ukazateinfekce GBV-C/HGV v 1., 2. a 3. odiech
35



10.2.2. Vliv infekce GBV-C/HGV na virémii HIV

Nekteri autdi udavaji vyznamny rozdil v hladindch virémie HIVGBV-C/HGV
koinfikovanych pacierit a u tch bez GBV-C/HGV infekce (Alcalde et al., 2010).
Sledovani vlivu koinfekce GBV-C/HGV a HIV bylo i ajmu studie MUDr. Astera.

Ten rozalil skupinu HIV pozitivnich pacierit na pacienty s virémii HIV vy3Si nez 400

kopii/ml a na ty, u nichZ virémie byla menSi ned &opii/ml (v dok prvnich odkra
byla hladina 400 kopii/ml nejnizsi detekovatelna)amci €chto dvou podskupin pak
sledoval markery GBV-C/HGV infekce a jejich vztahHkV virémii. Jako statisticky
vyznamnou pak neshledal jakoukoliv zavislost vieidiV na koinfekci GBV-C/HGV,
a to jak u paciefitlé¢enych HAART, tak u paciefitbez nasazené terapie.

Za zminku nicméh nepochyba stoji jisty vliv GBV-C/HGV koinfekce, &
statisticky nevyznamny - HIV pozitivni pacienti &tiani GBV-C/HGV infekci néli
nizsi stedni hodnoty virovych nélozi HIV ve srovnani s paty bez viréemie GBV-
C/HGV a hyla pozorovana i &itd negativni korekni zavislost vySe virémie HIV na
viremii GBV-C/HGV. Celko¥ vSak nelzefici, Zze by pitomnost GBV-C/HGV nila
vyrazrejSi beneféni efekt pro HIV pozitivni pacienty s ohledem naivyirémie viru
HIV.

Srovnani sttednich hodnot virové naloze HIV u pacieni
s / bez infekce GBV-C/HGV
100000
10000+
1000
100 ~
10 +
1 _
1. odkEr (n = 538) 2. odér (n = 267) 3. odér (n = 159)
M GBV-C/HGV RNA pozitivni 0 GBV-C/HGV RNA negativni

Graf ¢. 3- Srovnéni $ednich hodnot virové naloZze HIV u paci&ént

s / bez infekce GBV-C/HGV
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10.2.3. Vliv infekce GBV-C/HGV nadtp CD4+ lymfocyi
Nazory na vztah mezi infekci GBV-C/HGV adtp CD4+ burtk se pordrne lisi;

vy

existuji jak studie, které potvrzuji vySSighp CD4+ burk pii souwasné virémii GBV-
C/HGV (napiklad Alcalde et al., 2010), tak i studie, kteréntte jev nepodporuji
(nagiklad Tillmann et al., 2001). Skupina 329 HIV poaitich pacieni byla ot
rozdklena do podskupin, tentokrat podle aktuélniho stpetiu CD4+ lymfocyt.
Skupina 1 mila €chto burk vice nez 50, skupina 2 mezi 200 az 500 ikami/jul

a skupina 3 ménnez 200 bukk/ul. Na zaklad porovnani percentualniho zastoupeni
GBV-C/HGV pozitivhich pacierit a pacient GBV-C/HGV negativnich spolu s pty
CD4+ burk Ize usuzovat na jisty trend — se snizujicimi s&ty CD4+ burkk ubyva

I procento pozitivit markeér recentni i anamnestické infekce virem GBV-C/HGV.
Napiklad @i srovnani frekvence osob s virémii GBV-C/HGV veigke s paty CD4+
lymfocyta vétSimi nez 500busk/ul se skupinou s hodnotami CD4+ lymfoeytizSimi
nez 200 bu&k/ul byl témef dvojnasobny rozdil v zastoupeni viremickych pattien
(36,1% ve skupitns CD4+ nad 500 bi/ul oproti 19,7% ve skupiths CD4+ pod 200

burgk/ul). Statisticky vyznamny vSak tento jev nebyl.

Ukazatelé infekce GBV-C/HGV a souvislost s piy
CD4+ lymfocyta
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Graf ¢&. 4 - Ukazatelé infekce GBV-C/HGV a souvislost £fyoCD4+ lymfocyti
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Az kdyz byla skupina HIV pozitivnich paciéntozclena pouze na @vskupiny,
ato spoty CD4+ burk vySSimi ¢i nizSimi nez 200 buik/ul, byla na hladia
vyznamnosti 5% prokazana pozitivni vazba mezitggm CD4+ busk a hladinou
protilatek proti obalovému glykoproteinu GBV-C/HGANtI-E2. Také byla prokazana
pozitivni In zavislost p&tu CD4+ lymfocyti na virémii GBV-C/HGV (p = 0,02) i na
piitomnosti protilatek anti-E2 (p < 0,01). Naopak ylatvaznamenéna Zzadna statisticky
prikazna zavislost mezi pty CD4+ burk a virémii GBV-C/HGV. Jinymi slovy to
znamena, Ze ve skugirpacient,, ktefi meéli poéty CD4+ lymfocyti vysSi nez 200
burek/ul, bylo statisticky pitkazné vySSi procent@dh, ktgi meéli pozitivni protilatky
anti-E2. Tato zavislost je ovSem logick4, proto¥8sv paty CD4+ lymfocyti odrézi
lepSi stav bugtné slozky imunitniho systéméchto pacient. Je ovSem otazkou, jak na
tento vysledek pohliZzet, protoZze z druhého UhlulgmhihmiZze vypovidat o benefnim
vlivu jak recentni, tak anamnestické infekce vir€dBV-C/HGV na laboratorni
ukazatele HIV infekce.

Zastoupeni GBV-C/HGV RNA a anti-E2 pozitivhich pacéenti s
pocéty CD4+ lymfocyta nad / pod 200 bugk/pl (n = 329)
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Graf ¢. 5- Zastoupeni GBV-C/HGV RNA a anti-E2 pozitivnichgent: s paty
CD4+ lymfocyti nad / pod 200 buwk/ul (n = 329)

38



Stejné vyhodnoceni pak prdlo i v druhé fazi vyzkumu s 538 HIV pozitivnimi
pacienty, které potvrdilo - alespov ramci prvnich odéra - signifikantre vySSi
frekvenci pacient s GBV-C/HGV infekci ve skupthpacienti s paty CD4+ lymfocyti
vétSimi nez 200 busk/ul. Da se tedyrici, Ze se v nasSi skuginprokazalacasejSi

recentni infekce u pacians lepSim stavem btitné imunity.

Zastoupeni GBV-C/HGV RNA pozitivnich pacienii s paty
CD4+ lymfocyta nad / pod 200 buwk/pl (n = 538)
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Graf ¢. 6- Zastoupeni GBV-C/HGV RNA pozitivnich paciérd paty
CD4+ lymfocyti nad / pod 200 buk/ul (n =538)

V dalSich odbrech tento vliv nebyl patrny, mozna i proto, Ze dfemi efekt byl
zastirgn velmi efektivni I€bou HAART, kterou po prvnich odkech n¢lo nasazeno jen

malo pacient, a proto se u nich bengfii efekt GBV-C/HGV projevil.

10.2.4. Vliv infekce GBV-C/HGV a’lty HAART
Zajimavou myslenkou tudiz byla mozna souvislost imdizem infekce GBV-
C/HGV a vlivem |éby HAART. Proto se skupina paciémozdlila na ty s I€bou a na

nel&ené a ob skupiny byly podrobeny stejnym analyzam jakiedzhozi soubor.
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U nel&enych pacierit se pak potvrdila statisticky vyznamna pozitivnivizgfost In
poctu CD4+ lymfocyti a virémie GBV-C/HGV (p = 0,03), stejijako protilatek anti-E2
(p = 0,02), zatimco u skupinycénych pacierit to byla pouze zavislost pm CD4+
lymfocyta na gitomnosti protilatek (p = 0,015). MUDr. Aster powug toto zjiséni za
jedno z nejzasadjsich, protoZe potvrzuje dominanci vlivu antiretrové terapie na
stav HIV pozitivnich pacieit

K zodpowzeni otazky, zda koinfekce virem GBV-C/HGV u HIV zivnich
pacienti mize réjakym zpisobem ovlivnit rozhodnuti pro zahajenébdg HAART, se
jes€ sledovalo zastoupeni viremickych pacient jednotlivych odbrech v rdmci
skupin pacienit lé¢enych a nek&enych. V Zadné skupinnebylo statisticky vyznamné
u pacient bez nasazené déy zjiS€no vysSi procento viremickych pacién{21%)
oproti aviremickym (9,3%), coZ ime pedstavovat jisty trend, ktery by mohl
poukazovat na snizenou pethu antiretrovirové by u koinfikovanych paciefit
Jelikoz ale Slo pouze o naznak, ktery nebyl stekigtvyhodnocen jako fikazny, ve
skute&nosti je tedy pravipodobré doporweni &by HAART totozné jak u pacietitbez
infekce GBV-C/HGV, tak u paciefitkoinfikovanych. Ani v tomto fipact tedy nebyl
benefit koinfekce GBV-C/HGV prokéazan. Existuji atudie, které fipisuji vyznam
spole&énému vlivu I€éby HAART a koinfekce GBV-C/HGV u HIV pozitivnich paent.
Voirin et al. (2002) uvadiipdlouhodokjSim sledovani koinfikovanych pacié@rjednak
rychlejsi naist pata CD4+ lymfocyti po nasazeni by HAART a jednak jehotiznou
dobu trvani. U HIV pozitivhich pacieintbez koinfekce GBV-C/HGV se po nasazeni
lécby paity CD4+ lymfocyti zvySovaly pouze po dobu dvou let a pak bylisajejich
poctu zastaven. Naopak u paciérg persistentni viremi GBV-C/HGV se ¢ip CD4+
lymfocyta zvySovaly jest za ¢tyii roky po zahajeni antiretrovirové terapie (Voirin
et al., 2002).

10.2.5. Frekvence GBV-C/HGV RNA v souvislosti midkdymi stadii HIV pozitivnich

pacient:
HIV infikovani pacienti jsou dle svého stavurazovani do skupin (A, B, C)

liSicich se klinickymi projevy jejich onemoé&mi, zejména pak vyskytem a charakterem
oportunnich infekci, typickych pro infekci virem WAl respektive pro onemoéni
AIDS:
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- stadium A = stadium bez oportunni infekce

- stadium B = pacienti s anamnézou tzv. "malé aui infekce"

- stadium C = pacienti Sfpomnouci anamnestickou tzv."velkou oportunni infekci"

Predchozi vysledky nepotvrdily zavislost virémie HI{@ni jejiho girozeného
logaritmu) na virémii GBV-C/HGV. Nicmén praw po rozaleni HIV pozitivnich
pacienfi do vySe zmi#gnych skupin dle klinického stadia, v jakém se naehase
prokazala statisticky signifikantni zavislost In\HVirémie na pitomnosti protilatek
proti obalovému glykoproteinu anti-E2 (p = 0,0143kupiny pacierit nachazejicich se
v klinickych stadiich A a C bez nasazenébl HAART. Tato zavislost vSak nebyla
prokadzana ani u skupiny paciént klinickém stadiu B, ani u HIV pozitivnich pactén
jako celku. Steja tak nebyla zaznamenana Zadna zavislost virémie mdWirémii
GBV-C/HGV. Toto zjiSéni tak nepodporuje teorie 0 mozném kompetitivnilmgeni
obou vit, resp. virémie GBV-C/HGV a HI\m vivo, které podporuji které studie.
Nicmére z uvedeného vyplyva jinA mozna zajimava mysSlenkda se, Ze by
anamnesticka infekce virem GBV-C/HGV mohla ovlivngrogresi onemocmi
zpisobené virem HIV. Tato mysSlenka vSak jiz nebyledomttem této studie, a tak

nezbyva nez ji ponechat k dalSimu pg&tnu zkoumani.

10.2.6. Vliv GBV-C/HGV koinfekce na délkierivani HIV pozitivhich pacient

Zuastava otazkou, jestliffifomnost GBV-C/HGV tjakym zpisobem nidZe ovlivnit

délku gezivani HIV pozitivnich paciefit Pohledy jednotlivych &dci se fizni; rekteri
tento vliv neprokazuji, jini poukazuji na jisty mie v pozitivnim vlivu viru GBV-
C/HGV na délku pezivani pacierit ale tyto vyroky nemaji statisticky podlozeny,
nekteri autdi dosgli ke statisticky pikaznym zjisénim (Bjorkmann et al., 2004, Kaye
et al., 2005, Tillmann et al., 2001, Xiang et aDP1). V ramci naSi studované skupiny
HIV pozitivnich pacient nakonec nebylo mozné danou otdzku vyhodnotitkgéli
amrti bshem let tohoto vyzkumu bylo 30, z toho pouze 4 gattizenteli v souvislosti
s AIDS. To nepedstavuje reprezentativni qei pro statistickou analyzu &acinéni

n¢jakych zavru vyZaduje delSi dobu sledovani.
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11. ZAVER

Virus GBV-C/HGV, zastupce roddepacivirusz ¢elediFlaviviridae, neni v dnesni
dok® spojovan s zadnym onemaoim oproti givodnim gedpokladm, které jej
spojovaly se vznikem zbyvajicichtipadi nevyjasgnych potransfuznich hepatitid.
Prava@podobré diky stejnym zpisohim prenosu obou vir dochazi¢asto ke koinfekci
GBV-C/HGV u HIV pozitivhich osob a prevalence GBVHGV v populaci HIV
pozitivnich pacierit je vySSi nez u zdravych jedinclelikoZ se navic oba viry mnozi ve
stejnych typech butk, GBV-C/HGV se tak stalipdnttem zajmu fiznych studii, které
se zdaly zabyvat otazkou mozného berrfho efektu koinfekce virem GBV-C/HGV
pro HIV pozitivni pacientyln vitro byl skut&né prokazan inhikini vliv viru GBV-
C/HGV na replikaci viru HIV a nasledrbyly objasgny nekteré mechanismy tohoto
inhibi¢niho pisobeni. Byla provedena i celada studii, které hledaly tento bexgfi
efekt @imo u HIV pozitivnich pacieiit koinfikovanych GBV-C/HGV. Studie se
zantiilly zejména na sledovani vlivu GBV-C/HGV na délkdefpivani pacierit
piedevsim na to, zdafippmnost GBV-C/HGV ovliviuje hladiny diagnostickych
a prognostickych markérinfekce HIV, coZz je hladina virémie HIV a §g CD4+
lymfocyta aj. Nekteré studie benegfini efekt koinfekce GBV-C/HGV a HIV potvrdily
ve vSech zmiénych aspektech, v jinych studiich naopak zZadny fémeefekt GBV-
C/HGV pro HIV pozitivni pacienty nebyl zji&t.

Vysledky popisované studie probihajicCeské republice po dobu deviti leflj$
pieswdéivé pro benefini efekt koinfekce GBV-C/HGV a HIV nehokio Poddilo se
zachytit spiSe naznakyekavanych trend(sniZujici se virova naloz HIV vifitomnosti
GBV-C/HGV, naopak zvysujici se gty CD4+ lymfocyti) beneféniho efektu, nicmén
statisticky ptikazna byla jen maléast z nich a celkavse darici, Ze vysledky na
beneftni efekt koinfekce GBV-C/HGV u HIV pozitivhich pa&eiti nepoukazuji.

Nicmére - jak uz jsem zminila vySe - v pokusenh vitro byl jasré prokazan
inhibi¢ni vliv pfitomnosti GBV-C/HGV na replikaci viru HIV. Z tohoyplyva, Ze
néjaka souvislost mezi @&ma viry existuje, pestoze se zatim nepdia téchto
poznatki vyuzit. A i kdyby se nakonec nenaSeékkavany benefit, myslim si, ze i tak
ma tento vyzkum smysl. Uz jenom proto, Ze diky &téd sledovani a analyzovani
souvislosti mezi dsma viry v ramci koinfekce mohou byt odhalerigmé kompetini

nebo inhibéni mechanismy mezi nimi, coZz nakonediza gispét k vyvoji novych
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podpirnych [éki ¢i dosud nezavedenychtigtup k |&b¢ infekce virem HIV i bez toho,
aby pacient musel byt superinfikovan jinym agens.

Vysledky studii astavaji rozmanité a pro zj&ti novych mozného vlivu mezi viry
GBV-C/HGV a HIV je poteba dalSi zkoumani, mozna i sledovani novych parame

a jinych souvislosti.
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