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Laboratorni vySetieni herpetickych infekci (EBV, CMV) u pacientii
Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s.

Abstrakt

vvvvvv

virova agens a jimzZ je vystavena cela lidska populace, jsou virus Epsteina-Barrové
(EBV) a cytomegalovirus (CMV).

Virus EBV je ubikvitarnim agens, infikujici vice nez 90% lidské populace.
Primarni infekce EBV probiha v détstvi vétSinou asymptomaticky, v adolescenci
nebo v obdobi casné dospélosti pak probiha pod obrazem infekéni mononukledzy.
Také cytomegalovirus se v lidské populaci §ifi po celém svété. Mira séroprevalence
dosahuje v ruznych oblastech Vv zavislosti na socioekonomickych podminkach
50 - 100 %.

Data byla ziskana vySetfenim bunééné imunity metodou pritokové
cytometrie a byla porovndna s vysledky dalSich dvou stanovenych metod —
sérologické a molekuldrné biologické u pacientti vysetienych v obdobi 2017 — 2019
na PracoviSti imunologie a v Laboratofi molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s.

Z vysledkt jasné vyplyva, ze akutni infekce EBV zptlisobuje charakteristické
zmény ve vetsing sledovanych parametri bunééné imunity (lymfocyty, B lymfocyty,
pomér CD4/CD8 T Ilymfocytl, aktivace T lymfocytl) a aktivuje neutrofilni
granulocyty ke zvysené expresi zanétlivého markeru CD64 na svém povrchu.

Vedle sérologickych a molekularné biologickych metod mize byt vySetfeni
bunééné imunity vice nez uzitecné v diferencidlné — diagnostické rozvaze nékterych
onemocnéni jako je napt. uzlinovy syndrom, kdy je potieba odliSit infekéni pivod

0d mozné malignity.

Kli¢ova slova

Virus Epsteina-Barrové (EBV); cytomegalovirus (CMV); infekéni mononukleoza

(IM); sérologie; polymerazova fetézova reakce (PCR); bunécnd imunita



Laboratory examination of herpetic infections (EBV, CMV)

in patients of the Hospital Ceské Bud&jovice, a.s.

Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) and cytomegalovirus (CMV) are important
representatives of herpes viruses, which are structurally among the most complex
viral agents to which the entire human population is exposed.

EBV is a ubiquitous agent that infects more than 90% of the human
population. Primary infections of EBV are usually asymptomatic in childhood,
followed by infectious mononucleosis in adolescence or early adulthood.
Cytomegalovirus  also  spreads  throughout the human  population.
The serological prevalence rate is 50-100% in different areas depending on socio-
economic conditions.

The data were obtained by examination of cellular immunity
by the flow cytometry method and were compared with the results of two other
established methods - serological and molecular biology in patients examined
in the period 2017-2019 at the Department of Immunology and Laboratory
of Molecular Biology and Genetics, Hospital Ceské Budgjovice, a.s.

The results clearly show that acute EBV infection causes characteristic
changes in most of the cellular immunity parameters studied (lymphocytes,
B lymphocytes, CD4/CD8 T Ilymphocyte ratio, T Ilymphocyte activation)
and activates neutrophil granulocytes to overexpress the inflammatory marker CD64
on its surface.

In addition to serological and molecular biological methods, the examination
of cellular immunity may be more than useful in the differential-diagnostic balance
of some diseases such as nodal syndrome, where it is necessary to distinguish

infectious origin from possible malignancy.

Key words

Epstein - Barr Virus (EBV); cytomegalovirus (CMV); infectious mononucleosis

(IM); serology; polymerase chain reaction (PCR), cellular immunity
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1. Uvod

Herpetické viry maji schopnost dlouhodobé skryté pietrvavat v organismu
hostitele, tedy navodit perzistentni infekci provazenou obdobimi latence a reaktivace.
Primarni i reaktivované herpesvirové infekce mohou byt bud’ asymptomaticke,
nebo mohou mit za nasledek onemocnéni rizného stupné zavaznosti. Vysledek zavisi
na soucinnosti mezi konkrétnim virem a jeho hostitelem a predev$im na imunitnim
stavu hostitele (Carter a Saunders, 2013).

Herpetické viry patii do ¢eledi Herpesviridae a v souc¢asné dobé zahrnuji osm
zastupcli napadajicich ¢lovéka: virus Epsteina a Barrové (EBV), cytomegalovirus
(CMV), virus herpes simplex typu 1 a 2 (HSV1 a HSV2), lidsky herpesvirus 6,7 a 8
(HHV6, HHV7 a HHV8) a virus varicella zoster (VZV). Schopnost navodit
celoZivotni perzistentni infekci je jejich spolecnou charakteristikou. Stiidani fazi
latence a reaktivace spojené s asymptomatickym vylu¢ovanim viru do télnich sekretd
je dusledkem nekontrolovatelného Siteni herpetickych virti v populaci a vysokym
stupném promofenosti vétSinou =z nich. Imunita zprostfedkovana bunkami
je nezbytna pii kontrole infekce herpesvirem. VétSina infekci u imunokompetentnich
jedinct probihda bezptiznakové. Naopak u imunodeficitnich jedinct patii mezi
nejnebezpecnéj$i oportunni patogeny majici tendenci K chronicité a generalizaci
(Carter a Saunders, 2013; Greenwood et al., 2012).

Diagnostika herpetickych infekei je vzhledem k mozZnosti celozivotni perzistentni
infekce komplikovana. Pouzivaji se nepfimé metody zalozené na priukazu
specifickych protilatek nebo pifimé metody pritkazu pfitomnosti virového materialu
Vv klinickych vzorcich. Pfi sérologickém vySetfeni je nezbytné odlisit protilatky
majici anamnesticky charakter od protilaitek souvisejicich s akutni infekei
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Virus Epsteina-Barrové (EBV), na ktery je tato prace zaméfena ptedevsim,
patfi mezi bézné viry, snimiz se setkd téméf kazdy clovék. Uvadi se,
ze anamnestické protilatky proti EBV jsou detekovatelné u vice nez 90% svétové
populace. Zdrojem nakazy je nemocny ¢lovek nebo pienase¢ viru. Virus se vylucuje
slinami a pfenasi se zejména pfimym kontaktem. VétSina nakaz probiha u malych
déti inaparentné, v pozd€j$im véku ¢asto u mladistvych probiha nemoc pod obrazem
infekéni mononukle6zy (Htlek a Urbanek, 2018). Virus se mnozi na sliznici
orofaryngu v epitelovych bunkach B lymfocytt. Infekce B lymfocyti vede k jejich
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,imortalizaci“ a v in vitro podminkach k ustaveni lymfoblastoidnich bunéénych linii
(IM), ktera je EBV vyvolana asi v 80% pripadi. Ve zbylych 20% se na vzniku
infekéni mononukledzy podili mimo jiné také cytomegalovirus (CMV), o kterém
je v praci také kratce pojednano (Rohacova, 2005). Charakteristickymi symptomy
IM  jsou horecka, tonzylofaryngitida, lymfadenopatie, hepatosplenomegalie
a zvyseny pocet aktivovanych T lymfocytt. Rané séroepidemiologické a molekularni
studie také zdiraznily asociaci mezi infekci EBV a nasofaryngedlnim karcinomem
(NPC). Avsak pro tento nador, stejné jako pro Burkittiv lymfom (BL),
neptsobi EBV  jako jediny etiologicky agens, ale je pravdépodobné jednim
z pottebnych kofaktorti ve vyvoji tumort (Zuckerman et al., 2004).

Vysetfeni EBV infekce je jednim ze zakladnich wvySetfeni v diferencidlné
diagnostickém panelu pro odliSeni etiologie tonsilitidy, uzlinového syndromu
¢i hepatopatie. U infekce vyvolané CMV nejsou pozitivni heterofilni protilatky,
diagnoéza se ovefuje sé€rologicky specifickym testem na CMV. Pii diferencidlni
diagnostice uzlinového syndromu je zapotiebi vyloucit toxoplazmoézu,
ale i oralglandularni formu tularémie, rubeolu a v neposledni fad¢ také malignitu
(tumor, lymfom). Pti hepatopatii bez kré¢niho nalezu je zapotiebi vyloucit i nékterou
z infek¢nich hepatitid (Rohacova, 2005).

Siroka 8kéla laboratornich metod miZe vyznamné prispét k diagnoze
herpetickych virti. Volba vhodné vysetfovaci metody zavisi na klinickych piiznacich
infekce 1 na typu vySetfovaného pacienta. Pro vSechny laboratorni vySetfovaci
metody herpetickych infekci plati, ze vysledek vySetfeni pacienta je mozZné
interpretovat pouze v kontextu s ostatnimi laboratornimi a klinickymi nalezy.

Ptredkladand  prace dopliuje soucasné vySetfovaci metody,
jakymi jsou sérologické testy specifickych protilatek a piimy prikaz patogenu,
0 metodu vySetfeni bunééné imunity, kterd hraje zdsadni ulohu pii odpovédi a obrané
organismu na EBV infekci. Virus EBV totiz zpisobuje typické zmény v obrazu
bunééné imunity, které jsou odrazem nejen patogeneze, ale zejména odpovédi

imunitniho systému infikovaného jedince.
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2. Literarni prehled

2.1 Zakladni charakteristika viru

Viry patii mezi nejmensi infekéni agens, které vykazuji vlastnosti zivého
organismu, tedy jsou schopny mnozeni. Zaroven se jedna o obligatné intracelularni
organismy, které ke svému mnozeni potiebuji aparat hostitelské buiky. Mezi znaky
spolecné vSem virlm patii, Ze: nerostou na zivnych puidadch a nejsou citlive
na antibiotika, obsahuji vzdy jen jeden typ nukleové kyseliny (RNA nebo DNA),
nemnozi se d¢lenim, ale syntézou svych slozek hostitelskou buikou.
Virova nukleova kyselina obsahuje informaci pro syntézu jak strukturdlnich proteini,
tak i proteinti zodpovédnych za replikaci viru. Tedy piesto, Ze je virus sam o sobé
neZivy, obsahuje funkéni geny kddujici syntézu vlastnich proteinil v zivé hostitelské
buiice. Viry mohou infikovat téméf vSechny formy Zivota, vcetné¢ obratlovct,
bezobratlych, hub, rostlin, bakterii a dokonce i velkych vira (Korsman et al., 2012;

Raj¢ani a Ciampor, 2006).

2.1.1 Struktura viru

Zakladni infek¢ni ¢astice viru je znama jako virion. V nejjednodusSich virech
se sklada znukleové kyseliny a obklopujiciho proteinového obalu — kapsidy.
Kapsida je sloZzena z morfologickych jednotek - kapsomer, které jsou sestaveny
z virovych proteini. V zavislosti na uspofadani téchto proteini mohou
mit kapsomery sféricky, valcovy nebo prstencovy vzhled.
Nukleokapsid je kombinace nukleové kyseliny a kapsidu. Uspotadani kapsomer
kolem nukleové kyseliny wurcuje symetrii virionu. NejcastéjSimi  typy
jsou helikoidalni a ikosaedricka struktura. Viry s ikosaedrickou symetrii maji tuhou
strukturu a pod elektronovym mikroskopem maji charakteristicky Sestithelnikovy
obrys. Velikost virionti se zna¢né 1isi, od 25 do 300 nm (Ryu, 2017).

Nejbéznéjsimi typy nukleovych kyselin u lidskych virit jsou jednovlaknova
RNA a dvouvldknovda DNA. Mnozstvi nukleové kyseliny ve virionech

je pro konkrétni virus konstantni (Ryu, 2017).
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2.1.2 Morfogeneze a interakce virus - burika

Viry jsou zcela zavislé na buikach, které infikuji, a to pro ziskéni energie,
metabolickych meziprodukti a vétSiny enzyml potiebnych pro jejich replikaci.
S pokroky v technikach molekularni virologie, krystalografie a modelovani,
spolu s klasickymi metodami elektronové mikroskopie, titrace a biochemickych
analyz, bylo mozné studovat interakce virus — bufika na sofistikované trovni.
Zakladni typy interakci virGi s bufikami jsou popsany nize (viz tabulka ¢. 1)
(Greenwood et al., 2012).

Tabulka ¢. 1: Zdkladni typy interakci vir — burka

Typ infekce Popis

Cytocidni produktivni infekce, lyticka | Kompletni replikace virii, buiika hyne

Produktivni infekce Bez cytocidnich zmén, kompletni
replikace viri, po jejich uvolnéni

se hostitelska bunika zotavi

Perzistentni infekce Trvala tvorba virovych d&astic, buika
seneposkodi a dale se  délj,

virus piechazi do dcefiné bunky

Abortivni infekce Virus pronikd do bunky, vznik pouze
nekterych slozek virionu a ne kompletné
zralych Castic. Transformace interakce
virus-buiikka —zmény vlastnosti bun¢k

a poruchy regulace bunécného deEleni

a rastu
Neproduktivni infekce (latence) Pretrvavani virového genomu
bez produkce infek¢nich castic,

minimalni exprese virovych genil

Ptevzato a upraveno dle Rajéani a Ciampor (, 2006).

Po infekci virem lze prostfednictvim  morfologickych  metod,
jakymi jsou svételna a elektronova mikroskopie, zjistit v hostitelské buiice fetézec

zmén. NejdilezitéjSimi fazemi morfogeneze jsou:
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e Adsorpce, tedy prichyceni viru na bunéénou membranu, se uskutecnuje
riznymi formami interakci mezi povrchovymi strukturami virionu
a receptory na plazmatické membrané buiky.

e Penetrance, proniknuti viru do buiky. Proces, pifi kterém se virus
prostiednictvim endocytézy dostava dovniti bunky, ale stale jesté ziistava
oddélen plazmatickou membranou od okolni cytoplazmy.

e Uncoating —  proces rozruseni membranového  obalu  viru,
resp. jeho nukleokapsidu s cilem uvolnit virovy genom do burky.

e Replikace virového genomu a exprese virovych geni. Obdobi nejméné
vyraznych morfologickych zmén v infikovanych bunkach.

e Skladba virovych ¢astic (assembly). Transport strukturnich proteind viru
na mista v infikované burce, kde se za¢inaji skladat nové virové Castice.

e Maturace — dozravani virovych ¢astic.

e Uvoliiovani virovych Castic (release). Permeabilizace bunéénych membran
a uvolnéni vird do mezibunécénych prostor.

Vsechny stupné morfogeneze jsou ve skuteCnosti velmi plynulym procesem
predstavujicim kontinudlni replikacni cyklus vir. Délka replikacniho cyklu
i morfogeneze je pro jednotlivé viry rozdilna (Greenwood et al., 2012;

Raj¢ani a Ciampor, 2006).

2.2 Charakteristika herpetickych viru

Herpetické viry neboli herpesviry patii do velké celedi Herpesviridae,
ve které bylo do dne$niho dne identifikovdno vice nez 130 druht. Tyto viry byly
nalezeny téméf u vSech druhl, vcetné teplokrevnych a chladnokrevnych druht
obratlovct a bezobratlych (Zuckerman et al., 2004).

Spole¢nymi znaky herpesvirii jsou: velky genom tvofeny dvouvlaknovou
dsDNA (double-stranded DNA) s molekulovou hmotnosti 80-150 miliont
Da (Dalton), koédujici az 200 proteind. Jednd se o pomérné velké obalené viry
sférického tvaru. Samotna bilkovinnd kapsida o priméru 100-110 nm je tvofena
162 kapsomerami. Uvnitf kapsidy je stoCend jedind molekula dvouvldknové DNA.
Z virového obalu ¢ni mnozstvi glykoproteinovych hrotl, které poskytuji vyznamné

antigenni  determinanty, které odliSuji  jednotlivé ¢leny této  Celedi.
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Mezi nukleokapsidou a vnéjsim obalem je amorfni elektronové husta mezivrstva,
tegument (viz obr. ¢. 1). Predpoklada se, Ze ma uspotfadanou strukturu a obsahuje
proteiny, které jsou dulezité pro virus pii fizeni hostitelskych funkeci,
bezprostiedné po proniknuti do hostitelské buiiky (Rajéani a Ciampor, 2006;
Zuckerman et al., 2004).

Kromé produktivni replikace, mohou viry po napadeni ptirozeného hostitele
vytvofit latentni infekei, kterd pretrvava po cely Zivot hostitele. V latentnim stavu

je exprimovana pouze mala podmnozina virovych genti (Zuckerman et al., 2004).

2 Glycoproteins

| ~
¥ .A__ / 3 . Capsid
g . 9 L) - Envelope
3 : "‘/__..
3= ) | DNA
s .
N . . Tegument
A /N
Yy 5
B e R
L e

Obr. €. 1: Struktura herpesviru (Pievzato z: www.dreamstime.com).

Celed Herpesviridae se déli do t¥ podeeledi — Alpha-, Beta-
a Gammabherpesvirinae. Tato klasifikace byla vytvofena jesté pted tim, nez byla
znama sekvence DNA jednotlivych ¢leni Herpesviridae. Kazda podceled je dale
rozdélena na nékolik rodd (viz tabulka &. 2) (Rajéani a Ciampor, 2006; Zuckerman,
2004). Podceled” Alphaherpesvirinae se vyznacuje variabilnim rozsahem hostiteld,
kratkym reprodukénim cyklem, rychlym Sifenim z buiiky na bunku, uG¢innym
ni¢enim infikovanych bunék a v patogenezi se in vitro uplatiuje Sifeni podél nervu,
nejcastéji uvnité axont. Podceled’ Betaherpesvirinae ma omezeny rozsah hostiteld,
dlouhy reprodukéni cyklus a pomalé uvolhovani z infikovanych bungk.
V hostiteli pretrvavaji v latentni formé, a to Vv lymfatickych buikach, vyvodnych
slinnych zlazach a v ledvinach. Pro podceled Gammaherpesvirinae je typicky

dlouhy reprodukéni cyklus, pomalé uvoliiovani z hostitelskych  bunék,
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in vitro replikace v lymfoblastoidnich buinkach ain vivo replikace a latence

v T a B lymfocytech (Arvin et al., 2007, Greenwood et al., 2012).

Tabulka €. 2: Rozdelent herpetickych viri

Celed’

Podceled’

Rod

Druh, zastupce

Herpesviridae

Alphaherpesvirinae

Simplexvirus

Human herpesvirus 1

Human herpesvirus 2

Varicellovirus

Human herpesvirus 3

Betaherpesvirinae

Cytomegalovirus

Human herpesvirus 5

(Human cytomegalovirus)

Muromegalovirus

Murid herpesvirus 1

Roseolovirus

Human herspesvirus 6

Human herpesvirus 7

Gammaherpesvirinae

Lymphocryptovirus

Human herpesvirus 4

(Epstein-Barr virus)

Rhadinovirus Human herpesvirus 8

Upraveno dle Arvin et al. (, 2007)

2.3 Viry a imunitni systém ¢lovéka

Clovek a viry maji spole¢nou dlouhou evoluéni historii, b&hem které je tento

vztah vzajemné ovliviioval. Vysledkem je individualni imunitni reaktivita
jednotlivych lidi. Viry, jakozto vyznamny selek¢ni ndstroj, ovlivnily genovou
vybavu soucasné lidské populace (Krejsek et al., 2016). Koevoluce ¢lovéka a vird
se v genomu Clovéka zfetelné projevila velkym mnozstvim sekvenci, které jsou
S nejvetsi pravdépodobnosti virového plivodu. Vyznam néekterych z nich byl jiz
odhalen, ovSem u vétSiny doposud neni zndm. Evolu¢ni vzajemnost plisobila také
v opatném smeéru, takZe napiiklad ve skupiné strukturné nejslozitéjSich wvirQ,
lidskych herpesvirti, 1ze v jejich genomu nalézt geny, které byly nepochybné ziskany
Z lidského genetického matridlu, a které konkrétni virus vyuzivad pro zajisténi
mechanismu uniku imunitnimu dozoru (Krejsek a Kopecky, 2004).

Individualni imunitni reaktivita se v ontogenetickém vyvoji méni a pro jeji
fyziologicky vyvoj je pfirozend

expozice virovym podnétim nezbytna.

16




Ptedevsim Vv obdobi po narozeni, kojeneckém, batolecim obdobi a v raném détstvi,
jsou ptirozen¢ probihajici infekce virovymi agens nezbytné pro ,,vyzravani®
fyziologické imunitni reaktivity. Casné promofeni vét§inou patogennich virti probiha
bud’ inaparentné, nebo jako mirné probihajici infek¢éni onemocnéni a imunitni systém
moduluje obranny zanét k nastaveni homeostatickych regulaci a k tvorbé imunitni
paméti, kterou potom jedinec vyuzije pii pristim setkdni S patogennim virem

(Krejsek et al., 2016).

2.3.1 Zakladni charakteristika imunitniho systému

Imunitni systém lze popsat jako soustavu, ktera spolecné s dalSimi télnimi
systémy, predevSim pak neuroendokrinni soustavou, je schopna identifikovat
nezadouci zmény ve vné€j$im 1 vnitfnim prostiedi a jejimZ hlavnim cilem je udrZeni
podminek stalého vnitiniho prostiedi, tedy homeostazy. Prostiednictvim rtiznych
receptori ma moznost piijimat podnéty, které je pak schopna kvantitativné
i kvalitativné vyhodnotit a reagovat na né. Ve spolupraci s nervovou a endokrinni
soustavou vytvaii integrujici informacni systém, ktery je funk¢éné i strukturné
provazan a je tak velmi mala pravdépodobnost existence podnétl, které by nebyly
touto integrovanou soustavou identifikovany (Krejsek a Kopecky, 2004).
Naproti tomu abnormalni imunitni reakce zptsobuji mnoho zanétlivych onemocnéni
se zavaznou morbiditou a umrtnosti. Imunitni odpovéd’ je mimo jiné také hlavni
piekazkou tspéchu transplantace organti (Abbas et al., 2016).

Z evolu¢niho hlediska lze imunitni systém rozd¢lit na dvé zakladni skupiny
imunitnich mechanismtl, a sice na nespecifické (neadaptivni) a antigenné specifické

(adaptivni) (viz obr. ¢. 2) (Hofejsi a Barttnkova, 2009).

2.3.1.1 Nespecifické a specifické imunitni mechanismy

Nespecifické mechanismy, nazyvané také neadaptivni, vrozené,
jsou fylogeneticky ptivodni slozkou imunity. Jsou tvofeny bunéénymi a humoralnimi
slozkami. Bunééné slozky jsou reprezentovany polymorfonukledrnimi leukocyty
(granulocyty), monocyty, makrofagy a dendritickymi buiikami. Humoralni slozky

tvoii komplementovy systém a proteiny akutni faze. Nespecifické slozky imunity
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reaguji na ptitomnost cizorod¢ latky rychle a na rozdil od specifickych slozek nemaji
tzv. imunologickou pamét (Hofejsi a Bartinkova, 2009). Soucasti vrozené imunity
jsou také ptirozené obranné bariéry, predevSim epitelové a kozni povrchy,
typické svou relativné rychlou obnovou. Podstatnd je také uloha piirozené
mikrobioty a puisobeni sekre¢nich protilatek tiidy IgA, které specificky interaguji

s virovymi antigeny (Lochmanova, 2014).

Specifické, adaptivni mechanismy jsou evolu¢né mladsi vétvi imunity
areaguji na kazdou cizorodou strukturu prostfednictvim vysoce specifickych
molekul a aktivuji se az po setkani s danym antigenem. Antigenem se rozumi latka,
kterd je schopna vyvolat imunitni reakci. Stejné¢ jako nespecifické mechanismy
jsouityto tvofeny bunécnymi (T aB lymfocyty) a humoralnimi (protilatky)
slozkami. Pro specifickou imunitu je také charakteristickd tzv. imunologicka pamét
akrozvoji imunitni reakce dochazi az po nékolika dnech ¢i tydnech

(Hoftejsi a Bartinkova, 2009).

mikroorganismy

g Vrozena imunita Adaptivni imunita protilétky

- "

g = ) e

B lymfocyty

plazmatické burky

dendritické
buriky

ziré ' 4
burky fagocyty

(Y
g & -
D
NK buni ’
komplement o ,_Iiy, Tlymfocyty efektorové T lymfocyty
hodiny /i , dny B : )
0 6 12 1 3 5
cas po infekci >

Obr. €. 2: Zéakladni mechanismy vrozené a adaptivni imunity

(Pfevzato a upraveno dle: Abbas et al., 2016).

2.3.2 Viry a imunitni odpovéd’

Reakce hostitele na napadajici virus zavisi na vlastnostech infekéniho agens

ataké na tom, kde se Snim setkdva. V mnoha piipadech jsou virové infekce
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subklinické, tedy bez ptiznakl. Jednotlivé mechanismy obrany hostitele spolupracuji,
aby chranily jednotlivce pied viry a eliminovaly je Vv ptipadé infekce.
V nékterych ptipadech miize mit imunitni odpovéd’ vyvolana viry imunopatologické
dusledky (Greenwood et al., 2012). Viry vyuzivaji nékteré funkéné vyznamné
molekuly na bunkach imunitniho systému pro vstup do hostitelské bunky (naptiklad
povrchové struktury viru chiipky se vazou na kyselinu sialovou, virus EBV vstupuje
do organismu  prostiednictvim  membranové molekuly CD21  vyjadiené
na B lymfocytech atd.). V bunkach imunitniho systému se pak skryté mnozi a jejich
prosttednictvim jsou V téle Sifeny. Virova infekce indukuje komplexni imunitni
odpovéd’ vedouci ke vzniku imunologické paméti (Punt et al., 2019).

Viry jsou schopny infikovat prakticky vSechny bunky téla.
Piedevsim pak bunky epitelového a endotelového puvodu, bunky imunitniho
systému, predev§im lymfoidni bunky a makrofagy a také nervové buiiky.
Podminkou nutnou pro vstup viru do permisivni bunky (buika umoziujici
pomnoZeni viru) je exprese membranovych receptorti, které interaguji s ur¢itymi
definovanymi molekuldrnimi strukturami viru. Vlastni vstup do buiikky probiha
riznymi  membranovymi  mechanismy (viz tabulka ¢ 1, str.  13)
(Krejsek a Kopecky, 2004).

Komplexni imunitni odpovéd’ na virovou infekci zahrnuje vrozenou imunitu,
ktera nastupuje bezprostiedné po infekci a adaptivni imunitu, kterd nastupuje

pozdéji, az vdobé, kdy je vrozena imunitni reakce oslabena (viz obr. ¢. 3)

(Ryu, 2017).

ziskana imunita

w— \/irus
IFN-a/p

w— NK cell

w— Antibody

— Effector
T lymphocyte

hodnoceni ukazatelé

pocet dni po infekci

Obr. & 3: Casové priibéhy vrozené a adaptivni imunity (Pfevzato a upraveno dle: Ryu, 2017).
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2.3.2.1 Virova infekce, mechanismy obranného zinétu

Virové infekce indukuji v ¢lovéku komplexni reakci, obranny zéanét,
jehoz soucasti je 1 imunitni odpoveéd’. Potencidl patogennich virti unikat rozmanitymi
mechanismy z dosahu obranného zanétu, ovliviiuje schopnost Clovéka efektivné
reagovat na virovou infekci. Patogeneze virovych infekci je zasadné ovlivnéna
skuteCnosti, ze jedinym mistem replikace virti je ziva bunka. Lidské télo si vytvotilo
fadu mechanismi, kterymi je schopno zabranit samotné infekci buiiky nebo omezit

replikaci virti v buiice (Krejsek et al., 2016).

l. obranna linie

Prvni obrannd linie zahrnuje, struéné fefeno, piirozené obranné bariéry,
které jesté nemaji imunologickou povahu. Radi se mezi né piedeviim epitelové
a kozni povrchy, charakteristické svou relativné rychlou obnovou z kmenovych
bunck epitelu. Diky tomu neni mikrobu vétSinou dopiano dost Casu na to,
aby na epitelové vrstvy adheroval a pronikal pfes né do podslizni¢nich
kompartmentt téla. Latky produkované povrchovymi strukturami, stejné jako latky
ve slindch a slzach maji antiinfekéni vlastnosti. Vyznamna je také tloha ptirozené
mikrobioty, kterd predevSim svoji fyziologickou aktivitou zesiluje komplexné
bariérové funkce epitelovych struktur. Sekrecni protilatky ttidy IgA, které specificky
interaguji s virovymi  antigeny, spektrum = obrannych  bariér  dopliuji.
Vysledkem je blokovani funkénich aktivit vir, jejich agregace a nasledné
odstranéni. VétSina virovych infekci tuto prvni obrannou linii nepiekroci, a tak neni

nutné zapojovat nasledujici obranné prvky (Korsman et al., 2012; Krejsek et al.,
2016).

. obranna linie

V piipad¢é piekonani fyziologickych obrannych bariér dochazi k interakci viru
S bun&nymi elementy. Jedna se predevsim o epitelové struktury vystylajici dychaci,
travici nebo mocopohlavni trakt. Na této Urovni dochdzi k prvni vin€ tvorby
prostfedkll s antivirovymi vlastnostmi, kterymi jsou interferony. Podstatna je zde
opét rychld obnova epitelovych struktur. Ty buiniky, které jsou poskozené virovou

infekci, jsou rychle nahrazeny (viz obr. ¢. 4) (Krejsek et al., 2016).
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Obr. ¢&. 4: Funkce epitelu vrozené imunity. (P¥evzato a upraveno dle: Abbas et al., 2016)

I11.  obranna linie

V této fazi obrany jde o zapojeni mechanismil vrozené imunity, jejichZ aktivace
urcuje  charakteristiky = obranného zanétu vyvolaného virovou infekci.
Receptory pfirozené imunity identifikuji vzory PAMP (pathogen-associated
molecular patterns, s patogenem asociované molekulové vzory) patogennich virg.
Tyto receptory se oznacuji jako PRR (Pathogen Recognition Receptor).
Exprese PPR receptorti neni klonalni, tedy takovéto receptory vyjadiené buiikami
stejného typu (napf. makrofagy), maji identickou specifitu. (Lochmanova, 2014)
Molekulové vzory PAMP lze charakterizovat jako mozaiky povrchovych
a nitrobunécnych molekul mikroorganismti a jejich identifikace bunkami pfirozené
imunity zajisti prakticky okamzitou reakci. Vzory PAMP jsou soucésti pouze
mikroorganismi a nevyskytuji se v hostiteli. A dale pfedstavuji pro mikroorganismy
struktury, které jsou esencidlni pro jejich Zivotni funkce (Abbas et al., 2016).
Vrozeny imunitni systém také rozpozndva molekuly, které jsou uvoliovany
z poskozenych nebo nekrotizujicich bunék. Takové molekuly se nazyvaji DAMP
(damage-associated molecular patterns). Reakce na molekuly DAMP slouzi
k eliminaci poskozenych bunck a k zahajeni procesu obnovy tkané, coz muze
byt diusledkem virové infekce epitelovych bunek (Krejsek et al., 2016).
Velmi dilezité jsou receptory skupiny TLR (Toll-like receptor; odvozené
od receptoru Toll, poprvé popsaného u octomilky) (viz obr. ¢. 5). Tyto receptory

rozpoznavaji celou fadu chemickych struktur charakteristickych pro riizné patogeny
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— lipopolysacharidy, lipoproteiny, prokaryotické a virové nukleové kyseliny a dalsi.
Nékteré ztéchto receptori mohou byt stimulovany také endogennimi ligandy,
tedy molekulami organismu vlastnimi, které slouzi podobné¢ jako PAMP,
jako ,,signaly nebezpeci®. Nékteré TLR receptory jsou lokalizovany na bunééném
povrchu, jiné v intracelularnich membranach. Aktivaci téchto receptorii dochazi
k expresi prozanétlivych cytokini (napt. IL-1, IL-6, TNF, IL-8) a nékterych
adhezivnich a kostimula¢nich receptord na povrchu antigen prezentujicich bunék
(APC) (Flint et al., 2015). Mezi nejdulezitéjsi transkripéni faktory aktivované TLR
patfi ¢lenové rodiny jadernych faktori kB (NF-«B), které podporuji expresi riznych
cytokinii a endotelovych adhezivnich molekul a interferonové regulacni faktory
(IRF), které stimuluji produkci antivirovych cytokint, interferoni 1. typu.
(Abbas et al., 2016).

+ pfipojeni
bakteridlnich
nebo virovych 2
* molekul na TLR ek e
| bohaté repetice
receptor
200099?9%00,,40005 Pee0eee0992%0000
Dopn,\,aneean,.)(..no_u ""':‘OOG* NS "NC‘C\Q‘M
Toll-IL-1 receptor (TIR)
signaling domain
" "nabor”
adaptorovych
' proteind
atvace QO Y
transkripénich  NF-xB IRFs (interferon
faktord regulatory factors)

zvyéend exprese: cytoking, produkce
adhgznvmch molekul, interferond I. tiidy
kostimulatord

-akutni zanét antivirovy stav

-stimulace adaptivni
imunity

Obr. ¢&. 5: Signalni funkce Toll-like receptorit (TLR) (Pfevzato a upraveno dle: Abbas et al., 2016).

22



Z bunéénych slozek ptirozené imunity se na obrané proti virim vyznamné
podili dendritické buiiky (DC), které jsou zaroven povazovany za nejucinngjsi
nespecifickou a antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému. Jsou totiz velmi
snadno infikovatelné virovymi agens, kterd vyuzivaji rozmanité povrchové molekuly
téchto bunek ke svému vlastnimu vstupu do buiky. V organismu jsou ve form¢ zralé
i nezralé (Hofejsi a Bartunkova, 2009). Nezralé formy DC jsou strategicky
rozmistény v tkanich, které jsou na rozhrani organismu a okolniho prostiedi,
cozzvySuje  pravdépodobnost  setkdni s invadujicim  mikroorganismem.
V pfipadé, Ze v organismu neni pfitomna infekce, pohlcuji prubézné odumielé bunky
zdravych tkani a molekuly rozpusSténé v mezibunécné tekutiné. Takovéto pohlcené
vlastni molekuly zpracuji a jejich fragmenty vystavi v komplexu s MHC proteiny
na svém povrchu. Specifické T lymfocyty nejsou timto kontaktem aktivovany.
Jsou bud’ zcela utlumeny, nebo se z nich tvoii tzv. regulacni T lymfocyty.
Zralymi se dendritické buniky stavaji po rozpoznani podnétu, ktery piedstavuje
pro organismus nebezpec¢i (patogenni mikroorganismy, vlastni nekrotické burky).
Tato  aktivace vede kdiferenciaci  (maturaci)  dendritickych  bunék.
Presunuji se z tkani do lymfatickych uzlin a jinych sekundéarnich lymfatickych
organt, ztraceji schopnost pohlcovat Castice z okoli a méni se na ucinné APC.
Pouze zralé DC jsou schopny aktivovat naivni T lymfocyty, tedy takové,
které se doposud nesetkaly s antigenem. Dendritické buiky jsou tedy schopné
rozvinout jak cytotoxickou reaktivitu T lymfocytl, tak podnitit regula¢ni ptisobeni
pomocnych T lymfocytl, coz se v disledku projevi jako tvorba specifickych
protivirovych protilatek (Krejsek a Kopecky, 2004; Flint et al., 2015).

Na antiinfek¢ni imunité zamétené predevsim proti viriim a mikroorganismim
se schopnosti intracelularniho parazitismu se vyznamné podili
prirozené cytotoxické builky. Jednd se o heterogenni bun&fnou populaci,
jejiz nejvyznamnéjsi  slozkou  jsou  NK  buiky  (natural killer).
Druhou nejvyznamnéjsi populaci jsou tzv. NKT lymfocyty (Krejsek a Kopecky,
2004). NK bunky se morfologicky jevi jako velké granularni lymfocyty.
Od T lymfocytd se lisi tim, ze nemaji na svém povrchu vyjadien receptor TcR.
Naopak charakteristicky je pro n¢ znak CD56 nebo CD16 (Lochmanova, 2014).
Maji schopnost usmrcovat nadorové zménéné nebo virem infikované buiky,
pricemz rozliSuji tyto abnormalni buniky od bun€k normalnich. K jejich odliseni
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vyuzivaji NK bunky fadu membranovych receptorti. Ty lze rozdélit do dvou skupin,
a to na receptory, které po vazbé s odpovidajicim ligandem na terCové burtice,
prindseji pro NK buiku aktiva¢ni podnéty. Tyto receptory se oznacuji jako KAR
(Killer Activating Receptors). Druha skupina receptorti poskytuje NK bunkam
po interakci s odpovidajicimi ligandy inhibi¢ni signaly. Tyto receptory se oznacuji
jako  KIR (Killer Inhibitory Receptors) (Krejsek a Kopecky, 2004).
Identifikace ter¢ové bunky a nasledna lyticka reakce je vysledkem vyhodnoceni
vSech aktivacnich a inhibi¢nich signdli. K plnému rozvinuti funk¢ni aktivity
vyzaduji NK buiiky signaly zprostiedkované cytokiny. Nejsilnéjsi aktivacni podnéty
predstavuje ptisobeni INFy a dale cytokiny tvofené T lymfocyty, napt. IL-2.
Mechanismy cytotoxického pasobeni NK bunék jsou zajistovany pomoci
membranoveé vazanych 1 nitrobunéénych molekul. NK buniky jsou charakterizovany
pritomnosti nitrobunéénych granuli obsahujici bilkoviny oznacované jako perforiny.
Ty jsou cilené sekretovany do mezibunécného prostoru mezi NK buiikou a ter€ovou
bunkou. Vysledkem je tvorba otvori — poért v cytoplazmatické membrané teréové
buniky, ¢imz se buiika osmoticky hrouti a dale dochézi ke vstupu dalSich komponent
granuli NK bunck, granzymi. Granzymy rozkladdaji nitrobunécné tere ve virem
infikované bunce a vykazuji kaspazovou aktivitu. Druhy typ cytotoxického plisobeni
NK buné¢k je zprostfedkovan nékolika receptory, které strukturné patii do rodiny
receptort pro TNFa a nervovy rastovy faktor (NGFR). Témito receptory je V teréové
bunice indukovan proces apoptdozy (Lochmanova, 2014; Krejsek et al., 2016).

Funkci NK bungk popisuje obr. €. 6.

A NK burika

o Dﬁ:{} Obr. & 6: Funkce NK bungk. A - NK buitky zabiji
oY/ Ve
virem infikovana = hostitelské builkky infikované intracelularnimi

ks infikovanych bunék : EOEI H
acblcsciinc mamherken mikroby, ¢imZ eliminuji rezervoary infekce.

B - NK bufiky reaguji na interleukin 12 (IL-12)
produkovany makrofagy a vylucuji INFy,

ktery aktivuje makrofagy, aby eliminoval
x £ fagocytované mikroby (Pievzato a upraveno dle:
makrofég s zabijeni Abbas et al., 2016).
fagocytovanymi fagocytovanych
mikroby mikrobd
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Z humoralnich slozek pfirozené imunity ma nejvyraznéj$i protivirovy
potencidl interferonovy systém, ktery vyvolava indukci Sirokého spektra
antivirovych proteini. Buika infikovand virem sestava vydatnym zdrojem
interferond. Interferony byly objeveny v roce 1957 a déli se do tti zakladnich skupin,
oznacCovanych jako tfidy. Ttidy I a III si jsou svymi zdkladnimi charakteristikami
velmi podobné. Interferony I. tfidy jsou obecné efektorové odpovédny za obranu
proti viram. Interferony Il. tiidy, zahrnuji pouze INFy. Ten je taktéz zapojen
do obrany proti virovym patogentim. Interferony I. a III. tfidy jsou tvofeny vSemi
bunikami lidského téla. INFy je produkovan velmi omezenym spektrem bunécnych
elementd s ptivodem v imunitni soustavé (Lochmanova, 2014; Ryu, 2017).

Interferony indukuji antivirovy stav infikované bunky prostfednictvim vazby
na specifické receptory. Interferony plisobi nejen na buiniky infikované virem, ale také
na okolni bunky a dal§i dilezitou funkci je jejich nespecificnost,
tzn., ze interferon produkovany urcitym virem muze blokovat infekci jinych
nepfibuznych virii. Tato nizkd specifiénost je charakteristickym znakem vrozené
imunity na rozdil od imunity adaptivni (Ryu, 2017). Stru¢né lze shrnout,
ze pusobenim interferontt z infikovanych bunék, dochazi k indukci syntézy
2,5, oligoadenylat syntetdzy, ktera za spotieby ATP (adenosintrifosfat)
tvoti 2, 5, oligoadenylaty. Ty poté aktivuji RNA4zu L, kterd je schopna rozkladat
virové ribonukleové kyseliny. Po vazbé interferonu na receptor je dale indukovana
syntéza proteinové kinazy PKR, kterd v pfitomnosti virové RNA fosforyluje
elongacni faktor II (EIF;). Timto krokem je zabranéno translaci virové mRNA,
¢imz je inhibovana syntéza virovych proteind (viz obr. ¢. 7) (Greenwood et al., 2012;
Ryu, 2017).

Kromé ptimého protivirového G¢inku maji interferony I. typu také vyrazné
imunomodulaéni plsobeni. Méni expresi molekul MHCI. tfidy a podporuji
tak funkci NK bunék. Vyrazné¢ vys$i imunomodulacni potencial ma INFy,
ktery zesiluje funkce Thl populace T lymfocytd a zvySuje expresi molekul
MHC 1I. tfidy (Krejsek a Kopecky, 2004).

Komplement mize pomoci v neutralizaénim procesu opsonizaci viru
nebo pfimo lyzou obalenych vird. V nékterych piipadech mize komplement

sam inaktivovat viry (Greenwood et al., 2012).
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Obr. ¢ 7: A — mechanismy indukce syntézy interferonu (INFa a INFB); B — produkce rezistence
na virovou infekci (Pievzato z: Greenwood, 2012).

IV.  obranna linie

V uvozovkach c¢tvrtou obrannou linii piedstavuje specificka (adaptivni)
imunita. Lze fici, Ze zatimco pfirozené bariéry a vrozend imunita zachycuji prvni
napor patogennich virt, specifickd imunita ziskdva potirebny ¢as k rozvinuti svého
protivirového potencialu. Jeji aktivity pfitom urcuje pravé vrozena imunita.
Specifickd imunita se rovnéz sklddd z humeoralnich (zalozené na protilatkach)
a bunécné zprostiredkovanych (zalozené hlavné na T lymfocytech) mechanismi
(viz obr. ¢. 8) (Krejsek et al., 2016). Faze specifické imunitni odpovédi
popisuje obr. ¢. 9 (str. 29).

Do jaké miry je adaptivni imunita ovlivnéna imunitou vrozenou? Pravé role
mezi antigenné nespecifickou a antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému.
Prostfednictvim dendritickych bunék, je pomérné rychle dosaZeno klonalni expanze
T lymfocytd specifickych pro virové antigeny (Ryu, 2017). Navic je pro T lymfocyty

podstatné, Ze vlivem antigennich podnéti a kontextu rozpoznavani,
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které jim zajistuji dendritické bunky predkladajici antigenni fragmenty virového
puvodu, dochazi k funk¢éni polarizaci subpopulace ThO do subpopulace Thil.
Ta pak tvorbou INFy, IL-2 a vybraného spektra chemokini stimuluje aktivity
cytotoxickych T lymfocytd (Tc) (Lochmanova, 2014). VétSina Tc lymfocyta
ma receptor, ktery se vaze na fragmenty viru umisténé¢ho na molekule MHC 1. tfidy.
Tyto T lymfocyty maji na svém povrchu molekulu CD8. Jakmile T¢ lymfocyty
rozpoznaji infikovanou buiniku, uvolni molekuly, které indukuji apoptdzu
(Punt et al., 2019). Pro efektivni aktivaci téchto cytotoxickych bunék jsou také
zapotiebi pomocné T lymfocyty (T — helper). Jsou rozeznavany dva typy Tj bunék.
Thl bunky sméfuji imunitni odpovéd’ na bunécné zprosttedkovanou odpovéd’,
ke které obvykle dochazi v piipadé virovych nebo jinych intracelularnich infekei.
Th2 buiikky sméfuji imunitni odpovéd’ na humordlni a zejména antiparazitarni

odpoveéd’ (Flint et al., 2015).

Humoralni Bunécné
imunita zprostfedkovana imunita

' mikroorganismy i ! Q

e e

exraceiami_ | tagocyiouné oty | [HRSMINTES)
mikroorganismy které mohou 2it Pliku)

v makrofazich burice

reagujici lymfocyty q :'q ; )q:
St ) cytotoxické

pomocné

B lymfocyty T lymfocyty T lymfocyty

produkce
protilatek

efektorové \
mechanismy ﬁ— m
-¢

blokuji infekci

usmrcenf infikované buriky

a eliminuji aktivace makrofagd
~ P
funkce ex‘t;acelulérin g eliminuji zabiji infikované
= miiroormanenY || mgocytovens buiiky a eliminuji
mikroorganismy rezervoary infekce

Obr. ¢. 8: Typy adaptivni imunity. Humoralni imunita je zastoupena B lymfocyty produkujicimi
protilatky, které eliminuji extracelularni mikroorganismy. Bunééna imunita, zastoupena Th a Tc
lymfocyty, eliminuje fagocytované mikroorganismy a infikované buiky

(Pievzato a upraveno dle: Abbas et al., 2016).
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Destrukce bunék infikovanych virem je dulezitym mechanismem eradikace
viru z hostitele. Protilatka mize neutralizovat volné viriony, ale jakmile viriony
proniknou do buiiky, je pouZzit jiny mechanismus pro odstranéni infikovanych bunék.
Existuje nékolik zptsobu, kterymi mohou protilatky chranit hostitele proti virovym
slozkam. Protilatky nemohou vstoupit do bunék, a proto jsou neucinné viici latentnim
virim a tém, které se §ifi piimo z bunky do bunky. Vazou se ale na extracelularni
virové epitopy. Tyto epitopy mohou byt na intaktnich virionech nebo na povrchu
infikovanych bun€k. Vazba protildtky na volny virus mize inhibovat fadu procest
nezbytnych pro replikaci viru. Mohou blokovat vazbu na membranu hostitelské
bunky, a tak zastavit adhezi a pronikdni viru do bunky. Protilatky IgG a [gM maji
tuto duleZitou funkci v plazmé a télnich tekutinach a protilaitky IgA mohou
neutralizovat viry podobnym mechanismem na muko6znich povrSich. Protildtka mtze
také fungovat ve stadiich po proniknuti viru do bunky (Korsman et al., 2012).
Proces rozruSeni membranového obalu viru spojeny s uvolnénim virové nukleové
kyseliny do cytoplazmy, mize byt inhibovan, pokud je virion pokryty protilatkou.
Protilatka mize také zpusobit opsonizaci virovych Castic a tim omezit jejich Sifeni
a usnadnit jejich fagocytézu (Greenwood et al., 2012; Ryu, 2017).

Zkusenost, kterou T a B lymfocytarni systém ziska pii obrané¢ proti
konkrétnimu virovému agens, je nasledné¢ ulozena v podobé pamétovych
T a B lymfocyti. Tato imunitni pamét urcuje schopnost lidského organismu
vyrovnat se infekénimu tlaku virovych agens a umoznuje jeho preziti

(Krejsek et al., 2016).
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Obr. €. 9: Faze specifické imunitni odpovédi. Adaptivni imunitni odpoveéd’ sestava z riznych fazi;
prvni tfi jsou rozpoznavani antigenu, aktivace lymfocytt a eliminace antigenu. Dale reakce klesa,
protoze antigenem stimulované lymfocyty hynou apoptdzou, obnovuje se rovnovazny vztah —
homeostaza a antigen-specifické buiiky jsou zodpovédné za vznik imunitni paméti. Doba trvani kazdé

faze se muze lisit v riznych imunitnich reakcich (Pfevzato a upraveno dle Abbas et al., 2016).
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2.4 Virus Epsteina-Barrové

Virus Epsteina-Barrové (EBV) znamy téz jako lidsky herpesvirus 4 (HHV- 4)
byl piivodné identifikovan v buné¢nych liniich pochézejicich z nadoru vyskytujiciho
se u africkych déti. Tento nador lymfoidnich bunék popsany D. Burkittem je dodnes
znam jako Burkittiv lymfom (BL). Burkitt analyzou epidemiologie nemoci zjistil,
ze jde o infek¢éni onemocnéni pravdépodobné virové povahy, a Ze pienaseCem
by mohli byt komafi. Geograficky vyskyt nadoru korespondoval s oblastmi
s vysokym vyskytem malarie, v klimatickych podminkach, v nichz se mtize komar
nesouci maldrii rozmnozovat. Epstein a jeho spolupracovnici zjistili technikou
elektronové mikroskopie, ze bunky nadoru (BL) obsahovaly Vv jadie kapsidy
herpesviru.  Od té doby séroepidemiologické studie ukazaly, Ze virus
je vSudyptitomny agens, séropozitivita se zvySuje S vékem ve vSech komunitach,
takze vice nez 90 % dospélych na celém svété je séropozitivnich. Dtlezité bylo
zjiSténi, ze séra pacientll s infekéni mononukledzou (IM) reaguji s lymfoidnimi
bunkami derivovanymi z BL (Zuckerman et al., 2004).

Rané séroepidemiologické a molekularni studie také zduraznily asociaci mezi
infekci EBV a nasofaryngealnim karcinomem (NPC). AvsSak pro tento nador,
stejné jako pro Burkittiv lymfom, neptsobi EBV jako jediny etiologicky agens,
ale je pravdépodobné jednim =z potfebnych kofaktord ve vyvoji tumoru.
Od svého objevu byl EBV spojen s fadou dalsich lymfoidnich a epitelialnich nadort
(Zuckerman et al., 2004; Hulek a Urbanek, 2018).

2.4.1 Struktura viru

EBV je DNA virus patfici do celedi Herpesviridiae, podceledi
Gammaherpesvirinae a rodu Lymphocryptovirus. Jedna se o velky virus
s molekulovou hmotnosti 100x10° Da. Centralni nukleovd kyselina virionu
je obklopena ikosaedralni kapsidou, ktera sestava ze 162 trojuhelnikovych kapsomer
s celkovym primérem 110 nm. Cely virion je obklopen vnéjSim nepravidelné
tvarovanym lipoproteinovym obalem s primérem 150-200 nm.
Mezi kapsidou a obalem se nachazi amorfni vrstva proteini — tegument.

Obal je slozen znégkolika riznych glykoproteint, znichz nejvyznamnéjsi
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je gp350/220, produkt genu BLLF1, ktery se vaze na receptor CD21 na povrchu
B lymfocyttl (Rajéani a Ciampor, 2006; Zuckerman et al., 2004).

Uvnitt virionu je dsDNA o délce 172 kb kodujici okolo 100 ¢tecich ramct.
Genom mé dvé koncové (TR) a ctyfi inertni repetice (IR1 — IR4), které jej déli
na 5 jedine¢nych useku (viz obr. ¢. 10) (Mahy a Van Regenmortel, 2008).

- membrane
glycoproteins

protein of the
tegument

Packaged RNAs
in EBV virions

viral DNA genome
capsid

Obr. ¢&. 10: Epstein — Barr virus (HHV 4) (Pfevzato z: aurametrix.weebly.com).

Byly definovany dva kmeny EBV — typ 1 a typ 2 (pfipadn¢ A a B),
které se 1iSi v oblastech kodujicich provirové latentni proteiny. Typy nevykazuji
zadné zvlastni zemépisné omezeni ani specifickou asociaci s chorobou,
ale v zapadnich zemich se typ 1 vyskytuje Castéji nez typ 2. Variance v ramci typu
se vyskytuji v poctu opakujicich se sekvenci vkazdém vnitinim opakovani,
coz umoziuje definovat specifické izolaty podle velikosti jejich latentnich gent
nebo jejich produkti. Analyza téchto geni pak mize byt pouZita
Vv epidemiologickych studiich ke sledovani pfenosu viru vV rdmci rodin nebo populaci.

(Zuckerman et al., 2004).

2.4.2 Replikace EBV

Uplny replikaéni (produktivni nebo lyticky) cyklus EBV mize pobihat
v urcitych diferencovanych epitelidlnich buiikdch. B lymfocyt je hlavni a esencidlni
buika infikovand pfipojenim virového obalového glykoproteinu gp350/220
k receptorim CD21 exprimovanych na zralych klidovych B lymfocytech (Becker
a Darai, 1992). Infekce B lymfocyti virem EBV je v podstaté neproduktivni.
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Vyvolava patologickou vnitrobunécnou signalizaci sméfujici k aktivaci gend,
podilejicich se na syntéze imunoglobulin (Greenwood et al., 2012).

V neproduktivni (latentni) podobé EBV perzistuje v klidovych pamétovych
B lymfocytech. V latentnim stadiu je exprimovano pouze 10 genu EBV, coz brani
ucinnému rozpoznani infikovanych bunék imunitnimu systému a jeho cytotoxickym
T lymfocytim. Variabilni pocet EBV genii je exprimovan v riznych formach
latence. Jedna se predevSim o geny kddujici jeden nebo vice ze Sesti jadernych
antigeni EBV (EBNA leader protein (LP), 1, 2, 3a-c) a dva latentni membranové
proteiny (LMP 1 a LMP 2). Podle poc¢tu exprimovanych proteini se rozlisuji formy
latence (I, Il aIll). Na ptitomnost LMP (Latent Membrane Protein) na povrchu
B lymfocytd v obdobi primarni infekce reaguji T lymfocyty tvorbou atypickych
mononuklearnich bunék (De Paschale a Clerici, 2012). Po piekonani infekéni
mononukledzy je bézna latence typu I, pfi které se exprimuje pouze protein EBNA 1.
EBNA 1 se vaze na DNA a zajistuje, ze genom EBV se udrzuje v B lymfocytech
v cirkularni episomalni podobé. Také je jedinym latentnim proteinem exprimovanym
ve vSech typech nadort spojenych s EBV. EBNA 2 zvySuje expresi proteint LMP-1
a LMP-2. Protein LMP-1 je virovym onkogenem podporujicim proliferaci
B lymfocytii. Protein LMP-2 brani reaktivaci EBV =z latentni formy. Latence
zahrnuje rtizné vzorce exprese téchto latentnich virovych proteint (Greenwood et al.,
2012; Mahy a Van Regenmortel, 2008).

Produktivni replikace viru probiha v dlazdicovém nerohovatéjicim epitelu
nosohltanu a mandli. Na tyto bunky se virus adsorbuje prostfednictvim svych

glykoproteint gp85, gp25 a gp42 (Rajéani a Ciampor, 2006).

2.4.3 Patogeneze EBV

2.4.3.1 Primarni infekce

Castice EB viru infikuji jak epitelové buiiky, tak B lymfocyty. Infekce zaéina
Vv epitelidlnich buikach, obvykle v mukéznim epitelu v orofaryngealni duting,
coz jsou mista pro vyluovani virovych c¢astic. Ordlni epitel a tkan mandli
jsou bohaté na lymfoidni bunky a poskytuji idealni prostredi pro dalsi fazi infekce.

Po produktivni infekci epitelovych bunék mohou uvolnéné Ccastice infikovat
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B lymfocyty, ve kterych miize modifikovany transkripéni program vést ke vzniku
latentni infekce. Virovy genom DNA existuje jako cirkularni, samoreplikujici
se epizom v jadie B lymfocytd. Tento epizom je spojen s nukleozomy a podléha
progresivni metylaci na zbytcich CpG ostruvkd. Kdyz jsou latentné infikované
B lymfocyty ve styku s epitelovymi butikami, virus mize byt reaktivovan, coz vede
Kk produkci potomstva ¢astic, které mohou infikovat epitelové bunky. Infekéni Castice
se vylu€uji pfevazné ve slinach, ale bylo zaznamenano také vylucovani z plic

a cervikalniho epitelu (Flint et al., 2015; Mahy a Van Regenmortel, 2008).

2.4.3.2 Perzistujici infekce

Jak latentn€ infikované, tak produktivné infikované B lymfocyty cirkuluji
mezi aktivovanymi, virové specifickymi cytotoxickymi T lymfocyty v krvi
infikovanych jedinct a protilatky specifické pro virové proteiny jsou zde hojné.
To, jak je latence udrzovana v B lymfocytech v souvislosti s aktivni imunitni
odpovédi, je zasadni pro klinicky vyvoj infikovaného jedince (Flint et al., 2015).

Déti a  dospivajici  jsou obvykle infikovdni po oralnim styku
(odtud ,kissing disease®). Akutni infekce vyZaduje expresi vétSiny virovych geni
arychle tak stimuluje silnou imunitni odpovéd. Siteni infekce do B lymfocytt
u imunokompetentnich jedincii indukuje infikované bunky, aby se rozdélily,
coz posili imunitni a cytokinovou odpovéd’. Vysledné onemocnéni se nazyva
infekéni mononukle6za (IM). Nasledujici imunitni odpovéd” ni¢i vétSinu
infikovanych bunék, ale pfiblizné 1 z 100 000 ptezije (Flint et al., 2015).
Ty ptetrvavaji jako malé neproliferujici pamétové B lymfocyty, které produkuji
pouze latentni membranovy protein LMP-2A mRNA. Jsou udrZzovany v lymfoidnich
organech a kostni dieni. Tyto buiiky neprodukuji koaktivatorovy receptor B7,
a proto nejsou rozpoznavany nebo eliminovany cytotoxickymi T lymfocyty
(Flint et al., 2015; Mahy a Van Regenmortel, 2008).

Pti kultivaci perifernich krvinek infikovaného jedince stimuluji ristové
faktory v médiu proliferaci latentné infikovanych B lymfocyti, zatimco neinfikované
buiiky umiraji. Dutlezité je si uvédomit, ze tyto kultivované ,,immortalizované*
B lymfocyty (lymfoblasty) nejsou stejné jako latentné¢ infikované burnky,

cirkulujici in vivo. Tvofi ale nejlépe pochopeny model latentni infekce EBV.
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Tyto immortalizované lymfoblasty syntetizuji soubor nejméné 10 virovych proteint,
véetné¢ 6 jadernych proteini (nazyvanych EBNA), tfi virovych membranovych
proteinti (LMP), malych molekul RNA nazyvanych EBER-1 a EBER-2 a alespon
20 microRNA. Podle virovych genovych produkti syntetizovanych v infikovanych
B lymfocytech (nazyvanych latence I az III) lze rozlisit alespon tii odlisné fenotypy
nebo programy. Syntéza odliSnych sad virovych proteini a RNA i typt latence
jsou také spojeny s konkrétnimi nemocemi spojenymi s EBV (viz tabulka ¢. 3)
(Flint et al., 2015; Mahy a Van Regenmortel, 2008; Ryu, 2017).

Tabulka ¢. 3: Typy latence — Epstein-Barr virus

Typ latence

Exprimované geny viru

Onemocnéni

0

Zadné

Zadné

LMP-2A/EBNA-1

Burkittiv lymfom

EBNA-1, LMP-1,
LMP-2A, -2B

Hodgkintv lymfom,

nasofaryngedlni karcinom

infek¢ni mononukleoza,
EBNA-1, -2, -3, -4, -5, -6,
Il AIDS-souvisejici
LMP-1, -2A, -2B

imunoblasticky B lymfom

Pievzato a upraveno dle Flint et al. (, 2015).

Slozitd kolekce riiznych fenotypi B lymfocytii je nejlépe pochopitelnd
v kontextu jejich normalni biologie. Aby mohly vstoupit do klidového stavu a stat
se pamétovou bunkou, musi neinfikované B lymfocyty navéazat sviij ptibuzny
antigen a obdrzet pomocné signaly od pomocnych (TH) T lymfocytii v zdrode¢nych
centrech lymfoidni tkané. Béhem latentni infekce napodobuji virové proteiny LMP-1
a LMP-2a vSechny tyto kroky, takze infikovany B lymfocyt se mlze diferencovat
Vv pamétovou buniku v neptfitomnosti vnéjSich podnéti. Ackoliv imunokompetentni
jedinci udrzuji cytotoxické T lymfocyty namifené proti mnoha virovym proteinim
syntetizovanym v latentné¢ infikovanych B lymfocytech, tyto buiiky nejsou
eliminovany. Nc¢které virové proteiny, jako je LMP-1, inhibuji apoptdzu
nebo imunitni rozpoznavani latentné infikovanych bunék. Kromé toho proteiny
EBNA-1 nejsou prezentovany T lymfocytim. Kdyz se zméni rovnovdha mezi

proliferaci latentné infikovanych B lymfocytli a imunitni odpovédi, ktera je eliminuje
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(napf. po imunosupresi), mohou imortalizované B lymfocyty tvofit lymfomy

(viz obr. ¢. 11) (Flint et al., 2015; Mahy a Van Regenmortel, 2008).
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Obr. & 11: Epstein-Barr virus — primarni a perzistujici infekce. Pfevzato a upraveno
dle: Flint et al. (, 2015)

Primarni infekce — EBV infikuje epitelové buiiky v orofaryngu (napi. mandle). Virové Castice
pak mohou infikovat klidové B lymfocyty v lymfoidni tkdni. Virusem infikované B lymfocyty
produkuji latentni virové proteiny a RNA (napt. LMP-1 a LMP-2) a jsou stimulovany ke vstupu
do mitézy a proliferaci. Latentné infikované buiiky jsou napadeny NK buiikami a cytotoxickymi
T lymfocyty.

Perzistujici infekce — vétSina infikovanych B lymfocyti je usmrcena jako vysledek vrozené
imunitni obrany, ale n€kolik (ptiblizn€ 1 z 100 000) ptetrvava v krvi jako malé, neproliferujici
pamétové B lymfocyty, které syntetizuji pouze LMP-2A mRNA. Tyto pamétové B lymfocyty
jsou pravdépodobné dlouhodobou rezervou EBV in vivo a zdrojem infekce pii kultivaci.
Omezend imunitni odpovéd na tyto infikované B lymfocyty vede k samovolné proliferaci,
infekéni mononukledze nebo neomezené proliferaci (polyklonalni lymfom B lymfocyti).
Kdyz jsou stimulovany nebo produkovany v kultufe, virové proteiny potiebné pro replikaci
a udrzovani virového genomu, jsou znovu produkovany. Neékteré latentné infikované pienosy
B lymfocytd do lymfoidnich tkani v blizkosti epitelovych bunék v orofaryngu vedou
ke stimulaci B lymfocyti a k produkei ¢astic schopnych infikovat a replikovat se v epitelidlnich
bunikach. Virové ¢astice jsou produkovany a pienaseny do slin pro pienos na jiného hostitele.
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2.4.4 Imunitni odpovéd’ na EBV

EBV vyvolavd humoralni i bunéénou imunitni odpovéd u infikovanych
hostiteld. Primarni infekce EBV je spojena srychlym ndstupem protilatek
proti replika¢nim antigentim, jako je virovy kapsidovy antigen (VCA), Casny antigen
(EA) a membranovy antigen (MA; gp350/220) s pozdéjsi sérologickou reakci
na proteiny EBNA (De Paschale a Clerici, 2012). U infekéni mononukledzy jsou tyto
reakce prehnané a jsou doprovazeny autoprotilatkami, jako je revmatoidni faktor
a také heterofilni protilatkovou odpovédi namifenou proti antigenim na povrchu
ovCich erytrocytd. Tyto protilaitky jsou vysledkem EBV-indukované aktivace
polyklonalnich B lymfocyt. V chronickém asymptomatickém virovém pienaseci
se nachazeji protilatky proti VCA, MA a EBNA, jejichZ titry ziistavaji pozoruhodné
stabilni. Z téchto protilatek jsou zvlast dilezité protilatky proti MA, protoZe maji
schopnost neutralizovat virus a mohou také zprostiedkovat bunécnou cytotoxicitu
zévislou na protilatkach. Hladiny téchto EBV specifickych protilatek jsou zvysSené
u riznych onemocnéni spojenych s EBV (Mahy a Van Regenmortel, 2008).

Stejné jako u jinych perzistujicich virti hraje bunéénd imunita dilezitou roli
pii kontrole EBV infekce. Primarni infekce EBV vyvolavd robustni bunécnou
imunitni odpoveéd’ a lymfocytdza pozorovana u infek¢ni mononukledzy je dasledkem
hyperexpanze cytotoxickych CD8 T lymfocytt reaktivnich proti latentnim 1 lytickym
virovym antigenim. Tyto reaktivity jsou ndsledné udrzovany na vysoké urovni
v pamétovych CD8 T lymfocytech. Reakce CD4 T lymfocytl specificka pro EBV
také prispiva k regulaci infekce EBV a spolu s odpovédi CD8 se jevi jako dulezita,
protoze brani neomezené proliferaci B lymfocytl infikovanych EBV. Tedy zhorSeni
odpovédi T lymfocytl, bud imunosupresivni [é€bou, nebo infekci HIV,
je odpovédné za vyvoj polyklonalnich lymfoproliferaci, které mohou postupovat
pfimo k monoklondlnim non-Hodgkinovym lymfomim. Tyto Iléze mohou
byt kontrolovany adoptivni terapii s EBV specifickymi T lymfocyty. Rist a pfeZiti
Burkittova lymfomu (BL), nasofaryngealniho karcinomu (NPC) a Hodgkinova
lymfomu (HL) u imunokompetentnich jedincti znamena, Ze nadorové buiky
se mohou vyhnout sledovani T lymfocytl specifickych pro EBV. Toho mize
byt dosazeno restrikci exprese EBV latentniho genu na ty virové proteiny,
které nejsou u¢inn€ rozpoznavany T bunécnymi odpovéd'mi anebo ,,downregulaci

molekul cilovych bun€k pro imunitni rozpoznavani, jako je hlavni histokompatibilni
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komplex (MHC) 1. tfidy a  zafizeni pro  zpracovani  antigenu
(Mahy a VVan Regenmortel, 2008).

2.4.5 Klinické priznaky EBV

¢ Infekéni mononukleoza (1M)

Pod nazvem infekéni mononukle6za se nejcastéji rozumi manifestni
primoinfekce herpetickym virem Epsteina-Barrové, jakozto nejdilezitéjSim
etiologickym agens. Béhem inkubacni doby, kterd trva zhruba 4 az 6 tydnti, dochazi
K primarnimu pomnozeni viru v epitelialnich buiikach nosohltanu a v B lymfocytech
tonsil a krénich miznich uzlin. Proliferace B lymfocyti postupné vede k infiltraci
dalsich lymfatickych tkani, pfedev§im sleziny a jater a k rozvoji infekéni
mononukleézy. Syndrom IM mize byt vyvolan cytomegalovirem (CMV),
vzacné dalsimi agens jako adenoviry, HIV, HHV6 ¢i Toxoplasmou gondii
(Ambrozova, 2005; Bednaf et al., 1996; Hurt a Tammaro, 2007).

Zdrojem onemocnéni je nemocny jedinec nebo pifenase¢ viru.
Onemocnéni se manifestuje hore¢kou, faryngitidou, tonsilitidou a zvétSenim miznich
uzlin. Typickd je silnd maldtnost (syndrom unavy), slezina byva zvétSena,
infiltrovana lymfoidnimi buiikami, nechutenstvi a poruchy traveni jsou znamkami
poruch jaternich funkci (Balfour et al., 2015). Typicky je krevni obraz, jehoz zmény
jsou vyvolany ptisobenim viru na B lymfocyty. Asi v 90 % ptipadi byva piitomna
leukocytoza, v diferencialnim rozpoctu pievazuji lymfocyty a monocyty
nad neutrofily.  Imunitni systém reaguje na proliferaci transformovanych
B lymfocyti aktivaci aklonalni proliferaci cytotoxickych a supresorovych
T lymfocyti. Pravé tyto buiiky jsou v pribéhu rozvinuté IM ve zvySeném poctu
lymfocyti nejvice zastoupeny. Primarni infekce miZze vzacné vést k rozvoji
hemolytické anemie, encefalitidy, myelitidy, radikulitidy, ¢i intersticidlni pneumonii,
a to i bez klinického obrazu IM (Bednéf et al., 1996; Ambrozova, 2005).

Syndrom chronické infekéni mononukleozy se mize u nékterych jedinct
rozvinout po akutnim onemocnéni, kdy dochéazi k ¢astym opakovanym reaktivacim
latentni infekce EBV. Klinickymi pfiznaky jsou vtomto ptipadé faryngitida,
syndrom  chronické  tUnavy, lymfadenopatie, bolesti v kloubech aj.
(Bednaf et al., 1996).
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e Lymfoproliferativni syndrom vazany na chromozom X
(XLP, chromosome X linked lymphoproliferation)

Nekdy vznika u jedinct bez zjevného imunologického defektu, ¢astéji pak u osob
s geneticky podminénou  imunodeficienci, véazanou na X chromozom.
V tomto piipad¢ je pribeh infekce velmi tézky a Casto fatdlni. Infekce EBV mize
vyustit do tfi stavll — tézkou az fatdlni infekéni mononukle6zu, lymfoproliferativni
syndrom anebo dysimunoglobulinemii az hypogamaglobulinemii.
Vzacnéji se syndrom manifestuje jako aplastickd anémie nebo vaskulitida.
Je zde snizena odpovéd Ty lymfocytl, naopak pievazuje proliferace Tc lymfocytu
a polyklonalni  aktivace @ B lymfocyta =~ (Modrow et al, 2010;
Rajé¢ani a Ciampor, 2006).

e Burkittiv lymfom (BL)

Jedna se o nador lymfatickych uzlin, vyskytujici se endemicky v oblastech
rovnikové Afriky a Nové Guineje jakozto nejcastéjsi typ zhoubnych nadort u déti.
Jeho vyskyt koreluje s vyskytem malarie. Nadorové bunky maji znaky B lymfocyti.
Nador je monoklonalni. Na rozdil od jinych EBV-asociovanych lymfomii zde nejsou
vyjadieny membranové proteiny (LMP) podminujici stav latentni infekce.
Klinicky se projevuje vyraznym zvétSenim lymfatickych uzlin a sleziny,
poskozenim kostni  diené a  tymu, hepatitidou a  myokarditidou.
Patogeneze je charakteristicka translokacemi chromozomi 8/14, 8/22 a piipadné 2/8
(Modrow et al., 2010; Raj¢ani a Ciampor, 2006).

e Nasofaryngealni karcinom (NPC)

Nédor nosohltanu, u né¢hoz se ptfedpoklada etiologickd souvislost s infekci EBV.
Vyskytuje se na celém svétd, zvlastd pak vjizni Cind a jihovychodni Asii.
Ve v8ech bunikach tohoto typu nadoru jsou pfitomny genomy EBV, EBNAI a LMP.
Privodnim znakem nadoru jsou vysoké hladiny IgG a IgA proti virovému
kapsidovému antigenu a proti D komponenté¢ <casného antigenu (EA)

(Bednaf et al., 1996; Raj¢ani a Ciampor, 2006).
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e Hodgkinuv lymfom (HL)

Pro souvislost s latentni infekci EBV svéd¢i vyssi titry protilatek k EBV
antigenim u infikovanych osob jeSt¢ pfed propuknutim onemocnéni.
V nadorové populaci Reed-Sternbergovych bunék byla téméf u poloviny nemocnych
prokazana virova DNA i RNA a EBV asociované antigeny (Bednaf et al., 1996).

2.4.6 Diagnostika EBV

Spektrum testti protilatek zahrnuje jak nespecifické testy (test heterofilnich
protilatek), tak 1 testy specifické pro EBV, které¢ kromé molekularnich metod
zahrnuji metody s riznymi substraty, antigeny a riznymi interpretacnimi kritérii
(Hess, 2004). Strategie diagnostiky se lisi mezi imunokompromitovanymi
a imunokompetentnimi jedinci vzhledem k odlisnym terapeutickym zasahtim.
ProtoZe je u imunokompromitovanych jedincti doba intervence kritickym faktorem,
musi diagnostickd metoda spliiovat urcitd kritéria — vcasnad detekce replikace EBV
a vysoka pozitivni prediktivni hodnota pro dané onemocnéni umozni preventivni
terapii. Metody piimé detekce tak splnuji pifedev§im tento profil. Naproti tomu
u imunokompetentnich jedinct je kli¢ovou otazkou detekce nebo vylouceni primarni
infekce, reinfekce, latentni ¢i zadné infekce EBV (Hess, 2004).

Prikaz infekce EBV je postaven predevSim na detekci piitomnosti
specifickych protilatek proti jednotlivym antigennim komponentdm viru,
a to imunochemickymi technikami, zvlasté ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) a imunofluorescenci. Tyto metody plné nahradily v minulosti pouzivany
nespecificky test, tzv. Paul-Bunnellovu sérologickou reakci, ktera prokazovala
pfitomnost aglutininli, které byly schopny aglutinovat heterologni napi. kotiské
nebo ov¢i erytrocyty (Prashant et al., 2018). Prikazem specifickych protilatek proti
vhodné vybranym antigeniim EBV lze nejen prokézat infekcei, ale také vyhodnotit
zda se jedna o primoinfekei ¢i reaktivaci EBV. Genom EBV lze také stanovit pomoci
PCR (Krejsek a Kopecky, 2004). Vzhledem Kk tomu, Ze bunéfnd imunita hraje
dtlezitou roli pfi kontrole EBV infekce, je také toto vySetfeni vyznamnou soucasti
diagnostiky této infekce.

V metodice této prace je struéné popsano spektrum metod provadénych
na Pracovis§ti imunologie a v Laboratofi molekularni biologie a genetiky

Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. vyuzivanych pro detekci EBV infekce.
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2.5 Cytomegalovirus (CMV)

Cytomegalovirus, téz znamy jako lidsky herpesvirus 5 (HHV-5),
je DNA virus, nejvétsi z rodiny herpetickych virt. Patii do celedi Herpesviridae
a podceledi Betaherpesvirinae.  Morfologie viru, zpisob replikace a citlivost
k fyzikalnim a chemickym vlivim se nelisi od ostatnich herpesvirti. Centralni jadro
obsahujici dvouvldknovou virovou DNA je obklopeno kapsidou slozenou
ze 162 kapsomer. Nukleokapsida je obklopena tegumentem, jehoz soucasti
je fosfoprotein, oznacovany jako pp65. Pravé postaveni pp65 v obranném zanétu
proti CMV hraje zasadni roli. Jeho detekce je zaroven vyuzivana pro identifikaci
reaktivace CMV infekce. Vnéjsi strukturu tvofi lipidova dvojvrstva se zakotvenymi
obalovymi glykoproteiny, které jsou hlavnimi ter¢i neutralizacnich protilatek

(viz obr. ¢. 12) (Korsman et al., 2012; Krejsek et al., 2016).

Glucoprotein |
\ I l-— Glucoprotein Il
pa— — Coat
%

Obr. ¢. 12: Struktura CMV (Pfevzato z: www.dreamstime.com).

2.5.1 Epidemiologie a pienos CMV

CMV existuje v n€kolika druhovych variantach, pficemz kazdy druh infikuje
vyhradn€¢ svého hostitele. Lidsky cytomegalovirus infikuje pouze C¢cloveka.
V populaci se vyskytuje jako heterogenni smés kment, které jsou si ale antigenné
velmi podobné a sérologicky se nedaji rozlisit. Séroepidemiologické studie dokazuji,
7e cytomegalovirus se V lidské populaci §ifi po celém svété. Mira séroprevalence
dosahuje Vv rtznych oblastech Vv zavislosti na socioekonomickych podminkach

50 - 100 % (Bednaf et al., 1996; Modrow et al., 2010).
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Pro pfenos viru je nutny tésny kontakt mezi osobami. Infikované osoby
vylucuji virus témef do vSech sekretii a télnich tekutin — slin, moci, stolice, mléka,
plodové vody, krve. Virus se nachazi také v sekretu délozniho hrdla a spermatu,
tedy i pohlavni styk je zdrojem infekce. Pienos je mozny také prostiednictvim
organovych transplantati a krevnimi derivaty. Infekce kojencti a malych déti
jsou Casto zpusobeny matetskym mlékem po narozeni, protoze téméf vSechny
séropozitivni matky reaktivuji cytomegaloviry béhem kojeni a vylucuji je do mléka
(Modrow et al., 2010; Zuckerman et al., 2004).

Virus miize byt pienaSen jakoukoliv cestou béhem primarni infekce,
reinfekce nebo reaktivace. K primarni infekci dochazi v jakémkoliv véku a vétsinou
probihd inaparentné. Po piekonani nakazy neni virus z organismu hostitele
eradikovan, nybrz v ném latentné perzistuje po zbytek zivota. Prilezitostné¢ se CMV
ze svého latentniho stavu reaktivuje (V podminkach imunosuprese) a tyto reaktivace
jsou dulezité pro horizontalni i vertikalni pfenos viru (Korsman et al.,, 2012;
Zuckerman et al., 2004).

2.5.2 Klinické priznaky CMV

Inkubacni doba pii primoinfekci se pohybuje v rozmezi ¢tyf az osmi tydni,
pii reaktivaci je o néco kratsi. U imunokompetentnich jedincii probihd primérni
infekce véEtSinou asymptomaticky, miize se objevit horecka s lymfocytozou.
Primarni infekce u adolescenti a dospélych byva spojovana s ptiznaky infekEni
mononukledzy (IM), ovSem s tim rozdilem, Ze tato, na rozdil od IM vyvolané¢ EBV,
neni provazena vznikem heterofilnich protilatek a také pocet atypickych lymfocyt
v ob&hu je nizsi (Bednaf et al., 1996; Raj¢ani a Ciampor, 2006).

Intrauterinni infekce CMV mlze vést kumrti plodu nebo vzniku
kongenitalnich malformaci projevujicich se napt. mikrocefalii, hepatosplenomegalii,
chorioretinitidou, periventrikularni kalcifikaci a jinymi ptiznaky. ,,Jindy je infekce
plodu asymptomaticka a je spojena s dlouhodobym vylucovanim viru v postnatalnim
obdobi* (Bednat et al., 1996). V pozd&jsim obdobi se muze projevit napf.
duSevni retardaci, hluchotou. Vys$§i pravdépodobnost transplacentarniho pienosu
nastava v piipadé primarni ndkazy matky v casném stadiu  gravidity

(Bednat et al., 1996; Raj¢ani a Ciampor, 2006).
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Perinatalni  infekce  novorozence  muize nastat béhem  porodu
(ptitomnost CMV ve vaginalnim sekretu) nebo matefskym mlékem. Casto probiha
asymptomaticky. Nékdy, zejména u nedonosenych deti, se vyvine intersticialni
pneumonie (Rajéani a Ciampor, 2006).

U imunosupresivnich  pacientdi  patfi hepatitida, chorioretinitida,
gastrointestinalni ulcerace a kolitida s bolesti a prijmem a encefalitida k bézné
pozorovanym komplikacim. Intersticidlni pneumonie patii mezi nejcastéjsi pficiny
umrti pacienti s AIDS a pacientii po transplantaci. Cytomegaloviry tedy hraji
diilezitou roli u pacientii po transplantaci pfi primarnich infekcich i pfi reaktivacich

a ipftes lécbu zpisobuji stale vysokou miru umrti (Modrow et al., 2010).

2.5.3 Patogeneze CMV

cytomegaloviry se nachazi v mnoha organech, zejména pak ve slinnych
zlazach, ledvinach a nadledvinach. Virova DNA mize byt detekovana také
Vv patohistologicky normalnich butikaich myokardu, v jatrech, slezin€, plicich, kostni
dfeni. Virus miZze byt pfitomen volné v krvi nebo vazdn na bunky, vcetné
endotelialnich bunék a granulocytt. Virus pravdépodobné pietrvava v mnoha
organech v latentni formé. Sifeni cytomegalovirové infekce je do znaéné miry
ovlivnéno funkénim stavem imunitniho systému. U jedinct S imunodeficienci
je nutné rozliSovat mezi primarnimi infekcemi a reaktivacemi (Modrow et al., 2010;

Raj¢ani a Ciampor, 2006).

2.5.4 Imunitni odpovéd’ na CMV

Na cytomegalovirovou infekci reaguji vrozené imunitni mechanismy tvorbou
interferonit 1. a IIl. tfidy, aktivaci komplementu a NK bunék. Poté nastupuje
Dendritické buniky identifikuji CMV pomoci TLR receptort (Toll-like receptor)
Zpracovavaji antigenni struktury viru, které nasledné prezentuji T lymfocytarmimu
syst¢ému. Pomocné T lymfocyty (CD4) rozpoznédvaji fosfoprotein pp65 a nckteré
obalové glykoproteiny. Prostfednictvim cytokinli reaguji preferenénim vyzravanim
do subpopulace Thl, ktera zajisti podporu cytotoxické aktivity CD 8 T lymfocyti.
Subpopulace Th2 stimuluje protilatkovou odpovéd” B lymfocytl specifickych
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pro antigeny CMV. Vysledkem je tvorba neutralizacnich protilatek proti obalovym
glykoproteiniim a matrixovym proteintim, aktivace komplementového systému,
zabranéni pfichyceni a penetrace CMV a diseminace infekce. Ani protilatkova,
ani bunécna imunitni odpovéd’ ale nedokaze zabranit reaktivaci latentni infekce
(Krejsek et al., 2016; Modrow et al., 2010).

CMV se dokaze imunitni odpovédi uc¢inné branit, pfiCemz pouziva rtizné
mechanismy. Jednou z moznosti je inhibice cytotoxické aktivity T lymfocyta,
dosazené utlumem exprese piisluSnych terCovych antigenli prezentovanych
infikovanou bunikou nebo snizenim exprese MHC I molekul. Je znamo nékolik gent
lidského CMV (napt. US2, US3, US6, US11, UL83), které¢ jsou aktivovany béhem
casné faze replikace a jejichz produkty riznym zpiisobem brzdi prezentaci virovych
peptiddi MHC I molekulami. Blokovanim transmembranové signalizaéni drahy
pro INFy, blokuje CMYV interferonem gama indukovanou expresi MHC 1l
na makrofazich a omezuje tak stimulaci CD4 T lymfocytt. Protilaitkova odpovéd’
je modifikovana tvorbou virového Fc receptoru, ktery vaze a tim zneSkodiuje
vSechny ctyfi podtiidy IgG. CMV se také dokaze branit vrozenym imunitnim
reakcim — tvoii nefunkéni homology MHC I molekul, kterymi oklamava NK bunky
a také snizuje aktivitu komplementu (Arvin et al., 2007; Krejsek et al., 2016; Raj¢ani
a Ciampor, 2006).

2.5.5 Diagnostika CMV

Vyznam  diagnostiky CMV  narustd v souvislosti s rozSifovanim
transplanta¢nich programti a s piibyvajicim poc¢tem osob s imunodeficitem.
Laboratorni diagnostika je detailné propracovana. Intravitam je prikaz infekce CMV
zalozen na kultivaci, priikazu genetické informace cytomegaloviru technikami PCR
a dale na prikazu antigeni CMV nebo specifickych protilatek namifenych proti
antigenim CMV. VSechny tyto vySetfovaci postupy jsou vhodné k prikazu viru
Vv riznych biologickych vzorcich (Krejsek a Kopecky, 2004).

Zavedeni priikazu antigenu pp65 bylo zdsadnim krokem v rychlé diagnostice
CMV. Protein pp65, ktery je soucasti tegumentu, je tvofen ve velkém mnoZstvi
infikovanymi buiikkami. V periferni krvi, kam pronika po destrukci bunék,
je absorbovan granulocyty. Pravé tento nalez je dikazem aktivni replikace CMV

Vv prub&hu viremie. K prikazu se pouzivaji imunofluorescencni techniky, je ale tieba
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vyhodnotit velké mnozstvi leukocyti (n€kolik desitek tisic), a proto je vyhodnéj$i
vyuzit prutokovou cytometrii (Modrow et al., 2010).

Metoda PCR pro prikaz genomu CMV se vyuziva k detekci Casnych stadii
CMV viremie. Dulezité je ale mit na paméti moznost amplifikace latentné
pritomného CMV. Z toho divodu je daleko vyssi prediktivni hodnota negativniho
prikazu  CMV  technikou @ PCR  vporovnani s pozitivnim  nalezem

(Krejsek a Kopecky, 2004).

2.6 Metodické otazky diagnostiky herpesviri

Vzhledem ktomu, Ze herpetické viry maji schopnost navodit u svého
hostitele celoZivotni perzistentni infekci, provazenou obdobimi latence a reaktivace,
pfind$i s sebou laboratorni diagnostika wurcitd uskali. Disledkem vétSinou
asymptomatického vylucovani viru do télnich sekretli je nekontrolovatelné Sifeni
herpesviri v populaci. Infekce je kontrolovdna imunitnim systémem, piedevSim
bunéénou imunitou. Pro diagnostiku jsou k dispozici nepiimé diagnostické metody,
zalozené na pritkazu specifickych protilatek a metody pfimého pritkazu pritomnosti
virového materidlu v klinickych vzorcich (Roubalova, 2010).

Diagnostika EBV spoc¢iva ve vyuziti neptimych (heterofilni protilatky,
imunofluorescence, ELISA) a pfimych (PCR) metod. Mezi nové pouzivané metody
pak patfi vySetfeni bunécné imunity a Sni spojend metoda pratokové cytometrie,
ktera ma pravé v piipadé akutni infekce EBV specificky obraz. Pfed samotnou
charakteristikou jednotlivych metod, je dulezité zminit, ze spoleénym znakem
imunologickych laboratornich metod (a to nejen metod humordlni ale i né&které
bunééné imunity) je reakce antigen — protilatka (Bartinkova a Paulik, 2005).

Spoleénym rysem metod nepiimého prikazu je vyuziti vySetieni,
které neodhali pfimo plivodce onemocnéni, ale specifickou odpovéd organismu
na infekci. Touto odpovédi je v naprosté vétSingé piipadu tvorba specifickych

protilatek. Podle principu detekce se metody priukazu protilatek déli na metody

S pfimou nebo nepfimou detekci a na ty, které vyuZzivaji znafené protilatky
(Nohynkova, 2017).

Detekce heterofilnich protilatek (tzv. Paul-Bunnellova reakce -PB)

patii mezi metody snepfimou detekci. Principem metody je aglutinace,

resp. hemaglutinace (viz obr. ¢. 13). Hemaglutinace je zalozena na vazbé protilatek
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pritomnych v séru na antigeny pivodce navazanych na povrchu ¢ervenych krvinek.
Pokud jsou ve vysetiovaném séru piitomny protilatky specifické pro dané antigeny,
dojde k jejich navazani na antigeny na povrchu erytrocytt. Tim se vytvofi vzajemné
provazana sit, kterd zachyti erytrocyty a zabrani tak jejich ptirozenému klesani
na dno jamky. Pocet zachycenych krvinek je pfimo umérny mnozstvi protilatek
ve vySetfovaném séru. V piipadé, ze v séru nejsou zadné protilatky, klesaji vSechny
krvinky gravitaéni silou na dno jamky, kde vytvaii dobfe viditelnou peletu (tecku)
(Lochmanova, 2014; Tankeshwar, 2014).

sérum vazba protilatek na antigen
s protilatkami  na povrchu erytrocytt — vznik sité

\-_{)*
i

aglutinace
erytrocytu

sérum bez k vazbé protilatek nedochazi
protilatek - erytrocyty klesajl na dno Jamky

e

A hledana protilatka 4Y antigen
. erytrocyt ’ erytrocyt s navazanym antigenem

Obr. €. 13: Princip hemaglutinace (Pfevzato z: ziva.avcer.cz).

Mezi metody, které vyuzivaji znacené protilatky, a které vyrazné zvysuji

citlivost imunoanalytickych pfistupt, patii kromé RIA (z ang. radioimmunoassay)
také FIA (fluoroimmunoassay) a EIA (enzyme immunoassay) (Nohynkova, 2017).
Imunofluorescence je metoda zalozena na vizualizaci imunokomplexu
pomoci antigenu ¢i protilatky znacené fluorescencnim barvivem (fluorochromem).
Fluorochromy po excitaci svétlem urcité vlnové délky vyzari viditelné svétlo,
které je prokazovano (Lochmanova, 2014). Nejcastéji pouzivanym je FITC
(Fluorescein IsoThioCyanat), jehoZ absorpéni maximum je v rozmezi 490 az 495 nm,
a ktery emituje svétlo o vlnové délce cca520nm vzelené oblasti

(Barttinikova a Poulik, 2005).
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K prikazu specifickych protilatek se nejcastéji pouzivaji imunoenzymatické
metody — EIA, a to metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
kterdse fadi do heterogennich nekompetitivnich enzymovych imunoanalyz.
Jde o dvoustupniovou  techniku, pfi niz je jedna  slozka  reakce
(antigen nebo protilatka) navazana na pevny nosi¢. Princip reakce popisuje
obr. ¢. 14. Vysledna barevna reakce se odeCitd nejcastéji fotometricky méfenim
absorbance, ktera je pfimo umérnd mnozstvi hledané specifické protilatky

(Lochmanova, 2014).

A + sérum

antigen s protilatkami + konjugat + substrat

AR IRTES

vznik komplexu vazba konjugatu  enzymaticka = barevny produkt
antigen-protilatka na komplex reakce
antigen-protilatka

+ sérum
bez protilatek

komplex konjugat substrat barevrjy_produkt
nevznika se nevaze nereaguje nevznika
. L Legenda:
Obr. €. 14: Princip metody ELISA A -antigen
(Pfevzato z: ziva.avcr.cz). A - hledana protilitka
= - promyti a dalsi krok
® - substrat
)\ - konjugat znaceny enzymem

Naproti tomu u metod p¥fimého prikazu rozumime piimym prikazem
zachyt pilivodce onemocnéni (viru, bakterie, parazita...) nebo jeho slozek
(antigent nebo nukleovych kyselin) v klinickém materialu. K témto metodam patii
pfedev§im mikroskopie, kultivace, metody priikkazu RNA/DNA a metody pritkkazu
antigenu (Votava, 2005).

K prikazu pfitomnosti nukleové kyseliny virovych ¢astic se nejcastéji
pouzivaji dvé metody - PCR (Polymerase chain reaction) a Real-Time PCR
(PCR vrealném case). Metoda PCR vyrazné ovlivnila diagnostiku viri,

jelikoz umoznuje jejich zachyt pti velmi nizkém titru (Ryu, 2017).
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Obecny princip PCR reakce popisuje obr. ¢. 15. Reakce probiha
v termocykleru, coz je zafizeni, ve kterém se v naprogramovanych casovych
intervalech cyklicky méni teplota. Zakladem je opakovand ftizend denaturace
dvojvlaknové DNA pii vysoké teplot¢ a opétovna renaturace po jejim snizeni
se specifickymi  oligonukleotidy, které jsou vreakéni smési v nadbytku
pfisoucasném zachovani komplementarity bazi. Tyto oligonukleotidy slouzi
nasledné jako primery pro syntézu nového fetézce. Primery obsahuji sekvence
komplementarni k cilové oblasti DNA a umoznuji specifickou amplifikaci.
Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tii kroky: denaturace,
nasednuti primerti a syntéza DNA. Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA
polymeraza, izolovana nejcastéji z bakterie Thermus aquaticus, odtud oznaceni
Tag polymeréaza. Opakovani cykli denaturace a syntézy vede k rychlému namnoZzeni
cilové sekvence DNA. Po kazdém cyklu dojde ke zdvojndsobeni poctu kopii tiseku

mezi nasednutymi primery (Stanék, 2013; Smarda, 2005).

druhy cyklus
e ~ H
rvni cyklus
e i ¥,
YT

65-75°C syntéza DNA

30-65°C pripojeni primert

94°C denaturace ::::polymera’za \\\\\\Q\ “““”“”““
RSN
0@ ///////
| | | \\\\\ /,////
VN%N%“/ At
% i
IR
////////

T

Obr. ¢&. 15: Princip PCR reakce (Pievzato z: www.prolekare.cz).

Kvantitativni PCR neboli Real Time PCR (qRT-PCR) je metoda zaloZena
na principu klasické PCR, kterd umoznuje kvantifikaci sledovaného tseku DNA.
Vyuziva specidlniho cykleru, ktery v pribéhu PCR kontinudln€¢ zaznamenava

mnozstvi DNA, a to v pribéhu kazdého cyklu. Detekce mnoZstvi DNA je umoznéna
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pritomnosti fluorescencniho substratu. Fluorescence je vyzafovana substratem
az po jeho navazani na DNA, tedy nikoliv volnym substratem (Samadikuchaksaraei,
2016). Obecn¢ plati, ze detekce je zalozena na zaznamu mnozstvi uvolnéné
fluorescence, které odpovidd mnozstvi vzniklého produktu, ktery je zaznamenavan
ve formé amplifikacni kfivky. Kvantifikace se provadi prostiednictvim matematické
analyzy téchto kiivek (Lachmanova, 2014; Stanck, 2013).

Metody ptimého prukazu se pouzivaji pro detekce EBV a CMV v klinickém
materialu. Ptimy prikaz EBV je mozny pouze pomoci diagnostiky DNA.
Piima diagnostika cytomegalovirovych infekei je mozna také kultivaci na tkanovych
kulturach, ale vzhledem k zavaznosti systémovych infekci zpisobenych témito viry
a nutnosti rychlé diagnostiky a Vv pfipadé CMV zahajeni 1éCby je vCasny piimy

prikaz virové DNA Vv klinickém materialu nezbytny.

VySetieni bunééné imunity
Prutokova cytometrie

Prutokova  cytometrie  je  laboratorni metodou, typem  piimé
imunofluorescence, ktera umoziuje kvalitativni a kvantitativni analyzu fyzikalnich
(optickych) a chemickych (fluorescenc¢nich) vlastnosti jednotlivé bunky piipadné
jinych  Castic  (jadérka, mikroorganismy, chromozomy aj.) v suspenzi.
(Marinov, 2008) V klinické praxi jsou nejcast€jSim materialem k analyze krev,
kostni dieni, bronchoalveolarni lavazni tekutiny, mozkomisni mok a bunécné
suspenze ziskané punkci télnich dutin. U Kkrve se vyuziva nesrazliva Kkrev,

ktera se zpracovava tzv. lyza¢ni technikou (Roubalova, 2012).

ZAKLADNI KOMPONENTY PRUTOKOVEHO CYTOMETRU

Kompletni schéma pritokové cytometrie zobrazuje obr. €. 16. Mezi zdkladni

komponenty patii fluidicky, opticky a elektronicky systém.
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Obr. ¢&. 16: Schéma pritokové cytometrie (Pfevzato z: www.bosterbio.com).

1. Fluidicky systém

Nutnou podminkou pro provedeni analyzy je pratok ¢astic jednotlivé za sebou.
Pomoci fluidniho systému je =zajiStén transport Ccastic, které jsou vstfikovany
do unaseci tekutiny malym otvorem. Systém fluidiky se v podstaté¢ sklada
z centralniho kanalu, kterym je vzorek vstiikovan, a uzavieného vnégjsiho pouzdra,

obsahujictho  rychlejsi  proudici  kapalinu.  VétSina  pfistroji  pouziva

tzv. laminérni prutokovy systém zamezujici vzniku turbulenci uvniti kyvety,
a ktery sméfuje buiiky do centralniho proudu vzorku. Idealni pozice jednotlivych

castic  je kontrolovana  hydrodynamickou isofokusaci nosné¢  kapaliny

(viz obr. ¢. 17) (Macey, 2007).

Sg0® Sheath fluid

Hydrodynamic focusing region

Cells in single file

Obr. €. 17: Princip hydrodynamické fokusace (Pfevzato z: bio-rad-antibodies.com).
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2. Opticky systém

Po hydrodynamické fokusaci se buiiky pohybuji v jednom souboru do optického
systému. Opticky systém se sklada ze systému excitaéni optiky, sestavajici ze zdroje
zateni (laser, UV lampa) a systému optickych ¢lent, které transportuji a zaostiuji
paprsek do bodu méfeni. (Goetz et al., 2018). Nejbéznéji pouzivanymi svételnymi
zdroji v moderni priutokové cytometrii jsou lasery. Na zakladé rozptyleného
a fluorescencniho svétla Ize ziskat informace o velikosti, tvaru, granularité téchto
¢astic a intenzité fluorescence (Roubalova, 2012). Sbérna optika sestava ze soustavy
So&ek, zrcadel a filtrii. Co¢ky usmériuji fotony emitovaného zafeni, zrcadla a filtry
rozd€luji svételné paprsky na prislusné detektory. Fluorescence emitovana
jednotlivymi fluorochromy je detekovana pomoci specifickych fluorescencnich

kanalt (Goetz et al., 2018; Watson, 2004)

3. Elektronicky systém

Signal vznikly interakci analyzovanych castic s fotony je detekovan v zavislosti
na jeho intenzité. Linearné rozptylené zaieni, které¢ dopada na detektor (fotodiodu)
umistény v ose dopadajiciho paprsku (20° od osy laserového paprsku) se nazyva
forvard scatter channel (FSC). Intenzita tohoto signalu je vysoka a poskytuje
informaci o velikosti &astic. Cim v&tsi je rozptyl svétla, tim vét§i je &astice
(Bakke, 2001).

Boc¢né rozptylené zareni, jehoZz intenzita je niz$i, a které zachycuje fotonka
s nasobicem (PMT), dopadd na detektor umistény kolmo na osu dopadajiciho
paprsku a nazyva se side scatter channel (SSC). Jeho intenzita poskytuje informaci
0 vnitini struktufe (granularité¢) bunék (Bakke, 2001).

FSC 1 SSC jsou unikatnimi hodnotami pro kazdou ¢astici a umoZnuji tak identifikaci

a charakterizaci ¢astic v heterogennim vzorku (viz obr. ¢. 18).
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Obr. ¢. 18: Forwadr scatter vs. side scatter. Individualni bunky jsou rozdéleny podle velikosti

a granularity uvnitf heterogenni populace bunék (Pievzato z: www.creative-diagnostics.com).

Elektronicky systém ptevadi emisni spektra na digitalni signaly, které pocita¢
analyzuje pomoci softwaru. Signdly ziskané z optiky jsou prevedeny na elektrické
impulzy a zesileny fotondsobi¢em. Zesileni se provadi linearné nebo logaritmicky
(Watson, 2004).

Impulz z fotonasobice je pfenesen na ,,Peak-hold* obvod, ktery zméii nejvyssi
napéti audrzuje ho, dokud neni impulz pfeveden do analogicko-digitalniho
pievadéce (ADC Analog-to-Digital Convertor). Ten slouzi k pfevedeni vysledku
do digitalni podoby, tedy na ¢islo. Délka doby pfevodu v ADC je od 10 do 50 ps.
Nasledné jsou data z ADC pievedena do pocitace, zobrazena na grafech a uloZena
(Shapiro, 2003; Watson, 2004). Kazdy impulz se nazyva ,.event* (udalost) a uklada
se jako datovy soubor v LIST MODE FILE. Zde jsou data piipravena k dalsi analyze
(Eckschlager et al., 1999).

Data z pritokové cytometrie l1ze zobrazovat formou jednoparametrovych

histogramil, kde je na ose x vynesena intenzita signalu a na ose y mnoZstvi bunék.

Déle formou dvouparametrovych histogramii, ve kterych je na ose x vynesena

intenzita jednoho a na ose y intenzita druhého signalu a mnozstvi bunék
je znazornéno hustotou bodi (tzv. dot-plot histogram) nebo hustotou

Car pfipominajici ~ vrstevnice na  map¢ (tzv. contour-plot  histogram).
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Vétsina komercnich pfistroji také umoziiuje zobrazeni trojrozmérnych grafi
(Marinov, 2008). Jedna z dulezitych priorit v prutokové cytometrii je moznost
selektivni analyzy a zobrazovani konkrétni cilové populace — elektronické ohraniceni
(gating). Gaty nebo regiony (oblasti) predstavuji graficky nebo matematicky
ohrani¢enou oblast ¢astic vybranych k dalsi analyze (Goetz et al., 2018).
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3. Hypotézy a cile diplomové prace

Hypotézy

1.

Cile

U pacienti s EBV infekci dochazi ke snizeni relativnich pocth
CD19" B lymfocytii ve srovnani s pacienty suzlinovym syndromem jiného

puvodu.

U pacienti sEBV infekci je pozorovan vyrazné  snizeny
IRI (imunoregulaéni index) se soucasnou aktivaci

CD3* HLADR® T lymfocyti.

U pacientt s EBV infekci je zanétlivy marker CD64 na neutrofilnich

granulocytech pozitivni (> 65%, > MFI 2,6).

Stanovit pocet pacienti suzlinovym syndromem, ktefi byli v obdobi
2017 — 2019 wvySetfeni na Pracovisti imunologie LKCHI Nemocnice
Ceské Budgjovice, a.s. a definovat pocet laboratorné pozitivnich pacientt

na akutni infekci EBV.

Zjistit u kolika téchto pacientd s akutni EBV infekci byla hodnocena
ptitomnost viru EBV vkrvi a plazmé pomoci PCR a ziroveil bunécnd
imunita metodou prutokové cytometrie. Urcit podil pacientd s akutni EBV
vV ramci diagnostiky uzlinového syndromu (sledované diagnozy L.040, R590,
R599).

Vyhodnotit jednotlivé parametry bunééné imunity u pacientd s akutni
EBV infekci ve srovnani s kontrolni skupinou pacientl negativnich na EBV

V ramci diagnostiky uzlinového syndromu.
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4. Metodika

Metodika této prace je zalozena na stru¢né charakterizaci nepiimych
(heterofilni protilatky, imunofluorescence, ELISA) a pfimych (PCR) metod,
pouzivanych k diagnostice EBV infekce a provadénych na Pracovisti imunologie
(LKCHI) a v Laboratofi molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Pozornost je potom vénovana piedeviim
vySetfeni bunééné imunity a stim spojené metod¢ pritokové cytometrie,
ktera ma pravé v ptipadé akutni infekce EBV virem specificky obraz.
Nezbytnou soucasti metodiky byl i sbér dat a jejich nasledné vyhodnoceni.
Data byla ziskana z Pracovi§té imunologie a Laboratofe molekularni biologie

a genetiky Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

Neprima diagnostika EBV

e Heterofilni protilatky
Heterofilni  protilatky byly poprvé popsany Paulem a Bunnellem.

Paul-Bunnellova reakce spociva v prukazu téchto protilatek, které se objevuji béhem
akutni faze onemocnéni témét U 90% nemocnych sEBV mononukledzou
(Ambrozova, 2005).

Také na Pracovisti Imunologie Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. je Paul-
Bunnelova reakce stale soucasti diagnostiky EBV. K jejimu provedeni se pouzivaji
berani erytrocyty dodavané firmou DULAB s.r.0. Reakce probihda v mikrotitracnich
destickach firmy GAMA. VySetfovand séra jsou den pfedem inaktivovana ve vodni
lazni po dobu 30 minut pii 56°C. Nasledujici den je do oznaené mikrotitraéni
desticky nepipetovan hemaglutina¢ni pufr (25 ul), pacientska séra (25 ul do prvni
jamky pod sebe) a pozitivni kontrola (25 pl). Nésleduje titrace po fadcich (po 25 pl).
Jako posledni je nepipetovana suspenze beranich erytrocyti (25 ul do vSech jamek
kromé prvniho sloupce). Poslednim krokem je inkubace po dobu 2 hodin
piipokojové teploté. Pfi hodnoceni reakce se zjiStuje tzv. titr protilatek,
resp. vysledné fedéni, kterym se vyjadiuje mnozstvi protilatek v krvi pacienta
(viz obr. ¢. 19).
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Obr. ¢&. 19: Paul-Bunnellova reakce (Foto: Lenka Chaloupkova).

e Imunofluorescenéni analyza

K prukazu kapsidového antigenu VCA EBV v tiidach IgM a IgG a prikazu
¢asného antigenu EA EBV pouziva Pracoviité Imunologie Nemocnice Ceské
Bud¢jovice, a.s. IF-VIDITEST od firmy VIDIA spol. s.r.o. Souprava slouzi
pro imunofluorescen¢ni detekci IgM a IgG protilatek proti zminénym antigentim.

Princip testu: V piipad¢ detekce kapsidového antigenu (VCA) ve ttidé IgM a IgG
je latentné infikovéana lidska lymfomova linie bun¢k P3HR-1. V urcitém procentu
populace téchto bunék dochazi ke spontanni aktivaci produktivni replikace viru.
Tyto bunky obsahuji antigeny virové kapsidy (VCA). V piipadé detekce Casného
antigenu (EA) je EBV latentné infikovana lidska lymfomova linie bunék Raji
a za fyziologickych podminek u ni nedochazi ke tvorb& EA. Urcitymi chemickymi
latkami lze u ¢asti populace bunék indukovat zahdjeni abortivni replikace viru,
ktera zacina syntézou EA. V obou piipadech jsou z indukovanych bunék piipraveny
natéry, které jsou vhodnym zplGsobem fixovany. Na VCA nebo EA,
ktery je obsazeny v téchto bunkach se v nepiimém fluorescenénim testu navazou
lidské protilatky proti VCA nebo EA, pokud jsou piitomny v testovaném séru.
Komplex antigenu a protilatky se nasledné zviditelni navazanim protilatky
proti lidskému IgM nebo IgG oznacené FITC konjugatem. Tento komplex
je pak detekovan ~ pomoci  fluorescenéniho  mikroskopu  (Vidia,  2020).

Pracovni postup zobrazuji obrazky €. 20, 21, 22 a 23.
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Obr. €. 20: Mikrotitracni desticka s napipetovanymi a nafedénymi pacientskymi séry

spolecné s pozitivni kontrolou (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. ¢. 21: Sklicka s napipetovanymi pacientskymi séry a pozitivni kontrolou umisténa ve vlhké
komirce (Foto: Lenka Chaloupkova).
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ke cteni

YIAIA

proplachovani
sklicek v kyveté

< PBS Obr. ¢ 23: Zamontovana skli¢ka ptipravena

ke ¢teni (Foto: Lenka Chaloupkova).

Obr. ¢. 22: Proplachovani skli¢ek

Vv kyveté s PBS. 1x v PBS a 3x ve vode¢.

Prvni proplach po 60 minutach inkubace
S napipetovanymi séry a druhy proplach
po 60 minutach s napipetovanym

konjugatem (Foto: Lenka Chaloupkova).

Imunoenzymatické metody

Posledni metodou nepiimé diagnostiky EBV pouzivanou na Pracovisti
imunologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. je imunoenzymaticka souprava
ke stanoveni IgM/IgG protilatek proti nuklearnimu antigenu viru Epsteina-Barrové
V lidském séru nebo plazmé. Souprava je doddvéna firmou TestLine Clinical
Diagnostics s.r.0. (viz obr. ¢. 24)

Protilatky anti-EBNA-1 tfidy IgM jsou detekovatelné v pribéhu akutni faze
primoinfekce nékolik tydni az mésict a tvoii se 1 pii reaktivaci. Protilatky ttidy IgG
se objevuji s vétSim casovym odstupem a jsou detekovatelné po cely Zivot.
Dlouhodobd absence IgG protilditek u infikovanych osob mutze indikovat

imunodeficit.
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imunoenzymatické soupravy ke stanoveni
IgM/IgG protilatek proti EBNA dodavané
firmou TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

potazené desticky
s navazanym
specifickym
antigenem v obou
wutridach
5 .

Obr. €. 24: Imunoenzymatické soupravy ke stanoveni IgM/IgG protilatek proti EBNAv lidském séru

nebo plazmé dodéavané firmou TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. (Foto: Lenka Chaloupkova).

Souprava umoziuje detekei specifickych protilatek tiidy 1gM/IgG ve vzorku
metodou EIA. Soucasti soupravy je potaZzena destiCka s navazanym specifickym
antigenem v obou tfidach, fedici roztok, promyvaci roztok, pozitivni a negativni
kontrola, CUT-OFF (roztok obsahujici specifické lidské protilatky v hrani¢ni
koncentraci), konjugat (roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti lidskému
[gM/IgG znaceny peroxiddzou), substrat (TMB — jednoslozkovy substratovy roztok
obsahujici TMB/H;0,) a zastavovaci roztok (roztok kyseliny). Metodu znazortuji
obrazky ¢. 25, 26, 27, 28.

A { e

desticky s napipetovanymi
kontrolami a vzorky pacientt

& j VRSP R

Obr. €. 25: Desticky s nepipetovanymi kontrolami a vzorky pacientti (Foto: Lenka Chaloupkova)
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Obr. &. 26: Desticky s nepipetovanym konjugatem (Foto: Lenka Chaloupkova).

desticka s napipetovanym
substratem (po inkubaci)

desticka s napipetovanym
stopovacim roztokem,
pripravena k méreni

Obr. ¢. 28: Desticka s nepipetovanym stopovacim roztokem ptipravena k méteni

(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Prima diagnostika EBV, CMV

Kvalitativni _stanoveni  EBV v klinickém materidlu  metodou PCR

a kvalitativni stanoveni DNA CMV metodou Real-Time PCR je realizovano

v Laboratofi molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.

K detekci EBV i CMV je pouzivan systém Real Time PCR - TagMan® SNP
Genotyping Assays firmy Applied Biosystems. Pomoci specifickych primeri
a specifickych flourescen¢nich sond dochazi k amplifikaci specifického useku DNA
a bezprosttedni detekci amplikonu ve fluorescencnim kanalu Cycling Green pristroje
Rotor-Gene Q.

Detekce se provadi ze sterilné odebranych materidlli jako je napt. likvor,
stér z lozisek a sliznic, sputum, BAL, punktaty, tkan a krev. Pro detekci EBV i CMV
z krve je vyzadovana pouze nesrazliva krev s pridavkem EDTA. Krev je po piijeti
do laboratofe inkubovana ve vertikalni poloze cca 30 min. Poté je odebran vzorek
horni frakce s leukocyty (min 200 pl do 1,5 ml zkumavek oznaenych jménem
a identifikacnim ¢islem pacienta). Zbytek vzorku je centrifugovan pii 2 500 x g
aplazma je odebrana rovnéz do 1,5 ml zkumavek oznaCenych jménem
a identifikacnim c¢islem pacienta. Vzorky jsou uchovany v mrazdku az do doby
izolace DNA. Vlastni amplifikace a detekce probiha na piistroji Rotor-Gene Q.

Reakéni schéma:

95°C 5 min

95°C 15 sec

60°C 60 sec } 40 detekee probihd v kanalu Green a Yellow

Piistroj Rotor-Gene Q pomoci Rotor-Gene Q software zaznamenava
ptitomnost amplifikované virové DNA na zédklad€ detekce fluorescenéniho signalu.
Odecet fluorescence pro cilovou DNA je provadén v kandle Green a pro interni
kontrolu v kanale Yellow. Pokud je fluorescence detekovana pouze v kanale Green
nebo v obou kanalech je vysledek vyhodnocen jako pozitivni. Pokud je fluorescence
detekovana pouze v kanale Yellow, je vzorek vyhodnocen jako negativni.
Pokud je fluorescence detekovana, je vysledek vyhodnocen jako pozitivni.
Pokud neni fluorescence detekovana v zadném z kanalt, pak neni mozné vzorek
z dtivodu inhibice PCR hodnotit.

Ve vysledcich diplomové prace byla pouzita data pouze z krve a plazmy,

které jsou hodnoceny v ptipad¢ pozitivity za prikaz akutni infekce.
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VySetfeni bunécné imunity

Postup vysetfeni bunééné imunity u pacienta na Pracovisti imunologie
Nemocnice Ceské Bud&jovice probiha ve sledu nékolika kroki. U kazdého pacienta
je vySetfen zakladni panel (oznaden jako TI16 + DR) bunéfné imunity.
U nékterych pacientli potom navic zanétlivy marker CD64 na CDI16 pozitivnich
granulocytech (CD64/16, K’) (viz obr. ¢&. 29). Nesrazliva periferni krev (50ul)
je znacena koktejlem monoklonalnich protilatek (viz tab. ¢. 4) od firmy Beckman
Coulter (BC). Po nabarveni je provedena lyze Vv lyzacni stanici TQ Prep firmy BC
(viz obr. €. 30), kterd pracuje na zakladé chemické lyzy pomoci kyseliny mravenci
a dalsich roztokt (viz tab. €. 5) V ptipad¢ zakladniho panelu nasleduje méfeni na tii-
laserovych pratokovych cytometrech Navios a Navios Ex od firmy BC
(viz obr. ¢. 31) v protokolu pro zakladni imunofenotypizaci. V piipadé vySetieni
zanétlivého markeru CD64/CD16 nasleduje po lyze piidani roztoku PBS,
centrifugace po dobu 4 minut, sliti a pfidani 1 ml PBS. Poté opét méfeni
na zminovanych cytometrech v protokolu pro zanétlivy marker. Data jsou nésledné
v obou ptipadech vyhodnocena softwarem Kaluza od firmy BC (viz piiloha ¢. 1,
obr. ¢. 34-53).

Tabulka €. 4: Schéma pouzitych monoklonalnich protilatek pii vySetfeni bunééné imunity.

ZAKLADNI PANEL T16/DR

T16 (10ul) DR (5pul)

Monoklonalni protil étkyﬂ torocnrom

TETRACHROMCD45FITC/CD56PE/CD19ECD/CD3PC5 CD3FITC/DRPE

CD16'" CD5"®
CD 4A-AF750 CDlgA-AF?SO
C D8PC7

ZANETLIVY MARKER CD64/16

Monoklonélni protiléltkyﬂuomcmom

|zotypova kontrola (K) — IgG1(mouse)”" ' -/ 1gG2a (mouse)"= (5ul)

CD64™°/CD16™ (10u1)
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Vypocet pro MFIiq.x (Groselj-Grenc et al., 2008)

MFI = sttedni hodnota intenzity fluorescence (mean fluorescence intensity)

MFlesn6 = stfedni hodnota intenzity fluorescence v FL1 kandlu pro FITC
u CD64" granulocyti

MFIk. = stfedni hodnota intenzity fluorescence v FL kandlu pro FITC u izotopové
kontroly

(MFlg4/16)—(MFIg—)

MFlindex = K-

Tabulka €. 5: Roztoky pouzivané pro chemickou lyzu bunek v lyzacéni stanici TQ Prep

Roztok A 1,4 ml kys.mravenci + 11 destilované H,0O
(vlastni ptiprava)
Roztok B Natrium carbonicum sicc.

(ptipravuje lékarna Nemocnice CB, a.s.) | Natrium chloratum
Natrium sulfas sicc.

Aqua purificata

Roztok C Pufr PBS

(ptipravuje lékarna Nemocnice CB, a.s.) | Paraformaldehyd

| pfipravené a oznacené zkumavky
pro vysetreni zékladniho panelu a
zanétlivého markeru CD64/CD16
_bunécné imunity

Obr. ¢. 29: Vysetrenl zakladmho panelu a zanethveho markeru CD64/CD16 bunecne imunity
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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| lyza¢ni jednotka TQ prep
od firmy Beckman Coulter

Obr. €. 30: Lyzacni stanice TQ Prep od firmy Beckman Coulter (Foto: Lenka Chaloupkova).

pratokovy cytometr
Navios Ex od firmy
Beckman Coulter

Obr. ¢. 31: Tii-laserovy pritokovy cytometr Navios Ex od firmy Beckman Coulter
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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5. Vysledky

Ve sledovaném obdobi 2017 — 2019 bylo na Pracovisti imunologie
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. vysetieno celkové 4602 pacientll na piitomnost
specifickych protilatek proti viru Epsteina-Barrové, resp. proti kapsidovému antigenu
(VCA) a/nebo jadernému antigenu (EBNA) ve tiidé IgM a IgG a ¢asnému antigenu
(EA) ve tridé IgG. Vysetfeni heterofilnich protilatek bylo 1ékafi indikovano u méné
nez 1350 pacienti (29%), nejcasté&ji u déti (0 — 15 let). Z tohoto duvodu nebylo
toto vysetfeni zahrnuto do kritérii pro urceni laboratorni pozitivity pacientd na EBV.
Z vysledkll vSak vyplyva, Ze pritomnost heterofilnich protilatek byla detekovana
U pacientt s [gM protildtkami proti VCA a/nebo IgG proti VCA a soucasné proti EA.

Na zékladé€ definovanych kritérii byli vybrani laboratorné pozitivni pacienty
s akutni infekci EBV, resp. CMV. Jako laboratorné pozitivni byli povaZovani
pacienti, u nichz ve dvou ze tfi sledovanych metod — sérologie, hodnoceni bunécné
imunity (BI) a PCR byla zjisténa pozitivita. Pro sérologickou metodu byla
pozadovana pritomnost protilatek ve tfidé IgM proti antigenim VCA a/nebo EBNA,
resp. pritomnost protilatek ve tfidé IgM 1 IgG proti CMV. U bunééné imunity byly
hodnoceny nésledujici parametry: relativni pocet lymfocyta (%), relativni zastoupeni
CD19" B lymfocyti (%), pomér CD4" a CD8" T lymfocytll, tzn. imunoregulacni
index (IRI), aktivované CD3*HLADR" T lymfocyty (%) a zanétlivy marker
CD64/CD16 na granulocytech (v % a MFlingex). Specificka zména alesponn Ctyf
Z téchto péti parametra byla hodnocena jako pozitivni nalez. To znamena, Ze u téchto
pacientd byla zjisténa piitomnost vyssiho relativniho poctu lymfocyta (> 40%),
snizeného relativniho poctu B lymfocyti (< 8%), snizeny IRI (< 1), vyS$i procento
aktivovanych T lymfocytd (> 5%) anebo pozitivni nalez zanétlivého markeru
CD64/CD16 (> 65% a MFlingex > 2,6). Referencni meze pro relativni pocty
lymfocytii a jejich subpopulaci vcetné IRI byly piejaty z (Comans-Bitter et al.,
1997). Pro vysetfeni pomoci PCR byl pozadovan pozitivni nalez DNA (EBV, CMV)

v krvi a soucasné v plazmé pacienta (viz tab. ¢. 6).
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Tab. ¢. 6: Kritéria uréeni pozitivity pro jednotlivé sledované metody.

Metoda Akutni infekce EBV Akutni infekce CMV

Sérologie Pritomnost pozitivnich protilatek | Pfitomnost  pozitivnich
proti VCA a/nebo EBNA ve tfid¢ | protilaitek  proti CMV
IgM. ve tiidé IgM i 1gG.

Bunééna imunita | Zména alespon ¢ty zpéti  sledovanych  parametra
(1% lymfocytt,, |% B lymfocytd, | IRI, 1% aktivovanych
CD3'HLADR"® T lymfocytli, pozitivni zanétlivy marker
CD64/CD16).

PCR Pozitivni nalez DNA v krvi a soucasné v plazmé.

Z celkového poctu sérologicky vySetienych pacientii v tomto obdobi bylo
na zakladé vySe definovanych kritérii vyhodnoceno 93 pacienti (2%)
jako pozitivnich s akutni infekci EBV, resp. CMV. Z toho 77 pacienti (1,7%) splnilo
pozadavek pozitivity ve dvou ze tfi sledovanych metod (sérologie, bunécnd imunita,
PCR) a 16 vySettenych pacientii (0,3%) tento pozadavek nesplnilo a z tohoto diivodu

nebyli zatazeni do dal§iho hodnoceni (viz tab. ¢. 7 a graf. ¢. 1).

Tab. €. 7: Zastoupeni laboratorné pozitivnich pacientii z celkového poctu vysetfenych pacientu.

Zastoupeni laboratorné pozitivnich pacienti cetnosti | procenta
Pocet sérologicky pozitivnich pacienti 93 2%
Pocet pozitivnich pacientii ovétenych alespon ve dvou

77 1,7%
metodéach
Pocet pouze sérologicky pozitivnich pacientli 16 0,3%
Celkovy pocet sérologicky vySettenych pacienti 4602 100%
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Graf €. 1: Procentudlni vyjadieni laboratorné pozitivnich pacientl z celkového poctu vysetfenych
pacientu.

0,3%

. H % pouze sérologicky

1,7% pozitivnich pacientd

H % sérologicky pozitivnich
pacient(

H % pozitivnich pacient
ovérenych alespori ve dvou
metodach

Daéle byla hodnocena skupina 77 pacientli, u kterych byla jasné laboratorné
definovana pozitivita akutni EBV/CMV infekce alesponn dvéma sledovanymi
metodami, 47 pacientil (61%) se shodovalo v pozitivité ve vSech tfech metodach
a 30 pacienti (39%) m¢lo shodu ve dvou metodach (viz tab ¢. 8 a graf. ¢. 2).
Bylo zjisténo, ze 60 pacientti (78%) je EBV pozitivnich, 11 pacientd (14%) je CMV
pozitivnich a 6 pacienti (8%) vykazovalo soub&éh obou infekci (viz tab. ¢. 9

a graf. ¢. 3).

Tab. €. 8: Pocet pacientii ve sledovanych metodach.

Celkovy pocet pozitivnich | Shoda pozitivity ve tiech | Shoda pozitivity ve dvou

pacientil sledovanych metodach sledovanych metodach

77 47 (61%) 30 (39%)

Graf ¢. 2: Procentualni vyjadieni pacientt ve sledovanych metodach.

39%

M shoda pozitivity ve 3
sledovanych metodach

4 shoda pozitivity ve dvou
sledovanych metodach

61%
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Tab. ¢. 9: Pocet pacientd s ur¢enou infekei.

Soub¢h

Celkovy pocet
Akutni EBV infekce | Akutni CMV infekce EBV/CMV

pozitivnich pacientl .
infekce

77 60 (78%) 11 (14%) 6 (8%)

Graf ¢. 3: Procentualni zastoupeni pacientti s uréenou infekei.

8%

M akutni EBV infekce
i akutni CMV infekce

H soubéh obou infekci

78%

V souboru celkové 77 laboratorné pozitivnich pacientd byla hodnocena
bunééna imunita (viz tab. ¢. 10) a byla sledovana zména alesponi Ctyi parametrii
Z péti vySe definovanych. U 64 pacientl (83,1%) byla definovadna specifickd zména
ve vSech péti sledovanych parametrech, u 69 pacientii (89,6%) byla splnéna kritéria
pozitivity bunécné imunity ve cCtyfech jejich sledovanych parametrech.
Zbylych 8 pacientii (10,4%) nesplnilo kritéria zmény bunééné imunity alespon
ve ¢tyfech parametrech, ale jejich pozitivita byla definovana na zéklad¢ vysledkl
sérologického vySetfeni a zaroven vySetfeni pfitomnosti DNA pomoci PCR

(viz. tab. ¢. 11).

Tab. €. 10: Zhodnoceni jednotlivych parametri BI u vSech 77 laboratorné pozitivnich pacientti.

Jednotlivé parametry bunééné imunity Pocet pacientii Pocet pacienti v %
<20% 2 2,6
% lymfocyti 20 - 40% 1 1,3
> 40% 74 96,1
< 8% 71 92,2
CD19" B lymfocyty
> 8% 6 7,8
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CD3"HLADR* > 5% 75 97,4
T lymfocyty <5% 2 2,6
<1 73 94,8
IRI
>1 4 5,2
> 65% 69 89,6
CD64/CD16
< 65% 4 5,2
>2,6% 69 89,6
IV”:Iindex
<2,6% 4 5,2
CD64/CD16 soucasné
> 65% a>2,6% 69 89,6
S MFIindex
Tab. €. 11: Splnéni parametri bunécné imunity
Celkovy poc¢et | Shoda pozitivity v 5 | Shoda pozitivity ve 4 | Neshoda pozitivity
pacientd parametrech Bl parametrech Bl v parametrech Bl
77 64 (83,1%) 69 (89,6%) 8 (10,4%)
Vramci nami vybrané skupiny pacientii s uzlinovym syndromem

(diagnéza L0400 — Akutni lymfadenitida obli¢eje hlavy a krku, R590 — Lokalizované

zvétSeni miznich uzlin, R599 — ZvétsSené mizni uzliny) bylo testovano 242 pacientii

na piitomnost specifickych protilatek (viz graf ¢. 5). Soucasné u vSech téchto

pacienti byla vramci diferencidlné — diagnostické rozvahy vySetfena bunécna

imunita. U 66 téchto pacientt (27,3%) bylo rovnéZ indikovano vySetieni PCR.

Graf ¢. 5: Procentualni zastoupeni jednotlivych diagnéz v ramei uzlinového syndromu.
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U 30 pacientt (12,4%) s uzlinovym syndromem byla laboratorné potvrzena
akutni infekce EBV, resp. CMV. 212 pacientl (87,6%) bylo urceno jako laboratorné
negativnich - nesplnilo podminku pozitivity alespon ve dvou sledovanych metodach

(viz graf ¢. 6).

Graf ¢. 6: Procentualni zastoupeni pacientd s laboratorné potvrzenou akutni EBV/CMV infekci

a negativnich pacientd.

12,4%

;

H % pacientl s
. laboratorné potvrzenou
\ akutni EBV/CMV infekci

L1 % negativnich pacient(

87,6%

U 30 laboratorné pozitivnich pacienti na EBV/CMV infekci ve skuping
S uzlinovym syndromem byla u 28 pacientii (93,3%) stanovena piitomnost DNA virli
EBV/CMV pomoci PCR. Ve vsech tfech sledovanych metodach (sérologie, bunécna
imunita, PCR) bylo pozitivnich 21 pacientd (70,0%), 9 pacientit (30,0%) bylo
pozitivnich ve dvou ze tfi sledovanych metod (viz graf. ¢. 7) - z toho 6 pacientu
(20,0%) bylo pozitivnich v BI a PCR, 2 pacienti (6,7%) méli pozitivni sérologii
a PCR a 1 pacient (3,3%) byl pozitivni v Bl a sérologii (viz graf ¢. 8).

Graf ¢ 7: Procentualni zastoupeni laboratorné pozitivnich EBV/CMV pacientii ve sledovanych

metodach.

H % pozitivnich pacientt ve
vSech 3 sledovanych
metodach

H % pozitivnich pacienttd ve
2 ze 3 sledovanych metod
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Graf ¢. 8: Procentualni vyjadieni pacientli laboratorné pozitivnich ve dvou ze tii metod.

S

6,7%

3,3%

H % pozitivnich pacientldiv Bl a

PCR

H % pozitivnich pacientd v

sérolgiia PCR

L4 % pozitivnich pacientl v
sérologiia BI

H % pozitivnich pacient(l ve
vSech 3 sledovanych metodach

Co se tyka vySetfeni bunéné imunity ve skupiné laboratorné pozitivnich

pacientt s diagnézou uzlinového syndromu (viz tab. ¢. 12), tak 26 téchto pacientl

(86,7%) splnilo kritéria specifické pozitivity bunééné imunity ve vSech péti

sledovanych parametrech a 28 pacientt (93,3%) vykazovalo charakteristické zmény

alespon Ctyf parametrti bunééné imunity (viz tab. ¢. 13). U dvou pacientti nebyl

vySetien zanétlivy marker CD64/CD16 na granulocytech, jeden pacient mél nizsi

relativni pocet lymfocytt (< 20%) a zaroven vyssi IRI a u jednoho pacienta byly

splnény pouze dva sledované parametry BI, a to vysSsi procento aktivovanych

T lymfocyth a pozitivni zanétlivy marker. V tomto ptipad¢ se jednalo o laboratorné

potvrzenou CMV infekci. Také u laboratorné negativnich pacientti byly zhodnoceny

parametry bunééné imunity (viz tab. ¢. 14) a zadny ztéchto pacientti nespinil

kritérium charakteristické zmény BI alesponi ve ¢tyfech parametrech.

Tab. €. 12: Zhodnoceni jednotlivych parametrii BI u 30 laboratorné pozitivnich pacientti.

Jednotlivé parametry bunééné imunity

Pocet pacienti

Pocet pacienti v %

< 20% 2 6,7
% lymfocyti 20 — 40% 0 0
> 40% 28 93,3
< 8% 29 96,7
CD19" B lymfocyty
> 8% 1 3,3
CD3"HLADR* > 5% 30 100
T lymfocyty <5% 0 0
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<1 28 93,3
IRI
> 1 2 6,7
> 65% 28 93,3
CD64/CD16

< 65% 2 6,7
>2,6% 29 96,7

MFIindex
<2,6% 1 3,3

CD64/CD16 soucasné

> 65% a>2,6% 28 93,3

S MFIindex

Tab. ¢ 13: Splnéni parametrit bunééné imunity u 30 laboratorné pozitivnich pacientii s akutni
EBV/CMYV infekei.

Celkovy poc¢et | Shoda pozitivity v 5 | Shoda pozitivity ve 4
pacientl parametrech Bl parametrech Bl

30 26 (86,7%) 28 (93,3%)

Tab. €. 14: Zhodnoceni jednotlivych parametri Bl u 212 laboratorn€ negativnich pacientt.

Jednotlivé parametry bunééné imunity Pocet pacientu Pocet pacientii v %
< 20% 49 23,0
% lymfocytt 20 - 40% 132 62,0
> 40% 31 14,6
< 8% 43 20,2
CD19" B lymfocyty
> 8% 169 79,3
CD3"HLADR" > 5% 48 22,5
T lymfocyty <5% 164 77,0
<1 19 8,9
IRI

>1 193 90,6
>65% 18 8,5

CD64/CD16
< 65% 194 91,1
>2,6% 17 8,0

MFIindex
<2,6% 195 91,5
CD64/CD16 soucasné
>65% a>2,6% 17 8,0
S MFIindex
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6. Diskuse

V této studii bylo hodnoceno celkové 4602 pacientd, u kterych byla

na Pracovisti imunologie Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s. sérologicky vySetfena

ptitomnost specifickych protilatek proti EBV ve sledovaném obdobi 2017 — 2019.

Na zékladé vybranych kritérii pro urceni laboratorni pozitivity akutni EBV,

resp. CMV infekce, tedy pozitivita alesponn ve dvou ze tti sledovanych metod

(sérologie, bunécnd imunita, PCR) bylo zjisténo 77 pacientd (1,7%) s akutni

EBV/CMV infekci. U téchto pacientd byly dale sledovany charakteristické zmény

vV bunééné imunité, které byly empiricky vypozorovany pii vySetfovani bunécné

imunity pratokovou cytometrii. Tyto zmény vychazeji z patogeneze herpetické

infekce EBV, resp. CMV (viz obr. ¢. 32).

LATENTNI FAZE

ztrata EBV antigend dnik imunité

epitel orofaryngu recirkulujici
pamétové B |

primarni
infekce

IL-12 CD8+Tly

NK buriky @
CD8+Tly
bunécna imunita

Virus Epsteina-Barrové, imunopatogeneze infekce

Obr. ¢&. 32: Imunopatogeneze EBV (Pievzato z: Tinavska, 2018).
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Jak se ukazuje, tak sérologické metody se uplatiiuji zejména v pocatecni fazi
akutni infekce, kdy se spousti tvorba specifickych protilatek proti jednotlivym
antigenim vira (viz obr. ¢. 33). Z duvodu pomérné slozité interpretace nalezl
sérologického vysetieni EBV/CMV infekce jsou dal§i metody pfimé i nepiimé

diagnostiky jisté vitany.

SCHEMA SYNTEZY PROTILATEK PO PRIMOINFEKCI EBV
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Obr. &. 33: Casovy prubéh anti-EBV protilatek (Pfevzato z: www.vidia.cz).

Vzhledem k tomu, Ze vice nez 90 % dospélych na celém svéte
je séropozitivnich, tedy se s infekei jiz setkalo a virus je v jejich organismu pfitomen
Vv latentni podobé (Zuckerman et. al, 2004), se metoda PCR uplatiuje v ptipadé
hodnoceni a pozitivniho nalezu DNA EBV/CMV vKkrvi a zarovein V plazmé
pacienta. Pozitivita v krvi a soucasné v plazm¢ pacienta svéd¢i pro aktivitu viru
a tedy akutni infekci.

Z vysledkti dale vyplyva, ze také vySetfeni bunééné imunity se mize
vyznamné uplatnit v diagnostice tohoto onemocnéni. U 77 pacientli byla vySetfena
bunéénd imunita a bylo zjisténo, ze 69 téchto pacientl (89,6%) spliiuje kritéria
pro pozitivitu v ramci bunééné imunity. To znamena, Zze u téchto pacientil byla
zjiSténa shoda alesponl ve Ctyfech z nasledujicich péti parametrli: pfitomnost vyssiho
relativniho poctu lymfocyti (>40%), snizené¢ho relativniho poctu B lymfocytl
(<8%), snizeny IRI (<1), vy3si procento aktivovanych CD3"HLADR" T lymfocytii
(>5%) anebo pozitivni nalez zanétlivého markeru CD64/CD16
(>65% a MFlingex >2,6) (Viz ptiloha ¢. 1, obr. ¢. 34 - 53).
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U pacientd s prokdzanou akutni EBV infekci dochéazi ke snizeni relativnich
poét CD19" B lymfocytil. Tento parametr splnilo 71 pacientti (92,2%) z celkového
poctu 77 laboratorné¢ pozitivnich pacienti. Ke snizeni relativniho poctu
CD19" B lymfocytii u tohoto onemocnéni dochézi pravdépodobné z diivodu vyrazné
cytotoxické odpovédi imunitnitho systému proti infikovanym  bunkam,
kterymi B lymfocyty v tomto pfipadé urcité jsou. Infikované B lymfocyty exprimuji
na svém povrchu antigeny EBV a na jejich ptitomnost tak reaguji slozky vrozené
i specifické imunity, zejména je charakteristickd mohutna cytotoxicka aktivita
CD8" T lymfocytt (Krejsek et al., 2016). Ta se ve vySetfovani bunééné imunity
projevuje vyraznym sniZzenim imunoregulaéniho indexu (IRI), tedy pomérem
CD4" pomocnych T lymfocyti a CD8"  cytotoxickych T  lymfocytd,
ktery je za norméalnich okolnosti posunut ve prospéch CD4" T lymfocyti a souéasné
dochazi k expresi aktivatniho markeru HLADR na povrchu téchto lymfocytt.
Také v nami sledované skupin¢ laboratorné pozitivnich EBV pacientt tato kritéria,
tzn. snizeny imunoregulacni index (IRI <I) splnilo 73 pacientli (94,8%) a zvySené
procento aktivovanych T lymfocyti (CD3"HLADR® >5%) splnilo 75 pacienti
(97,4%). Soucasn¢ je u téchto pacienti pozorovano zvyseni relativniho poctu
lymfocytt  (>40%). Toto  kritérium  spliuje 74  pacienti  (96,1%).
K vyraznému sniZeni IRI dochazi i u jinych onemocnéni jako je napt. infekce HIV.
V tomto pripadé je vsak posun IRI ve prospéch CD8" T lymfocytd zptsoben
celkovym deficitem CD4" T lymfocyti v diisledku jejich destrukce samotnym virem
HIV, ktery pomocné T lymfocyty napada (Lederman et al., 2004), nikoliv vlastni
mohutnou cytotoxickou reakci imunitniho systému. V piipadé¢ jiného intracelularniho
patogena, Francisella tularensis — ptavodce tularémie, nedochazi k ovlivnéni IRI,
ale byl prokazan u tohoto onemocnéni vy$§i vyskyt tzv. CD3'yd T lymfocytd
(Chrdle et al., 2019). Poslednim sledovanym parametrem ve vySetfeni bunééné
imunity byl zanétlivy marker CD64 na CDI16 pozitivnich granulocytech,
resp. neutrofilech, ktery byl zvySen (CD64/CD16 >65% a MFlipgex > 2,6)
u 69 pacientl (89,6%), resp. 93,2% z vySetfenych 73 pacientli na tento marker.
U Ctyf pacientil nebyl tento marker vySetfen. VySetieni tohoto markeru se uplatiiuje
zejména pro odliSeni bakteridlnich infekei. Vzhledem ktomu, Ze se jedna
o Fcy receptor, ktery se na neutrofilech exprimuje ve vy$§i mife v pfitomnosti
opsonizovanych bakterii a rozpoznava Fc fragment navazanych imunoglobulint

a usnadnuje tak jejich fagocytozu neutrofily (Davis, 2006; Hotejsi a Bartinkova,
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2009), je otazkou, pro¢ také u této virové infekce dochazi k jeho aktivaci.
Moznym vysvétlenim je fakt, ze infekce EBV zptisobuje nespecifickou polyklonalni
aktivaci B lymfocytl, jejimz vysledkem je zvySend tvorba nespecifickych
imunoglobulinti a mozna zvysena tvorba imunokomplexu, které mohou granulocyty
také aktivovat.

Jednim z cili prace bylo stanovit pocet pacientd s uzlinovym syndromem,
kteti byli ve sledovaném obdobi (2017 — 2019) vySetfeni na Pracovisti imunologie
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. a definovat podet laboratorng pozitivnich pacienti
na akutni EBV infekci vtomto souboru. Byla pouzita stejna kritéria na urceni
laboratorni pozitivity této infekce. Z celkového poctu vysetienych pacientl
(4602 pacientit) bylo 242 pacienti (5,2%) s diagnézou uzlinového syndromu
(LO40, R590, R599). U wvSech téchto pacienti byla vramci diferencialné —
diagnostické rozvahy vySetfena bunécnd imunita. Pouze u 66 pacientit (27,3%)
byl poZadavek také na vySetieni DNA EBV/CMV pomoci PCR.

Z celkového poctu pacienti  vySetfenych pro wuzlinovy syndrom
bylo 30 pacientd (12,4%) hodnoceno alesponi dvéma sledovanymi metodami
jako EBV/CMV laboratorné pozitivni. 28 pacientd (93,3%) mélo kromé sérologie
a vysetfeni bunééné imunity indikovano vysetieni ptitomnosti DNA virat EBV/CMV
pomoci PCR. Ve vsSech tfech sledovanych metodach (sérologie, bunécna imunita,
PCR) bylo pozitivnich 21 pacientii (70,0%), 9 pacientli (30,0%) bylo pozitivnich
ve dvou ze tii sledovanych metod — 6 pacientt (20,0%) bylo pozitivnich v Bl a PCR,
2 pacienti (6,7%) méli pozitivni sérologii a PCR a 1 pacient (3,3%) byl pozitivni
v Bl a sérologii.

Z vysledkll vyplyva, Ze vySetfeni bunécné imunity je 1ékafem indikovéano
vzdy, nebot’ je soucasti rozvahy v diferencidlni diagnostice uzlinového syndromu
K vylouceni malignity z leukocytarnich bunék. Na zakladé vysledkd je mozné
doporudit vysetieni bunééné imunity také pro vylouceni akutni infekce EBV/CMV.

U 28 pacient (93,3%) byla splnéna zména nejméné Ctyf z péti vyse
definovanych parametrii bunééné imunity. SniZzeni B lymfocyti bylo zjiSténo
u 29 pacientt (96,7%), IRI byl snizen u 28 pacienti (93,3%) a zanétlivy marker
CD64/CD16 byl pozitivni u 28 pacientd (93,3%). U 26 pacientd (86,7%)
bylo splnéno vsech pét parametrii bunééné imunity pro splnéni kritérii laboratorni
pozitivity akutni EBV/CMV infekce. Dva pacienti nesplnili vSechna dané kritéria

z diivodu neindikovaného vySetfeni zanétlivého markeru CD64/CD16 I€katem,
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v dalsich ¢tyfech parametrech bunééné imunity byli ve shodé. U jednoho pacienta
byla pozitivita definovana na zékladé pozitivni sérologie a PCR, buné¢na imunita
zde nebyla jednozna¢na. A u jednoho pacienta byla prokazana CMV infekce pomoci
sérologie a PCR, buné¢nd imunita taktéz nebyla prikazna.

Pti porovnani vysledkli vySetfeni bunécné imunity u laboratorné negativnich
pacientli s uzlinovym syndromem (212 pacientt, tedy 87,6%) bylo zjisténo,
ze nedochazi k charakteristickym zméndm alesponn ve Ctyiech z péti sledovanych
parametrti buné¢né imunity. Z tohoto divodu se jevi vySetfeni bunééné imunity jako
vysoce specifické pro odliSeni mozného infekéniho ptivodu uzlinového syndromu.
Je ale nezbytné mit stale na paméti, Ze definitivni diagnézu stanovuje vzdy oSettujici
Iékai na podklad¢ laboratorniho nalezu, vzdy ve vztahu s klinickym obrazem

pacienta!
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7. Zavér

Zékladnim tématem predkladané prace bylo laboratorni vysetfeni
herpetickych infekci (EBV, CMV) u pacienti Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
Celkoveé bylo hodnoceno 4602 pacientli, u kterych byla na Pracovisti imunologie
Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. sérologicky vySetfena piitomnost specifickych
protilatek proti EBV ve sledovaném obdobi 2017 — 2019. U téchto pacientli byla
hodnocena laboratorni pozitivita akutni infekce EBV/CMV pomoci tfi metod
(sérologie, hodnoceni bunécné imunity, PCR). Na zdklad¢ pozitivity alespont ve dvou
Z téchto tfi metod bylo zjisténo 77 pacientd s akutni infekci EBV/CMV. U vice jak
89% pacientd byla zjisténa zména minimalné ve ¢tyfech z péti vybranych parametrii
bunéné imunity, ktera je charakteristicka pro akutni EBV/CMV  infekci.
Danymi kritérii jsou pfitomnost vyssiho relativniho poctu lymfocytti (>40%), sniZeni
relativniho poctu B lymfocytl (<8%), snizeny IRI (<1), vyssi procento aktivovanych
CD3'HLADR" T lymfocytd (>5%) a/nebo pozitivni nalez zanétlivého markeru
CD64/CD16 (>65% a MFTingex >2,6).

Déle byli hodnoceni pacienti s diagnézou uzlinového syndromu
(LO40, R590, R599). V této skupiné¢ bylo laboratorné definovano 30 pacientd
s akutni EBV/CMV infekci. U vice nez 93% téchto pacientl byla pozorovana zména
alespon ve Ctyfech z péti sledovanych parametrit bunééné imunity.

Na zaklad¢ wvysledkli této prace se vySetfeni bunécné imunity pomoci
prutokové cytometrie jevi vice nez uzitecné pro odliSeni mozného infekéniho ptivodu
uzlinového syndromu. Laboratorni nalez je vzdy nutno korelovat s klinickym

obrazem pacienta.
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Prilohy

Priloha 1: Obraz bunécné imunity u laboratorné pozitivniho pacienta s akutni

EBYV infekci.
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Obr. ¢. 34: Rozdéleni bunék periferni

krve polyze dle wvelikosti a granularity
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Data Set 1: 98. 00052507 001
[LEUKO] SS INT / CD45-FITC

fLymfo : 58.47%}

10° f -
Granulo : 27.84%

0 200 400 600 800 1000
(x 10°)
SS INT
Obr ¢ 35: CD45"  leukocyty
a gateovani lymfocytarni populace

(58,47%) (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. & 36 a 37: Hodnoceni pomocnych CD4" (19,94%) a cytotoxickych
CD8" (52,98) T lymfocytli pro stanoveni IRI (pomé CD4/CD8 T lymfocytt,

zde roven 0,37) (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. ¢. 38: Hodnoceni relativnich pocta
CD19" B lymfocyta (2,03%)
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. ¢&.
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Data Set 1: 98. 00052507 001
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Obr. ¢ 39: Hodnoceni relativnich pocti
CD3-16%(56") NKbun&k (13,53%)
(Foto: Lenka Chaloupkova).

40: Hodnoceni aktivovanych CD3"HLADR® T lymfocytti



1000

(x 10°)

800

FS INT

600

Data Set 1: 477_CD64-16 00070080

001
[Ungated] SS INT / FS INT

G‘fénurlo-cyty 129.67%

[Lymfocyty : 53.94%

T T T
200 400 600 800

T
1000

(x 10%)

SSINT

Obr. ¢. 41: Rozdéleni bunék periferni krve po lyze dle velikosti a granularity

a gateovani granulocytarni populace (29,67%) (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. €. 43: Hodnoceni zanétlivého
markeru CD64 na CD16 pozitivnich
granulocytech (90,2%, MFI = 3,2)
(Foto: Lenka Chaloupkova).



Priloha 2: Obraz buné¢né imunity u laboratorné negativniho pacienta.

Data Set 1: 274 00073361 001
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Obr. ¢. 44: Rozdeleni bunék periferni

krve polyze dle velikosti a granularity
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr & 45: Definovani CD45" leukocytii
a gateovani lymfocytarni populace

(32,98%) (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. & 46 a 47: Hodnoceni pomocnych CD4" (45,22%) a cytotoxickych CD8" (18,93%)
T lymfocytd pro stanoveni IRI (pomér CD4/CD8 T Ilymfocytd, zde roven 2,38)

(Foto: Lenka Chaloupkova).



Data Set 1: 274 00073361 001
[Lymfo] CD3-PC5 / CD19-ECD

106~
B1 {14.52%| / B2:0.10%
10° B lymfocyty
o /
(@]
(78]
o 1075 o
= i
u —
, B3: it
19°319.51%
B4 : 65.86%
T e w0

CD3-PC5

Obr. €. 48: Hodnoceni relativnich
poctit CD19" B lymfocyti (14,52%)
(Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. ¢. 49: Hodnoceni relativnich pocti
CD3-16'(56") NKbunek  (17,46%)
(Foto: Lenka Chaloupkova).

Obr. & 50: Hodnoceni aktivovanych CD3*"HLADR™ T lymfocytt

(2,97%) (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. €. 51: Rozdéleni bun¢k periferni krve po lyze dle velikosti a granularity

a gateovani granulocytarni populace (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. ¢ 520 Hodnoceni izotypové
kontroly (K") (Foto: Lenka Chaloupkova).
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Obr. €. 53: Hodnoceni zanétlivého
markeru CD64 na CD16 pozitivnich
granulocytech  (0,45%. MFI=0,4)
(Foto: Lenka Chaloupkova).



