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VySetrovani HIV pozitivnich pacientii na Oddéleni klinické

biochemie a imunologie v Nemocnici Na Bulovce

Abstrakt

HIV je virus lidské imunodeficience, ktery napada buiniky imunitniho systému
hostitele a snizuje tak schopnost imunitniho systému adekvatné reagovat na piitomnost
jinych infekénich agens, se kterymi by si zdravy imunitni systém obvykle poradil.
Antiretrovirova 1é¢ba HIV nevede k uplnému odbourani viru z organismu, pouze
jen dokaze blokovat jeho dal$iho mnozeni v hostitelskych bunikach. Antiretrovirotika
jsou zaloZena ptedevs§im na inhibici enzymu viru. Kombinovana lé€ba nebo také
HAART (z angl. Highly Active Antiretroviral Therapy) spoc¢iva v kombinaci tfi a vice
1€kt s rozdilnymi G¢inky. Kazdy z téchto 1éki reaguje s jinymi receptory, enzymy, atd.
a na odli§né faze Zivotniho cyklu viru. Uginky 1é¢by a jeji negativni dopady na
organismus pacientll jsou monitorovany v pravidelnych intervalech v AIDS centru
Nemocnice Na Bulovce. Odtud je odebrany biologicky material zasilan na rizna
oddéleni dle poZadavkil na vySetieni.

Cilem této bakalafské prace je sezndmeni Sse S vybranymi biochemickymi
a imunologickymi parametry vySetfovanymi na Oddéleni klinické biochemie
a imunologie v Nemocnici Na Bulovce a pomoci téchto parametri se pokusit zjistit
ucinky 1€¢by u vybranych pacientdi, u nichz byla jiz HIV pozitivita prokdzéana, detekci
povrchovych znakli CD4+ a CD8+ na Th-lymfocytech pomoci pritokové cytometrie.
Monitorovani stavu pacientll béhem jejich terapie pomoci vybranych biochemickych
markeri.  analyzovanych  na  automatickém  biochemickém  analyzatoru.
Dale pak zhodnoceni a popis soucasnych moznosti laboratorniho stanoveni pii detekci

HIV infekce.



Abstract

HIV is a human immunodeficiency virus that attacks the host's immune system and
reduces the ability of the immune system to respond adequately to the presence of other
infectious agents with which the healthy immune system would usually advise. HIV
antiretroviral therapy doesn’t ensure complete removal of the virus from the organism.
The therapy only blocks further proliferation of viral cells in host cells. Antiretrovirotics
are primarily based on the inhibition of viral enzymes. Combinated treatment or
HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) consists of a combination of three or
more medicines with different effects. Each of these medicines reacts with other
receptors and with other enzymes and reacts at different stages of the life cycle of the
virus. The effects of treatment and its negative effects on the patient's organism are
monitored at regular intervals in the AIDS center in the hospital Na Bulovce.
Employees from this center send patient samples to different departments according to
examination requirements.

The aim of this bachelor thesis is to acquaint with selected biochemical and
immunological parameters investigated at the Department of Clinical Biochemistry and
Immunology in the hospital Na Bulovce and use these parameters to try to find out
effects of treatment in selected patients who have already been detected HIV positive
by detection of surface features CD4 + and CD8 + On Th-lymphocytes by flow
cytometry. Furthermore monitoring patient’s status during therapy with selected
biochemical markers analyzed on an automated biochemical analyzer and also
evaluation and description of the current possibilities of laboratory determination in the

detection of HIV infection.
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Uvod

Tématem bakalaiské prace je vySetfovani HIV pozitivnich pacienti na Odd¢leni
klinické biochemie a imunologie v Nemocnici Na Bulovce. HIV/AIDS jsou stale
celosvétovym problémem, ktery se tyka kazdého z nés. Nevédomost a rychlé Sifeni
nakazy daly za vznik pandemii, na kterou je dnesni medicina dosud kratka. Nepietrzita
snaha najit ucinnou 1écbu poskytla alespon nad¢ji v prodlouzeni latence onemocnéni
a zlepseni v kvalité Zivota nakazenych timto zakefnym virem diky antiretrovitové 1é¢bé.
Lécba spociva v blokaci bunéénych receptorti, inhibici enzymt pro piepis virové RNA
nebo také v inhibici enzymii pro Stépeni virovych polypeptidi. Je sice zamezeno
mnozeni a Sifeni viru v hostitelskych butikach, ale 1écba sebou nese 1 negativni stranky.
Mutace viru, rezistence a nezaddouci u€inky antiretrovirotik jsou dal§imi neptateli
v tomto boji. Uspéchy v 16¢b& naopak snizuji obezietnost v chovani lidi, vymizel strach
z onemocnéni, ktery byl v ptedchozich letech vSudypfitomny, coz urychluje Sifeni
infekce. Mezi nezddouci ucinky, které tyto Iéky vyvolavaji, patii napt. laktatova
aciddza, hypertriacylglycerémie, hypercholesterolémie, pankreatitida nebo také nervové
poruchy. Jak jiz bylo zminéno, jedna se o virus patfici do ¢eledi retrovird, které
se mnozi pomoci svého genetického kodu, ktery se prepisuje do hostitelské DNA.
Do hostitelské DNA se dostane navazanim na povrchové membranové glykoproteinové
molekuly napadené buniky pomoci enzymi. K navazani vyzaduje specifické receptory,
Které jsou zejména na povrchu Th-lymfocytd. Tyto lymfocyty jsou dilezité
pro spravnou ¢innost imunitniho systému. V disledku snizovani CD4 lymfocytt

nefunguje imunitni systém jak ma a pacient umira na ,,banalni* onemocnéni.

Bakalatska prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické Casti
se seznamime s historii, objevem a dal§imi informacemi o tomto viru. Prakticka cast
je zaméfena na jiz na vybrané metody vySetfované v ramci pravidelnych prohlidek
pro sledovani stavu 1écby, jeji G€inky na organismus a vyvoj infekce.

Zvolené biochemické markery z tohoto vySetfovaného panelu byly vybrany s ohledem

na nezadouci ucinky 1é¢by. U bunétné populace leukocytt je potieba sledovat pomér



CD4/CD8 jako marker stavu imunitniho systému a pomaha ke stanoveni prognozy

onemocnéni.



Teoreticka c¢ast

1. HIV puvodce viru lidské imunodeficience

HIV (z angl. Human Immunodeficiency Virus) virus lidské imunodeficience
se fadi do celedi Retroviridae rodu Lentivirus (lente-, lat. ,,pomaly*). Napada lidské
bunky a zptisobuje pozvolnou ztratu funkce imunitniho systému. Pro rod Lentivirus
je charakteristické dlouhé obdobi latence, chronicky prubéh onemocnéni a postizeni
CNS. HIV je sexualné pfenosnou nemoci. Miize piimo napadat i Langerhansonovy
bunky, které se nachdzi ve slizni¢nim epitelu a v epidermis, buiiky glie a jiné. Existuji
dva typy viru HIV; HIV-1 a HIV-2, které se lisi sloZzenim povrchovych struktur. HIV-1
je rozsiten celosvétove, HIV-2 je typicky pro zapadni pobiezi afrického kontinentu

(H4jek; Novak, 2004; Hobstova, 2012)

HIV je RNA virus s fosfolipidovou membranou obsahujici celou fadu
glykoproteini, obsahuje také enzym reverzni transkriptazu, kterd umoznuje prepis
genetické informace viru z RNA do DNA hostitele (Jilich et al., 2014). Napada hlavné
CD4+ Th-lymfocyty coz vede k poruSe imunitniho systému a mize vést
az K tzv. syndromu ziskané imunitni nedostate¢nosti AIDS (z angl. Acquired Immune
Deficiency Syndrome). AIDS je poslednim stadiem infekce HIV, které se projevuje
oportunnimi infekcemi anebo také rakovinou souvisejici s infekcemi. Virus HIV
je velmi dobfie prizpisobivy prostiedi a mutagenni. Tyto vlastnosti patfi mezi hlavni

pficiny netispéchu pii vyvoji t€inné vakeiny.

1.1 Pavod HIV

Pivod HIV neni doposud jasny. Vychazi se ze dvou skutecnosti - kolébka v Africe
a ptibuznost viru lidské imunodeficience s opi¢im virem (SIV).(Rozsypal, 1998).
K ptenosu viru SIV na ¢loveka nejpravdépodobnéji doslo pti lovu opic a jejich
porcovani. Védci se snazi odhadnout, kdy doslo k mutaci viru a pfenosu na ¢loveka,
zatim se domnivaji, Ze k pfenosu mohlo dojit mezi lety 1901-1921 nezavisle n¢kolikrat

za sebou (Jilich et al., 2014). Jednou z moznych teorii je, Ze pandemie zacala v roce
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1920 v hlavnim mésté Kinshasa (Kongo). Védci dospéli k tomuto zavéru pti zkoumani
genetického ptivodu viru. Jeho Sifeni bylo podpoieno vystavbou novych zeleznic mezi
dal$imi mésty na africkém kontinentu (Science, 2014). Také domorodé ritualy, putovani
obyvatel za praci a prostituce rychle $itily virus od domorodych kmeni do vétSich mést.
Migrace a turismus pak rozsifily virus do USA a do Evropy. Testovanim archivnich
vzorkl u zemielych na AIDS doslo k identifikovani dosud nejstarsi obéti. Byl jim lovec

z Kamerunu, ktery v roce 1959 zemiel v nemocnici ve mésté Kinshasa (Konvalinka;

Machala, 2011; Jilich et al., 2014).

1.2 Objeveni HIV

V roce 1981 americky lékat M. S. Gottlieb popsal 5 pfipadi pneumocystové
pneumonie u mladych homosexualnich muzu, u kterych byl zaroven detekovan pokles
Th lymfocytt. Na jate roku 1981 diagnostikoval dermatolog MUDr. Friedman-Kien
vzacny Kaposiho sarkom u dvou homosexuélnich muzii. Kazdy z téchto pacientl mél
z neznamého divodu hluboky rozvrat imunitniho systému (Hajek et al., 2004). V centru
pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC), byl vytvotfen tym, ktery patral po dalSich
ptipadech nadhlého umrti mladych homosexualnich muzt. U kazdého podobné
nemocného byla zjiSténa t¢zka imunodeficience CD4+ T-lymfocyth (Jilich et al., 2014).
Neznama porucha imunity byla ze zacatku nazvana jako GRID (Gay-Related Immune
Deficiency). (Hajek et al., 2004). Ta se pozd¢ji objevila i u zen pochazejicich z Haiti
a u uzivatelll injek¢nich drog. V roce 1983 byl zjistén ptenos viru krevni transfuzi. Diky
uchovanym vzorklim sér hemofiliki, bylo testovanim zjisténo, Ze k prvnimu pfenosu
krevni transfuzi doslo jiz v roce 1978. V prosinci roku 1982 bylo jiz zjisténo 711
ptipadt v 16 riznych zemi. Existence pfiznaki tohoto onemocnéni byla zjisténa
I v nékterych Castech Afriky. Zdravotnické Gtrady piijaly pro onemocnéni oznaceni
acquired immune deficiency syndrome (syndrom ziskaného selhdni imunity), zkracené
AIDS (Jilich et al., 2014). V letech 1983-1984 dva vyzkumné tymy nezavisle na sobé
objevily ptivodce onemocnéni. Prvni tym byl veden Luckem Montagnierem
v Pasteurové ustavu v Patizi a druhy vedl Robert Gallo v Narodnim onkologickém
institutu v Bethesdé (Konvalinka; Machala, 2011). V roce 1986 doslo ke sjednoceni

nazvu HIV (Human Immunodeficiency Virus). V tomtéZ roce byl objeven piibuzny
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virus oznacen HIV-2. Béhem poloviny 80. let se virus HIV rozsifil z USA do zemi

zapadni Evropy a ostatnich zemi svéta (M. Hajek et al., 2004).

1.3 Nobelova cena za medicinu a fyziologii

V Roce 2008 byla udélena Nobelova cena za medicinu tfem vyznamnym
virologiim. Mezi témito ocenénymi byli i profesor Luc Montagnier a doktorka
Francoise Barré-Sinousi z Pasteurova tstavu v Pafizi za objeveni viru HIV a tim byl
vyfesen letity spor o prioritu objevu ptivodce onemocnéni AIDS. O prvenstvi se piely
dva instituty, americky institut National Institutes of Health, Bethesda vedeny Robertem
Gallo, ktery izoloval dva typy lidskych leukemickych virt HTLV-l a HTLV-II. V roce
1983 izoloval Robert Gallo spolu s ¢eskoslovenskym stipendistou Mikulasem
Popovi¢em z CSAV v Praze novy virus postihujici imunitni systém a oznagili ho jako
HTLV-IIL. V tomtéz roce byl izolovan v Institutu Pasteura v Pafizi pod vedenim Luca
Montagniera spolu s doktorku F. Barré-Sinoussi neznamy vir. Virus byl objeven
U pacienta s diagnostikovanou lymfadenopatii a tak byl nazvan jako Lymphadenopathy
virus (LAV). Francouzsky institut uzce spolupracoval z americkym institutem, ale
nedisponoval tak moderni a technickou vybavenosti jako americka laboratof, proto
izolat LAV poslali francouzsti objevitelé pravé do USA k pfesné;jsi identifikaci.

A od této doby byl piivod objevu spekulativni. Uplathovanim narokt na prioritu objevu
ze strany francouzskych virologti vedl k napaddvani a obvinovani z udajného podvodu
pii studiu virového izolatu. Diky této skutecnosti dokonce Francie odmitla laboratorni
test pro diagnostiku infekce HIV krevnich derivatt a darct krve, kterou v roce 1985
vyvinuly v USA. Ve Francii se podafilo vyvinout diagnosticky test aZ po piil roce.
Pilro¢ni zpozdéni a pouzivani netestovanych zasob krve se pro Francii stalo skandalnim
a ekonomicky nepiiznivym. Béhem této ptlro¢ni prodlevy doslo ke zbytecné nakaze
HIV nékolika tisicti obéti a ztratdm na Zivotech. Byl odvolan ministr zdravotnictvi,
nékolik pracovniki transfizni sluzby a podano mnoho soudnich Zalob. V roce 1988
Virologickd nomenklatoricka komise ujednotila oznaceni viru ndzvem Human
Imunodeficiency Virus. Ujednocenim nazvu se vSak spor o prioritu objevu neuklidnil.
Pomoci nové uvedené molekularné-biologické metody se podatilo prokézat, Ze ptivod

studovaného a pouzitého viru pro ptfipravu prvnich americkych diagnostickych testt byl
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z francouzského izolatu nazvaného LAV. A tak se v roce 1994 zcela uzaviela kapitola

priority objevu. Objev byl tedy piipsan francouzskym védcim (SZU, 2009).

2. HIV v Ceské republice

Prvni zminka o viru HIV v CSSR se objevila v letech 1981 — 1982 v novinach.
Zprvu byla nakaza prezentovana jako onemocnéni homosexualii a narkomant ze zemi
zapadniho kapitalistického svéta, kteti podle socialistické vlady v zemi neziji. Pfesto
byla vycClenéna skupina odbornikti, jez méla za ukol odhalit eventualni ptipady
onemocnéni v CSSR. Tato skupina vznikla v roce 1983 ve Fakultni nemocnici
na Bulovce. Prvni ptipady byly diagnostikovany v roce 1984 u dvou homosexualnich
muzi. A nasledovaly dalsi ptipady. Testovani na protilatky HIV se v té dob¢ provadélo
ve virologickém tstavu ve Vidni. V roce 1985, 5. prosince, vznika pti Statnim
zdravotnim ustavu v Praze (SZU) Nérodni referenéni laboratof pro HIV, kterou ved]
Doc. MUDr. Lubomir Syricek, CSc. V tomtéz roce bylo zalozeno prvni AIDS centrum
v Ceskoslovensku. Mistem vzniku bylo infekéni oddéleni ve Fakultni nemocnici
Na Bulovce V Praze pod vedenim Doc. MUDr. Marie Staiikkové, CSc. V roce 1986
se zacala testovat piitomnost protilatek v krvi pacientt proti HIV, kromé& homosexualt
a narkomant se zacali testovat i darci krve a pfi pozitivnim zjisténi u darct i piijemci
krevnich transfuzi. Od roku 1987 se v Ceské republice zavedlo povinné testovéani
na HIV u kazdého darce krve. Prvni 1€k byl pfivezen v roce 1988. Bohuzel Iék stacil
pouze pro tfi pacienty, a tak byli vybrani nemocni v pokrocilém stadiu AIDS. Od roku
1989 zacalo HIV pozitivnich pfibyvat, a proto byla potieba otevtit nova AIDS centra po
celé republice (Jilich et al., 2014).

3. Zpisoby prenosu

Virus se vyskytuje v télnich tekutinach, nejvice v krvi, poSevnim sekretu
a spermatu, v matetském mléce, cerebrospinalni tekutin€ a dalSich. V nepatrném
mnozstvi se vyskytuje v potu, ve slinach, v moci. Hlavnimi zplisoby pienosu jsou
zejména pohlavni styk, krevni transfuze. V rozvinutych statech je ptenos krevni

transfuzi vzacny, diky testovani darcii krve. K ptenosu dochéazi u uzivatel drog pti
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uzivani infikovanych jehel a k pfenosu z pozitivni matky na plod. Nechranény analni
styk piedstavuje nejvyssi riziko prenosu (0,1 — 7,5 %).(Konvalinka; Machala, 2011;
Hobstova et al., 2012).
Védecké studie vyloudily pfenosy: béznym kontaktem s nakazenym
kapénkami pii kaSlani ¢i kychani
piimym pottisnénim krvi HIV pozitivni osoby,
Vv ptipad¢ neporusené kiize
bodavym hmyzem
Dosud byly prokazany 3 hlavni zplisoby pienosu: krevni cestou
pohlavnim stykem
z matky na dité

(H4jek et al., 2012)

3.1 Viastnosti viru

Viry obecné jsou neaktivni nebunééné organismy, které ke svému mnozeni
potiebuji hostitelskou bunku. Jsou tvofeny nukleovou kyselinou obalenou proteinovym
obalem (kapsida), n€které viry maji i membranovy obal, bi¢iky a enzymy potiebné
k mnozeni. K navazani na specifické receptory hostitelskych bunék jsou dilezité
povrchové glykoproteiny. Geneticka informace je zakodovana ve form& DNA nebo
RNA. Podle typu genetické informace se tedy déli na DNA viry a RNA viry. DNA viry
maji svou nukleovou kyselinu bud’ ve formé linearni, nebo cyklické a mtZe byt bud’
jednovlaknova ¢i douvladknova. K transkripci a translaci dochazi ptimo. RNA viry
nachdzime v podobé¢ jednovlaknové nebo dvouvlaknové. U jednovldknové RNA
dochazi k proteosyntéze ptimo, z dvouvldknové RNA musi nejprve pomoci replikace

vzniknout komplementarni vlakno RNA.
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Tabulka 1: Délent celedi virii podle genoforu

Priklad déleni ¢eledi viru podle genoforu

RNA

+ssRNA

-ssRNA

dsRNA

+ssRNA s RT

Ficornaviridae

FParamyxoviridae

Reoviridae

Retroviridae

—
Togaviridae

Filoviridae

I
=
Coronaviridae

Rhabdoviridae

Orthomyxoviridae

Bunvaviridae

DNA

ssDINA

dsDNA

dsDNA s RT

Gemmiviridae

Adenoviridas

Hepadnaviridae

Parvoviridae

Papovaviridae

Caulimoviridae

Circoviridae

Myveoviridas

Siphoviridas

Herpesviridae

Poxviridae

Virus lidské imunodeficience (HIV) patii do ¢eledi Retroviridae. Patii do rodu
Lentivirus. Geneticka informace viru je zapsana v molekule RNA. Existuji dva typy
HIV-1, ktery je piivodcem vétSiny onemocnéni a HIV-2 . U HIV-1 rozeznavame tfi

zakladni kmeny viru O (outlier), M (major) a N (non-M; non-O). Kmen M zptisobuje

globalni pandemii, N a O jsou relativné vzacné, endemie ve stfedozapadni Africe

(i presto byly identifikovany v Evropé a USA). Tyto viry jsou schopné svou RNA

ptepisovat do provirové DNA diky enzymu reverzni transkriptaze. Pro lentiviry

je klasicka dlouhodoba latence, replikace viru a chronicky pribéh onemocnéni. Zasah
regulacnich proteinti v prubéhu replikace viru je charakteristickym znakem odlisujicim

zivotni cyklus lentiviru od ostatnich ¢lenti retrovir (Rozsypal, 1998; Stankova et al.,

2002; Konvalinka; Machala, 2011; Jilich et al., 2014).
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3.1.1 Strukturaviru

Virova ¢astice kulovitého tvaru o priiméru asi 100 nm je na povrchu tvofena
fosfolipidovou membranou, do niz jsou zakotveny glykoproteiny. Celkem 72
glykoproteinovych komplexii na povrchu membrany je slozeno z vnéjsiho trimetrického
glykoproteinu gp120, ktery zodpovida za adsorpci virionu na bunééné receptory
a glykoproteinu gp41 zodpovédného za fuzi virového obalu s lipoproteinovou
membranou hostitelské bunky, uloZzeného transmembranové. Glykoproteiny gp41l
a gp120 jsou produkty stépeni glykoproteinu gp160. Dale je v obalu zakotvena
proteinova matrix pl7, ktera kryje kapsidu obsahujici protein p24. Genom je tvofen
dvéma identickymi vlakny RNA. Obdobné¢ jako u jinych retrovird, tak i v HIV genomu
bylo prokdzano 9 gent, tfi strukturni, které koduji strukturni proteiny, a 6 nestrukturnich
gent s regulacni funkci.(Rozsypal, 1998; Jilich et al., 2014).

Geny strukturni:

e gen kodujici dfetiovy protein pS5 se nazyva gag, St€penim proteinu p55 vznika
matrix, p24 a p135, ktera se dale $tépi na proteiny p7 a p9. Tyto bazické
polypeptidy se vazi na nukleové kyseliny hostitelské bunky.

e enzym proteinaza pl1, reverzni transkriptdza p51, integraza p34 a ribonukledza

p15 jsou kédovany genem pol.
e glykoprotein gp160 je kddovan genem env.

Geny nestrukturni:

e geny tat, rev a nef reguluji expresi virovych geni
e geny vif a vpu se podili na morfogenezi a vyzravani HIV
e U genu vpr je funkce neznama

Vlastnosti HIV je vysoka schopnost pfizpsobeni na zakladé ptitomnych genti gag

a env a jejich struktury rozliSujeme né€kolik subtypti (Rozsypal, 1998).
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Obrazek 1: Struktura viru HIV
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Zdroj: http://viry-bakterie.wz.cz 1

3.1.2 Prinik viru do buiky

Virus rozeznava receptory na hostitelskych bunkach. Témito receptory jsou
specifické molekuly na povrchu bunék a oznacuji se CD4, CCR5 a CXCR4. K CCRS
maji blizko hlavné M-tropni kmeny (infikuji makrofagy a dendrické bunky) HIV-1
a na CXCR4 na povrchu CD4 lymfocyti se poji T-tropni kmeny (infikuji T-lymfocyty)
HIV-1. Aby se mohl vir navazat, vyzaduje vZdy pfitomnost membranového receptoru
CD4, ktery se vyskytuje na povrchu Th-lymfocytli, monocytt, makrofagti a dendrickych
bunék. Pritomnost dalich receptoru zalezi na typu atakované bunky a jejich pouziti
na kmeni HIV viru (Hajek, 2004; Konvalinka; Machala, 2011). Na znak CD4 se navaze
virovy glykoprotein gp120 s vysokou afinitou, diky této vazbé je umoznén prinik viru
do bunky endocytdzou a splynutim virového obalu s povrchem bunky zprostfedkované
glykoproteinem gp41 a naslednym prinikem nukleové kyseliny do bunééné
cytoplazmy.

Znak CXCR4 zvany tézZ fusin je chemokinovy receptor pro CXC chemokin SDF-1
a CCRS5 je pro B-chemokiny RANTES, MIP-1a; MIP-1p. Fusin umoznuje vstup
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syncytia indukujiciho (SI) viru do T-lymfocyti, CCR5 dovoluje vzniknuti

non-Sl fenotypu do makrofagt. Rozdilné vnimani lidi k HIV infekci je dano témito
korereceptory. Lidé s nadmérné vysokymi hladinami -chemokinti, patii mezi
mimotéadné odolné vici HIV infekci.

Béhem dezintegrace kapsidy se do hostitelské bunky uvolituje virovd RNA. Genom
virové RNA je pfepsan reverzni transkriptazou. Reverzni transkriptaza je specificky
virovy enzym, ktery piepisuje virovou RNA do dvoutetézcové linearni DNA. dsDNA
se sto¢i do kruhové formy a virovou integrazou je zapojena do DNA hostitelské bunky

Mrwe

proteint a nasledné uvolnéni virionu z bunky (Rozsypal, 1998).
3.1.2.1  Transkripce

Transkripce probiha ve vSech Zivych organismech vcetné vird. Jedna se o pfenos
genetické informace z DNA do molekuly RNA a pfi reverzni transkripci naopak.
U eukaryotickych bun€k probiha transkripce v jadie za vzniku pre-mRNA — mMRNA,
ktera opousti jadro a nasledn€ se uplatiiuje v translaci. Na jejim 5’-konci je specidlni
nukleotid, ktery tvofi tzv. ¢epicku (gap). Transkripce je katalyzovana
DNA-dependentni-RNA-polymerdzou (t¢Z RNA-polymeraza). RNA-polymeraza
existuje nejméne ve tiech riznych typech. RNA-polymeraza I syntetizujici RNA
se sedimentacnim koeficientem 45S. Produktem RNA-polymerazy Il jsou hnRNA
Z nich vznikaji nasledné mRNA a prekurzory pro SnRNA (small nuclear RNA)
a RNA-polymeréza III transkribuje geny pro tRNA. K zah4jeni transkripce je potieba,
aby se RNA-polymeraza II spolu s dal$imi proteiny spojila do zakladniho
transkripéniho komplexu. Tento komplex vznika spojenim transkripénich faktori
vV daném pofadi s DNA a s polymerdzou na 3"-konci promotorové oblasti. V této oblasti
nachazeji signalni sekvence (tzv. TATA box; CCAAT box). Na zakladé
komplementarity bazi ve sméru 5'—3" dochdzi k vytvoreni vladkna RNA. mRNA
obsahuje exony, jedna se o tseky gent, které koduji pofadi AMK a mezi tyto tiseky jsou
vélenény useky zvané introny. Introny jsou nekodujici geny a nenesou informaci o

potfadi AMK na polypeptidu, proto jsou v prubéhu posttranskripcni upravy
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vystfihdvany. tRNA a rRNA jsou upravovany podobn¢ jako mRNA. ( Koolman, R6hm
2012; Otova, Mihalova, 2012)

3.1.2.2  Retroviry a reverzni transkripce

U retrovirt se prokazalo, ze transkripce funguje opacné. Tedy, ze podle virové
RNA se tvoii komplementarni vlakno DNA, tento proces se nazyva reverzni
transkripce. Reakce je katalyzovana RNA-dependentni DNA-polymerazou. Do této
skupiny patii enzym reverzni transkriptaza. Vznikla komplementarni DNA se zaclenuje
do hostitelské bunky jako provirus, podle které¢ho se tvoti vlakna RNA. Infikovana

buika pteziva dlouho a stava se trvalym zdrojem infekce (Kocarek, 2007).

4. Klasifikace HIV infekce podle CDC

Od roku 1993 jsou pacienti dle klasifikace CDC rozdéleni do tii klinickych
kategorii A, B, C a podle hladiny CD4 lymfocyti se d¢li na kategorie 1, 2, 3.

Primarni HIV infekce se vyznacuje pfitomnosti antigenu p24 v krvi, vysokou
hladinou RNA HIV a pfechodnym poklesem CD4 lymfocytt. Toto stddium nastava
3 - 6 tydnti po infikovéani virem, u nakazeného se objevi necharakteristické priznaky,
jako jsou napft. chiipkové obtize, zdufené lymfatické uzliny a exantémy. Po urcité dobé
nasleduje sérokonverze anti-HIV protilatek. Klinické pfiznaky pfechodné vymizi
a laboratorni nalezy se upravi. Nasleduje asymptomatické obdobi (A), které muze trvat
az nékolik desitek let, béhem kterych dochazi k postupnému sniZovani hladiny CD4
lymfocytl a zvySuje se virova naloz HIV v krvi. Jakmile dojde k poklesu CD4
lymfocyti pod 500/pul pacient prechazi do ¢asného symptomatického stadia (B).
V tomto stadiu dochazi k vyskytu né€kterych opurtinnich infekci jako jsou dermatitidy,
kandidové infekce, herpes zoster, vlasata leukoplakie jazyka a periferni neuropatii
¢i trombocytopenii. Hladina CD4 lymfocytl je v rozmezi mezi 500-200/pl, virova naloz
stoupd. Po né€kolika letech nasleduje pozdni symptomatické stadium (C), u kterého
dochazi k poklesu CD4 lymfocyta pod 200/ul a objevuji se Cetné oportunni infekce
(pneumocystova pneumonie, kandidova ezofagitida) a malignity jako jsou Kaposiho

sarkom, lymfomy a karcinom délozniho ¢ipku, kachexie a encefalopatie, lymfopenie.
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Vyskyt téchto onemocnéni definuji syndrom ziskané imunodefiience AIDS (M.
Stanikova; 2002). Jedna se o kone¢né stddium infekce HIV charakteristické iplnym
vycerpanim imunitniho systému a neschopnosti odolavat parazitarnim, virovym,
plisiovym, bakteridlnim a nddorovym onemocnénim. U HIV pozitivnich pacientt
doposud neni zndmo, zda vSichni nakazeni ptejdou do stadia AIDS. Bez 1écby dojde

k rozvoji onemocnéni AIDS asi u 70% nakazenych HIV do deseti let. V rozvinutém
stadiu HIV infekce (C) dochazi k poklesu CD4 lymfocytt pod 50/ul doprovazené
hlubokymi imunodeficity, jako cytomegalovirova retinitida, atypické mykobakteriozy.

Hladina virové naloze dosahuje bez terapie milionovych hodnot (Stankova, 2002).

5. Antiretrovirova lé¢ba HIV

Dlouhodobé vyzkumy a snaha vyvinout 1écbu vedla k Gspéchu a vyvoji Cetnych
antiretrovirovych léka k 1écbé HIV/AIDS. V dnesni dobé je jiZ vyvinuto a schvaleno 31
antiretrovirovych 1€k, které ale pacienta z HIV a AIDS nevyléci, pro mnohé pacienty
se tak onemocnéni stava chronickym. Lécba HIV je provadéna vyhradné
farmakologicky pomoci antiretrovirotik. Antiretrovirotika se podavaji v 1é€b¢ akutni
(primarni) infekce HIV i v jejim dal$im prabéhu a rovnéz za ucelem profylaxe infekce

HIV. Pro zahdjeni 1é¢by musi byt splnény nésledujici podminky:
1. stanoveni virové naloze
2. vySetieni CD4+ lymfocytl
3. zahdjeni profylaxe oportunnich infekci u pacientt s t€Zkym imunodeficitem
(CD4+ lymfocyty < 200/ul)
4. ochota pacienta k 1é€b¢e

5. momentalni dostupnost konkrétnich 1€kt na trhu

Lécba antiretrovirotiky je naro¢na, obvykle se pouzivaji definované kombinace
1€kii s ohledem zejména na tihu infekce (hodnota CD4+), nezadouci Gcinky, alergie,
rezistence viru, celkovy fyzicky stav pacienta, a dalSi okolnosti, zejména piitomnost
téhotenstvi, infekce TBC, virové hepatitidy, poskozeni nékterych organti, predevsim

jater, ledvin.
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5.1 Typy antiretrovirové lécby

existuje 6 hlavnich typt 1ékt podle zplisobu ucinku.
1. Inhibitory vstupu
2. Inhibitory fuze

3. Inhibitory reverzni transkriptazy (NRTIs nukleosidovy inhibitor reverzni

transkriptazy, NNRTIs nenukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy)
4. Inhibitory integrazy
5. Inhibitory proteazy
6. Multi-class kombinace produkti

Nezdadouct ucinky podle typu antiretrovirotik

NRTI: hematotoxicita, gastrointestinalni potize, pankreatitida, laktatova acidoza
NNRTTI: gastrointestindlni intolerance, exantém, jaterni selhani, neuropsychické
ptiznaky.

Inhibitory proteinazy: gastrointestinalni intolerance, prijjem, lipodystrofie,
hypertriglyceridémie, hypercholesterolémie, snizena tolerance gluk6zy vedouci

az k DM.

Klinicky vyznamné jsou pfevazné léky inhibujici proteindzy a nékteré NNRTI.
Nékteré 1éky inhibujici cytochromové enzymy zvysuji hladinu inhibitord proteinazy.

Z tohoto divodu musi kompletné vést antiretrovirovou terapii specialista.
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Tabulka 2: Nejcastéji pouzivané léky pri terapii HIV infekce

Zkratka | Uginna latka Chemicky ekvivalent Zpusob u¢inku | Mozné NU Zdroj
TDF Tenofovir 9-(2-fosfomethoxypro-pyl) | NRTIla Poskozeni ledvin, zejm. tubuld https://www.drugba
adenin polymerazy (az Fanconiho sy.), to mtize vést | nk.ca/drugs/DB003
k poklesu kostni denzity, 00
laktatova acidoza, jaterni steatoza | AISL-NNB (PL)
FTC Emtricitabin 2’3’-dideoxy-5-fluoro-3 - NRTI Inzulinova rezistence http://www.remedia
thiacytidin (hyperglykemie), dyslipidemie, | .cz/Clanky/Aktualit
leukocytopenie, posk. Jater, y/Emtricitabin-
slinivky, anemie, edém rtd, tenofovir-fixni-
jazyka, laktatova acidoza kombinace/6-E-
iS.magarticle.aspx
AISLP-NNB
(PL)
http://www.aidsmap
.com/resources/treat
mentsdirectory/drug
s/Emtricitabine-
FTC-
iEmtrivai/page/173
1063/
3TC Lamivudin 2",3’-dideoxy-3"-thiacytidin | NRTI Zanétlivé poskozeni jater, https://pubchem.ncb
postizeni GIT (priijem, zvraceni, | i.nlm.nih.gov/comp
bolesti biicha), infekce DS, otoky ' ound/lamivudine#se
obliceje, svalové kieCe, kozni ction=Related-
projevy Records
AISLP-NNB
(PL)
EFV Efavirenz 6-chlor-4-cyklopropyl ethyn | NNRTI Kozni projevy, hyper-TAG, WC500121447[1].p

yl-4-trifluoromethyl-1,4-dih

ydro-3,1-benzoxazin-2-on
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psychické poruchy (deprese,
uzkost, nespavost, bludy, sklony
k sebevrazdam!), bolesti hlavy,
zavraté, potize GIT (prijem,
zvraceni, bolest bficha),

poskozeni jater a ZluCovych cest

df
AISLP-NNB(PL)
https://pubchem.ncb

i.nlm.nih.gov/comp
ound/efavirenz#sect

ion=Names-and-

Identifiers



https://www.drugbank.ca/drugs/DB00300
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00300
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00300
https://www.drugbank.ca/drugs/DB00300
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.remedia.cz/Clanky/Aktuality/Emtricitabin-tenofovir-fixni-kombinace/6-E-iS.magarticle.aspx
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
http://www.aidsmap.com/resources/treatmentsdirectory/drugs/Emtricitabine-FTC-iEmtrivai/page/1731063/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/lamivudine#section=Related-Records
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/efavirenz#section=Names-and-Identifiers

6. Strucna fyziologie imunitniho systému

Imunitni systém spolu s endokrinnim a nervovym systémem se podili
na homeostaze (Bartaiikova et al., 2011). Funkci imunitniho systému vykonavaji jednak
humoralni faktory, kterymi jsou specifické proteiny: slozky krevniho séra a tkanového
moku. Do humoralni imunity patii protilatky, komplement a fada dalSich proteinti
Vv séru a do bunécné slozky patii krevni a dalsi buniky jako jsou makrofagy, lymfocyty,
NK bunky. Produktem téchto buné¢k jsou cytokiny. Na zéklad¢ reakce imunitniho
systému na antigen délime imunitni odpovéd’ na specifickou a nespecifickou. VSechny
tyto slozky spolu izce spolupracuji a vzajemné se ovliviuji.

Nespecificka imunita: komplementovy systém, fagocytujici buitky a NK buiiky.
Nespecifickd imunita reaguje na pfitomnost antigenu rychle. Bunééné slozky
nespecifické imunity nemaji receptory pro antigeny. Maji receptory pro molekuly, které
umozni vazbu s antigenem.

Specificka imunita: lymfocyty a protilatky. Pii této reakci dochazi k imunologické
paméti. S antigenem reaguje lymfocyt, ktery méa dany receptor pro piislusny antigen

(Barttiikové; Sediva, 2001).

6.1 Primdrni lymfatické organy

V primérnich lymfatickych organech buniky imunitniho systému vznikaji,
diferencuji a dozravaji. V kostni dfeni vznikaji v§echny buiikky imunitniho systému
ze spole¢né kmenové bunky. Tato burika se diferencuje na lymfoidni kmenové bunky
a myeloidni kmenové buiiky. Erytrocyty, trombocyty, granulocyty, Zirné bunky
a monocyty vznikaji z myeloidni linie. Z lymfoidni kmenové buiiky vznikaji
T-lymfocyty dozravajici v thymu a B-lymfocyty, ze kterych se posléze stavaji
plazmatické bunky produkujici protilatky.

6.2 Sekundarni lymfatické organy
V sekundérnich lymfatickych organech a tkani probihd imunitni reakce, dozravani

T a B-lymfocytl. Mezi tyto organy a tkan¢ patii slezina, lymfatické uzliny a MALT.
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Vzniklé lymfocyty opoustéji sekundarni lymfatické orgdny lymfatickymi cévami a

dostavaji se cirkulaci do tkani (Barttinkova et al., 2011).

6.3 Bunécné slozky imunity
V buné¢né imunité se uplatituji makrofagy, T-lymfocyty a NK buriky, granulocyty
(Barttiiikova; Sediva, 2001). Produkuji rozpustné mediatory — cytokiny. Bunééna
imunita se uplatituje pfi obran¢ organismu proti bakteridlnim, plisnovym a virovym

infekcim.

Nespecificka bunééna imunita: fagocytujici buniky (eozinofilni, neutrofilni

granulocyty, makrofagy) maji schopnost fagocytézy. Na membran€ maji adhezivni
molekuly diky nimZ pfilnou k endotelu cévni stény. Receptory, které rozpoznaji
cizorodou ¢astici, se vazi bud’ ptimo, nebo nepiimo. Pfimo se receptory vazi na
struktury mikroorganismi a neptimo se vazi prostiednictvim protilatek ¢i komplementu.
Pohlceny mikroorganizmus je lyzovan fadou enzymi. Tyto enzymy pfeménuji kyslik na
metabolity s baktericidnimi u¢inky. Specifické slozky imunity jsou aktivovany riznymi
cytokiny na zaklad¢ nespecifické slozky imunity, které zprostiedkovavaji i celkovou
reakci organismu. Napft. IL-1 a 6 a TNF-a, zvySeni teploty a produkce proteinti akutni
faze. Th-lymfocyty, které jsou aktivovany cytokiny, predev§im IL-12, produkuji INF vy a
tim dojde k aktivaci makrofagi, které jsou schopny nicit pohlcené mikroby (Bartiifikova
etal., 2011).

: NK bunky patii mezi buiiky schopné identifikovat
a usmrcovat cilové buiiky. Jedna se o velké granularni lymfocyty, které nesou na své
povrchu znaky CD56, CD16. Znak CD16 je receptorem pro Fc fragment
imunoglobulint. Rozeznavaji buniky, které nenesou HLA molekuly a nici je. NK bunky

produkuji INFy a maji regulaéni a efektorovou funkei (Bartiiikova; Sediva, 2001).

: Zirné buiiky a bazofilni leukocyty jsou pro né typicka

granula s obsahem histaminu, serotoninu, kininu. Na svém povrchu maji navazané

.....

napt. buiiky gangliové, dendrické bunky apod., které nepatii pfimo do slozek

imunitniho systému. Erytrocyty se podili na vychytavani komplexu Ag-Ab
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(Bartunikova; Paulik, 2011).

Specificka bunééna imunita: do specifické imunity patii Th, Tc-lymfocyty.

Rozlisujeme nékolik typt lymfocytti podle funkce. RozliSuji se pomoci adhezivnich
signalnich molekul na membranach. VSechny T-lymfocyty nesou spolecné znaky CD2
a CD3. Receptor CD3 je soucasti receptoru TCR. TCR je receptor, ktery se vaze na Ag
nabidnuty bunikou piedkladajici antigen spolu s molekulami HLA. Th lymfocyty nesou
na svém povrchu znak CD4, maji funkci tzv. pomahact. Lymfocyty CD4+ rozpoznavaji
Ag ptedlozeny antigenem piedkladajici bunikou spolu s HLA II. tfidy. Podle produkce
cytokinti se Th lymfocyty dé€li na podtypy oznacované Thl, Th2, Th3, Th17 a Treg. Thl
lymfocyty produkuji pfevazné IL-2, INFy a jsou typické pro bunéénou imunitu. Th2
lymfocyty produkuji pievazné 1L-4,5,6,10 a jsou typické pro humoralni imunitu.Th3

a Treg produkuji hlavné IL-10 a TGF-B a Th17 maji regulacni funkci a produkuji IL-17.
Tc lymfocyty nesou na svém povrchu znak CD8, maji funkci cytotoxickou

a supresorovou. Lymfocyty CD8+ rozeznavaji Ag predlozeny antigenem piredkladajici
buiikou spolu s HLA L. tfidy. Pamétové lymfocyty jsou butiky, které zlistavaji

V organismu po prvnim setkani s Ag. Pti opétovném setkéani nastupuje rychlejsi

a ucinngjsi imunitni odpoveéd’. Pamétové lymfocyty T nesou na povrchu znak CD45RO

a lymfocyty B maji znaky CD19 a CD62L (Bartinkova; Pavlik, 2011; Jilek, 2014).

6.4 Humordlni sloZky imunity
Humoralni imunita je zajiStovéana sloZkami plazmy: zejména protilatkami
a komplementem. Kromé toho se v séru nachazi celé fada bilkovin ucastnicich se pfi
akutni fazi zan¢tu. CRP, MBL, fibronektin a dal$i. Humoralni imunita se uplatiiuje

Vv obrané¢ organismu pied extracelularnimi patogeny.

Nespecifickda humoralni imunita: Komplementovy systém je systém

plazmatickych bilkovin, které jsou produkovany hepatocyty. Celkem se komplement
sklada z deviti slozek znacenych C1-C9 a dalSich regulacnich proteint. V séru jsou
pritomny v neaktivni form¢. K aktivaci komplementu dochazi riiznymi zptsoby.

K aktivaci klasické cesty dochéazi vazbou C1 slozky na komplex Ag-Ab. Dalsi cesta
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je tzv. cesta alternativni. Tato cesta je vyvolana reakci C3 napf. s enzymem, ktery
je uvolnén pii poSkozeni tkané. Posledni cesta je cesta lektinova. Pfi lektinové cesté

dochazi k aktivaci C1 pomoci sérového lektinu, ktery vaze manozu.

Proteiny akutni faze jsou syntetizovany jatry. Induktorem syntézy téchto proteinti
jsou cytokiny, zejména IL-6. Hlavnim proteinem akutni faze je CRP, tento protein
reaguje na pritomnost zanétu béhem nékolika hodin a jeho hodnoty v séru se zvysi az
stonasobné v ptipadé¢ bakterialni infekce. Slozky komplementu C3, C4, orosomukoid,
a-2-makroglobulin, a-1-antitrypsin a ceruloplazmin jsou dalSimi proteiny akutni faze

s riiznymi regulaénimi funkcemi (Bartiiikova; Sediva, 2001; Barttikova; Pavlik 2011).

Specifickd humoralni imunita: Protilatky jsou globularni glykoproteiny zvané
imunoglobuliny a jsou tvofeny plazmatickymi buitkami, které jsou kone¢nym stadiem
vyvoje B-lymfocytii. Lymfocyty B maji na svém povrchu antigenné specifické
receptory, které jsou tvoreny ¢asti imunoglobulinové molekuly a spolu s dal$imi
transmembranovymi strukturami tvoii komplex BCR. Po stietu s antigenem
prezentovanym na APC je, B-lymfocyt je aktivovan, pfitom se zméni na plazmatickou
bunku a zacne tvofit protilatky. B-lymfocyty maji na svém povrchu znaky CD19, CD20.
Imunoglobuliny produkované plazmatickymi butikami maji strukturu uspotadanou do
tvaru Y, tvofenou dvéma t€zkymi fetézci H a dvéma lehkymi fetézci L, spojenymi
disulfidickymi mustky mezi dvéma aminokyselinami. Lehké fetézce jsou kratsi
a shodné. Ig se rozd¢€luji do 5 izotyptl IgG, IgM, IgE, IgA, IgD podle Fc fragmentu.
Protilatky rozeznéavaji antigeny velkou rozliSovaci schopnosti. Kazda molekula mé na
vazebnych mistech pro antigen rizné poradi AMK, tim se li$i struktura a také avidita
neboli schopnost vazat rozdilné antigeny. Jeden bunéény klon plazmatickych bun¢k
produkuje protilatky jednoho izotypu a jedné specifity zvané monoklonalni

(Bartiifikova; Sediva, 2001; Jilek, 2004).

7. Laboratorni diagnostika pro vySetfeni bunééné imunity

Pro vySetfeni bunécné imunity je diilezité dodrzeni spravného odbéru a rychlého
transportu krve za piedepsanych podminek do laboratofe. Odbér se provadi

do zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem K2EDTA ¢i KsEDTA. Stanoveni riiznych
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subpopulaci lymfocytt se v dnesni dobé provadi vyhradné pritokovou cytometrii.
Zjistuji se povrchové znaky lymfocytt, granulocyt ¢i jinych bunéénych typt. Vedle
krve je mozné vysetiit i jiné biologické tekutiny jako napi. mozkomisni mok, BAL,

a jiné. K diagnostice primarnich a sekundarnich imunodeficiti se u HIV vySettuje
hlavné pocet CD4+ lymfocytil, hodnoty ndm ur¢i tizi imunodeficitu a moznost nasazeni
antiretrovirové 1éCby a po ¢ase uspésnost 1écby a miru progrese onemocnéni

(Bartiinkova; Sediva, 2001; Barttitikova; Pavlik, 201 1).

7.1 Prutokova cytometrie

Podstatou metody je analyza bunck popt. jinych ¢astic v suspenzi. VySetfovana
suspenze je znacena nejcasteji monoklondlni protilatkou s fluorochromem.
Tyto monoklonalni protilatky s fluorescencni molekulou se vazi specificky na antigen
na povrchu ¢i uvnitt analyzovanych bunék. Suspenze s takto ozna¢enymi bunkami
je vloZena do prutokového cytometru a vstiikovana pietlakem pies maly otvor.
Tim se vytvoti souvisly tenky proud suspenze. V tomto proudu putuji buiiky jednotlivé
za sebou a jsou protinany laserovym paprskem. Paprsek se odrazi od jakékoliv Castice
Vv suspenzi do stran a rozptyli se. Je-1i na ¢astici navdzana fluorescenéni molekula,
dochazi k vyzareni excitovaného svétla. Diky riznym monoklonalnim protildtkam
a riznym druhim fluorochromi 1ze stanovit soucasné pfitomnost vice antigend v kazdé
bunce. Detektory zaznamenavaji dva optické parametry Side scatter a Forward scatter
(detekuji velikost a granularitu bun€k) a minimalné€ dvé hodnoty vyjadiujici
fluorescenci na riznych vinovych délkach. Vysledkem je mira exprese jednotlivych
sledovanych znaki v suspenzi. V§echny parametry se zapisuji ve formé matice do
pocitace. Pomoci histogramu se zjiSt'uje procento pozitivnich bun¢k pro dany parametr,
popf. intenzita fluorescence urcité subpopulace. Obvyklym vystupem jsou
dvojrozmérné grafy dot pot, kde kazda bunka je znazornéna teckou. V piipadg, ze
analyzujeme vice bunék, je vhodné pouzit zobrazovaci metodu, ktera nam snadno
rozezna vEtsi hustotu. Pro kvantitativni stanoveni se vyjadiuji procenta pozitivnich

bunék z urcitého gatu (Bartinkova, 2011; Bartunkova; Pavlik, 2011).
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8. Stanoveni HIV Architect i2000 imunochemicky modul

Pro analyzu a stanoveni HIV se pouziva metoda CMIA na mikroc¢asticich na
automatickém analyzatoru. Jedna se o detek¢ni metodu, kterd méti a kvantifikuje
koncentrace analytu, pfitomnost antigent a protilatek. Stanovovany vzorek je
napipetovan do kyvety, do které jsou pridany paramagnetické mikrocastice S navazanou
primarni protilatkou. Po pfidani probihd inkubace a promichavani reak¢éni smési.
Vytvoii se imunokomplex, ktery je pomoci magnetu piitazeny ke stén¢ kyvety a dalsim
promytim se odstrani ostatni nenavazané slozky séra. Poté je ptidana sekundarni
protilatka (konjugat) znaceny chemiluminiscencnim akridinem, ktery se navaze béhem
dalsi inkubace na vytvofeny imunokomplex, dojde k dalsimu promyti reakéni smési.
Pre-Trigger (H202) a opticky systém provede ¢teni pozadi, pfidanim Triggeru (NaOH)
dojde k oxida¢ni reakci. Vznika N-methylakridon, ktery pfi navratu do zdkladniho
energetického stavu vyzafi energii ve forme zareni

(SOP technicky, 2016).

8.1.1 Nezbytné slouceniny pro zpracovani metody CMIA

Paramagnetické Castice, které jsou obaleny antigenem, protilatkou ¢i virovymi
Casticemi, dle méteného analytu. Akridinovy konjugat, Pre-trigger, slouzi k odstépeni
akridinového barviva, vytvaii kyselé prostfedi a zabraiiuje pfedcasné emisi svétla,

Trigger.

8.1.2 HIV Ag/Ab Combo

U této metody se zjiStuje kvalitativné pfitomnost antigenu HIV p24 a protilatky
proti HIV-1 nebo HIV-2 v séru ¢i plazmé. NerozliSuje se mezi detekci antigenu HIV
p24 a reaktivitou anti-HIV-1, anti-HIV-2. Pro sérodetekei je klicovym virovy
transmembranovy protein (TMP). Protilatky proti TMP se objevuji mezi prvnimi
protilatkami u infikovanych jedincti HIV. antiTMP zstavaji relativné silné po celou
dobu onemocnéni, jak v asymptomatickém, tak i v symptomatickém stadiu infekce.
Metoda Combo pouziva reagencie s obsahem protilatek anti-HIV p24, diky kterym

je detekovan antigen HIV p24 jesté pied serokonverzi.
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Princip metody

Metoda je dvoukrokova imunoanalyza ke stanoveni pfitomnosti anti-HIV-1
(typy M, O), anti-HIV-2 a antigen HIV p24 vyuzivajici CMIA. Mnozstvi antigenu HIV
a protilatek anti-HIV je pfimo umérné jednotkam RLU (Relative Light Units)
detekovanym optickym systémem. Pfitomnost ¢i neptitomnost antigenu HIV p24
¢i anti-HIV-1, anti-HIV-2 se ur¢uje na zaklad¢ hodnot chemiluminiscen¢niho signalu

v reakci s hodnotou cut-off. Tato hodnota je vypoctena na zakladé¢ kalibrace.

Omezeni metody

Tepelné inaktivované vzorky, silnd hemolyza, zjevna mikrobidlni kontaminace,
nedostate¢n¢ koagulovana séra, fibrinova vlakna, erytrocyty a jiné castice, heterofilni

protilatky v séru.

8.1.3 Vyhodnoceni testi
Cut-off (CO) = primérna hodnota kalibratoru 1 (RLU) * 0,40
S/CO = hodnota vzorku RLU / hodnota cut-off (RLU)
Vzorky s hodnotami S/CO <1 jsou povazovany za nereaktivni
S/CO > 1 jsou povazovany za reaktivni

V piipadé reaktivity je titeba opakovat vySetieni. Pfed dalSim métenim je zapotiebi
provést znovu odstiedéni vzorku 10 min. pti 10000g. Opakovan¢ zjisténa reaktivita
je tieba potvrdit jinou dopliujici metodou. Jsou-li vysledky jednoho ¢i druhého retestu
reaktivni pfedpoklada se pfitomnost antigenu ¢i protilatky a vysledek je potieba zaslat
ke konfirmaénimu vysetieni do SZU NRL pro AIDS a do vysledku se vlozi ptikaz
uvolnéni: zaslan ke konfirma¢nimu vySetteni. Jsou-li oba retesty nereaktivni je vydan

vysledek jako negativni.

Vzorky ke konfirma¢nimu vySetfeni se musi separovat a odpipetovat do alikvotni
zkumavky opatiené $titkem s ID pacienta a spolu s originalnim formulafem
pro konfirmaéni vysetieni je odeslana do SZU (P¥ibalova informace, May 2014; SOP
HIV, 2015).
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V obdobi od 1. ledna 2015 do 1. ledna 2017 bylo celkem na oddéleni klinické
biochemie v NNB vysetieno 5022 vzorki ke kvalitativnimu stanoveni piitomnosti
antigenu HIV p24, anti-HIV-1 nebo anti-HIV-2. Z celkového mnozstvi vySetiovanych
vzorki byla u 74 z nich zjisténa reaktivita a odeslana ke konfirmac¢nimu vySetfeni
do SZU NRL pro AIDS. U celkem 4943 byla reaktivita negativni a u 5 zbyvajicich

nebylo vySetieni provedeno z riaznych davodi nedodrzeni podminek preanalytické faze.

Konfirmaéni vySetfeni patii mezi citlivé metody pro ovéreni reaktivnich vysledku
ziskanych ze screeningového vysetieni v laboratotich v CR vé&etnd transfuznich sluZeb.
(SZU NRL pro AIDS)

Konfirmace HIV v NRL:

1. pouziji se dva bézné testy odlisné od testu provedeného pii screeningu. V ptipadé,
7e oba budou negativni = NEGATIVNI

2. vykazuji-1i pozitivitu, pouziji se dalsi testy, individualni postup dle vysledku
predchozich testd.

a) detekce virové RNA metodou PCR (pouziva se pii podezieni na akutni infekci)

b) Western blott pro detekci proteinu p24 nebo protilatek. Pokud je p24-Ag pozitivni,

pak se provadi neutralizacni test.

Obrazek 2: Western blot: postup provedeni testu
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Zdroj: http://labguide.cz/metody/western-blot/

30



¢) Imunochromatografie rozlisuje protilatky anti-HIV-1 nebo anti-HIV-2

3. pokud je vysledek nejasny, miize byt zptisobeno nespecifickou reakci nebo velmi
kratkou dobou po vniknuti agens do organismu. V téchto ptipadech je vyzadan
opakovany odbér, obvykle za 1 — 4 tydny.

4.u darci krve nebo ze zékona vyzadaném testu se pouziva vzdy western blott.
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Prakticka c¢ast

9. Laboratorni diagnostika biochemickych markeri z krve HIV

pozitivnich pacientiiLaboratorni vySetieni

Pro spravnou laboratorni préci je velmi diilezité dodrzeni preanalytickych,

analytickych a postanalytickych podminek. V preanalytické Casti je dulezita ptiprava

pacienta, samotny odbér, uchovavani a transport vzorkti za predepsanych podminek.

Typ odbérového systému je zavisly na druhu pozadovaného vySetfeni. Analyticka faze

je provadéna laboratofi v souladu s postupy spravné laboratorni prace a eliminovani

chyb diky zavedené interni a externi kontrole kvality. Komunikace a spoluprace

laboratote s indikujicim 1ékafem, interpretace vysledki s referenénimi hodnotami a jiné

interdisciplinarni spoluprace jsou ¢asti postanalytickou (Zima, 2002).

Postup odbéru a transport u nasledujicich vybranych biochemickych markert, které

jsou vysetfovany v ramci monitorovani stavu pacientll béhem jejich terapie, zejména

monitorovani dopadu nezadoucich G¢inka antiretrovirotik.

Sérum Plazma NaF+EDTA M
Glykemie [rmial] Laktat [mmoll] abs. p.
Bilirubin Total — [pmold] Lymfocyty %
AST [pkat!1] T4yCD3
ALT [Hkat] T4yCD3 %
ALP [pkat1] CO3CD4
GGT [Hkat] COICD4 %
Cholesteral [rmmald] CcDa'cha
HOLC [mmalf1] COFCDE %
LOH [pkat!1] CO1B5E
TAG [mmalf1] Moé COIBCDAE %
Urea [mmold] chemicky LyCD19
Kreatinin [pmalf1] morfologicky LyCD19 %

Cl [mmald]
Ma [mmalA]
K [rmmald]
Amylaza [pkatA]
CRF [ma/1]
MORD [mlfs]

Tabulka 3: Bézné vySetrované
metodv na OKBI v NNB

Z celkového panelu vysetfovanych analytii bylo vybrano 5 markert pro blizsi

seznameni a rozbor: laktat, celkovy cholesterol, triacylglyceroly, HDL cholesterol

a LDL cholesterol.
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Veskera stanoveni biochemickych markerti se provadi na plné automatizovanych

analyzatorech.

9.1.1 PIné automaticky analyzator Architect

Vyrobcem analyzatoru je Abbott Laboratories, Diagnostics division. Analyzator
je slozeny z né€kolika jednotek tvoticich jeden systém. Primarni soucasti sytému

je biochemicky a imunologicky modul, podava¢ vzorki a fidici jednotka systému.
9.1.1.1  Biochemicky modul

Me¢fteni biochemickych markert probihé dnes jiz na pln€ automatizovanych
analyzatorech, které nam umoznuji simultalné vysettit fadu analyti véetné stanoveni
iontli pomoci iontove selektivni elektrody (ISE). Principem méfeni je fotometrie
a k méfeni iontd (Na, Cl, K) systém vyuziva ISE z pevné faze integrovanou do jednoho
kompaktniho modulu (ICT modul). Vysledky absorbance a potencidlu
jsou vyhodnoceny z kalibra¢nich kiivek a ptevedeny na jednotky. Vyhodnocena

a prevedena data jsou odesilana do laboratorniho informac¢niho systému (LIS).
9.1.1.2  Imunochemicky modul

PIn¢ automaticky analyzator k imunochemickym analyzam nadorovych markerd,
hormont, hepatitid, protilatek HIV a n€kterych dalSich analytd. Pro stanovovani
vyuziva chemiluminiscencni metody na mikrocasticich (CMIA). Vysledky
jsou vyhodnoceny z kalibra¢ni kiivky a pfevedeny na pozadované jednotky.

Vyhodnocena a ptevedend data jsou odeslana do LIS.
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KALIBRACE

Pro kalibraci a provedeni aktivni kalibra¢ni kiivky se pouzivaji kalibra¢ni sety
piimo od vyrobce. Kalibrace se provadi vzdy pfi nainstalovani nového systému metod,
v pravidelnych intervalech, pfed pouzitim nové Sarze reagencie, pii opakované
neuspésné kontrole kvality, po vyznamném servisnim zésahu ¢i po vyméné komponenty

pristroje, které mohou mit vliv na kvalitu vySetfeni.

INTERNI KONTROLA KVALITY (QC)

Interni kontrola kvality se provadi pravidelné vzdy pfed zah4jenim ranniho
provozu, mimo to se provadi vzdy po kalibraci, pii podezieni na chybné vysledky,
vyrazném servisnim zasahu, vyméné dulezité komponenty. V piipadée netispésné QC
(CNTL 1-2s; CNTL 1-3s) musi byt opakovana, v pfipadé opakovaného netspéchu
se postupuje dle pracovniho postupu (SOP technicky, 2015).

9.2 PoZadavky na odbér jednotlivych biochemickych markerii a vySetieni HIV

Laktat: pozadovany vzorek je plazma, odebrand do odbérového systému
bez gelového separatoru s protisrazlivym ¢inidlem fluoridem sodnym a oxalatem (Sedy
uzavér — BD Vacutainer) a fluoridem sodnym (zluty uzavér — Sarstedt). Pii odbéru
se nepouziva komprese manzetou, vzorek musi byt transportovdn na ledu a co nejdtive
do laboratote ke zpracovani. Plazmu je nutné oddélit do 15 min. po odbéru.

Cholesterol, TAG, HDL, LDL: odbér se provadi do zkumavek bez Gprav

anebo také mtize byt pouzit odbér plazmy do heparinu. Odbér se provadi pacientim,
kteti jsou na lacno, lacnéni pfed odbérem by mé&lo byt alespon 12 hodin a komprese
manzetou co nejkratsi dobu.

HIV: VySetieni HIV lze provadét pouze se souhlasem fyzické osoby. Test na HIV
se musi provadét pravideln€ u darct krve, organti, spermatu, matefského mléka, tkani.
Bez souhlasu fyzické osoby se vySetieni provadi dle zdkona €. 258/2000 Sb., o ochrané
vetejného zdravi a o0 zméné nékterych souvisejicich zakond § 71, u t€éhotnych zen,

u obvinénych osob z ohroZovani a Sifeni pohlavni nemoci, U osoby, ktera je nucené
1éCena z pohlavni nemoci a u osob s poruchou védomi, pro které je vySetteni HIV
dulezité z hlediska diagnostiky. Odbér 1ze provadét do zkumavek bez uprav, do plazmy

draselné soli EDTA, sodné soli heparinu, Li-Heparinu, citratu sodného, stavelanu
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draselného, separa¢ni zkumavky na plazmu. Transport musi byt v souladu s danymi

predpisy pro prepravu vzorkl a infek¢nich latek.
10.Biochemicky analyzator Architect ci8200

10. Fotometricka metoda

Principem fotometrie je méfeni mnozstvi elektromagnetického zateni o presné
definované vinové délce v oblasti UV-VIS, které je vzorkem absorbovano. Fotometrie
zahrnuje priichod svételného toku vzorkem a nasledné meéteni intenzity svétla
dopadajiciho na detektor. Energie zachyceného svétla se preméituje na energii
elektrickou. Mira absorbance roztoku a koncentrace analytu je ddna Lamber-Beerovym
zakonem. M¢éfeni je provadéno ve chvili, kdy je reaktant spotfebovan a reakce
se nachazi v ustaleném stavu (metoda s méfenim v koncovém bod¢) anebo v piipadé,
ze dojde k ustaleni zmény koncentrace reaktantu nebo produktu, je méfena konstantni

zmeéna absorbance za urcity ¢asovy interval (kinetickd metoda).

10.1 Optické méieni

M¢éteni zmén absorbance v pribéhu reakce se vyuziva wolfram-halogenové lampy
vyzaiujici svétlo, které prochazi kyvetou po zaostfeni konvexni ¢o¢kou. Po zaostieni
svétla druhou konvexni cockou dopada na zrcadlo a odrédZi se na difrakéni mfizku. Tato
miizka rozklada paprsek na 16 vinovych délek a odrazi svételné spektrum
na fotodiodové pole, které méti intenzitu svétla pti riznych vinovych délkach. Signal
z fotodiodového pole je zesilen soustavou fotondsobicu a poté piepocitan na hodnoty
transmitance. Ridici jednotka systému obdrzi pro kazdou kyvetu hodnoty transmitance,
ur¢i méfeni nutnd pro vypocet jednotlivych metod a poté prevadi transmitanci
na hodnoty absorbance. Hodnoty absorbance jsou na zdklad¢ aktualni kalibra¢ni kiivky

prevedeny na hodnoty koncentraci jednotlivych analytii (SOP technicky, 2015).
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10.2 Biochemické markery

10.2.1 Laktat

Obrazek 3: chemicky vzorec laktatu

HO ,0-
HyC—C _c“‘o
H

Zdroj: SOP/SOP pro laboratorni vy3etieni
Laktat je konjugovana baze kyseliny mlé¢né pii neutralnim pH. Kone¢nym
produktem anaerobni glykolyzy je laktat. Aby mohla anaerobni glykolyza probihat
je zapotiebi regenerovat vznikajici NADH redukci pyruvatu na laktat, tato reakce

je katalyzovana enzymem laktatdehydrogenazy (SOP laktat, 2015).

Hodnoty laktatu patii mezi pravidelné stanovované parametry.

Pti zvySené hladiné dochazi k laktatové aciddze, ktera se déli na dva typy:

e typ A zpusobeny insuficienci na urovni mitochondrii. Typ A je spojeny
s tkanlovou hypoxii.

e typ B bez pfitomnosti tkanové hypoxie, vyvolana podanim latek, jez ovliviuji
intermediarni metabolismus. U subtypu B3 je laktatova acidoza vyvolana
vrozenymi poruchami (Zima, 2007; Kazda, 2012).

Laktat vznikly glykolyzou je transportovan krvi do jater, kde je glukoneogenezi
syntetizovan na glukozu. Ta je zpét transportovana krvi do tkani, které nemohou
vyuzivat dychaci fetézec. Laktat je aerobné odbouravan z ¢asti v jatrech a tim je ziskdna
energie ve formé ATP. V krvi se nachazi za normalnich podminek jen malé mnoZzstvi
laktatu. (Ptibalovy letdk, leden 2016).

Referen¢ni rozmezi

0,6 — 2,4mmol/I
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Omezeni metody

Hemolytické vzorky, zvysSend hladina bilirubinu, zvySena hladina
N-acetyl-L-cysteinu a vzorky obsahujici kyselinu glykolovou.

Princip metody stanoveni laktatu

Laktat je enzymem laktatoxidazou (LOD) oxidovan na pyruvat a peroxid vodiku.
Peroxidaza (POD) katalyzuje reakci mezi peroxidem vodiku a prekurzorem
chromogenu za vzniku barevné latky. Nartst absorbance pii vinové délce 572nm

je umérny koncentraci laktatu ve vzorku (Piibalovy letak, leden 2016).

Laktat + 02 ——» Pyruvat + H20»

POD

H20- + prekurzor chromogenu — chromogen + 2 H>0O

10.2.2 Lipidy

Jedna se o heterogenni latky nerozpustné nebo pouze ¢astecné rozpustné ve vode.
Maji strukturni a ochranou funkci. Z hlediska klinické biochemie se lipidy mohou délit
na jednoduché (cholesterol a jeho estery, TAG a MK) a sloZené (fosfolipidy,
glykolipidy). A podle fyzikalné-chemickych vlastnosti se mohou plazmatické lipidy
délit na polarni (fosfolipidy) a nepolarni (cholesterylestery, TAG) tvofici jadro
lipoproteinovych ¢astic (Zima, 2007). Hodnoty lipidii patiéi mezi rutinné vysetiované

metody.
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10.2.3 Cholesterol

Obrdazek 4. chemicky vzorec celkového cholesterolu

HO

Zdroj: SOP/SOP pro laboratorni vySetieni

Sumarni vzorec: C27H460

Cholesterol patti mezi steroly, v lidském organizmu se vyskytuje bud’ ve volné,
nebo esterifikované formé¢. Je syntetizovan po celém téle a je nezbytnou slozkou
bunécnych membran a lipoproteinil. Je prekurzorem pro syntézu steroidnich hormont
a zluCovych kyselin. Tvofi se pfevazné v jatrech a stfevni stén¢. Pro jeho velmi malou
rozpustnost ve vode¢ je transportovan v plazmé jako komplex s apolipoproteiny.
Rozlisuji se lipoproteiny s vysokou, nizkou a velmi nizkou hustotou. HDL (High
Density Lipoprotein) transportuje piebyte¢ny cholesterol do jater. LDL (Low Density
Lipoprotein) transportuje cholesterol do bun¢k. VLDL (Very Low Density Lipoprotein).
LDL cholesterol je pocitand metoda, kterd se vypocita dle Friedewalda = Cholesterol
celkovy — Triacylglycerol 0,37 — HDL cholesterol. Pro vypocet LDL cholesterolu musi
byt hodnota TAG pod 4,5mmol/l. V ptipad€ hodnoty TAG nad 4,5 mmol/l se provadi
piimé méfeni LDL (Thomas, 1998; Sedlacek, 2006; Trojan, 2006).

Referenéni hodnoty

2,9 —5,0mmol/Il

Omezeni metody

Hemolytické vzorky, siln¢ chylozni vzorky.

Princip metody stanoveni celkového cholesterolu

Esterifikovany cholesterol je hydrolyzovan pomoci enzymu cholesterolesterazy.

Volny cholesterol se oxiduje cholesteroloxidazou na 4-cholesten-3-on a soucasné
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dochazi k produkci H20,. Peroxid vodiku nasledné reaguje s 4-aminoantipyrinem
a kyselinou hydroxybenzoovou za pfitomnosti peroxidazy za vzniku chinoniminového

barviva. Nartst absorbance pii vinové délce 500nm.

Cholesterolesteraza

estery cholestrolu + H.O—— cholestrol + MK

Cholesteroloxiddza

cholesterol + O, » 4-cholesten-3-on + H>O»

Peroxidaza

2 H20: + kys. hydroxybenzoova + 4-aminoantipyrin—————chinonimin + 4 H,O
(SOP cholesterol, 2016)

10.2.4 HDL cholesterol

Vznika v jatrech a v tenkém stfevé. Jsou tvoreny fosfolipidovou dvojvrstvou
a apolipoproteiny. Hlavni funkci HDL je vychytavani cholesterolu z perifernich tkani

a transport do jater tzv. reverzni transport cholesterolu.

Referenéni hodnoty

Muzi od 15 let: 1,0 — 2,2mmol/I
Zeny od 15 let: 1,2 — 2,7mmol/I

Omezeni metody

Koncentrace TAG nad 10 g/1, vzorek je tieba natedit fyziologickym roztokem

a méteni zopakovat.

Princip metody stanoveni HDL cholesterolu

Metoda je pfipravend k pfimému stanoveni HDL cholesterolu v séru ¢i plazmé.
Princip metody je zaloZen na urychleni reakce cholesteroloxidazy s non-HDL
neesterifikovanym cholesterolem a na selektivnim rozpusténi HDL cholesterolu

za pouziti specifického detergentu.
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10.2.5 Triacylglyceroly

Jedna se estery vyssich mastnych kyselin a glycerolu. Tfemi nejhlavnéj$imi
mastnymi kyselinami jsou kyselina stearova, palmitova a nenasycena kyselina olejova.
Triacylglyceroly patii mezi nejvyznamnéjsi formu uchovavani energie v organismu.

V krvi jsou vazany vyhradné na lipoproteiny. Pti spalovani se §tépi az na CO2 a vodu
a poskytuji az dvojnasobné vyssi mnozstvi energie nez glukoza a bilkoviny. ZvySena
koncentrace se povazuje za rizikovy faktor ateroskler6zy, nachazi se i u lidi

s kardiovaskularnimi chorobami, u nefrotického syndromu, u diabetes mellitus,

u jaternich onemocnéni, u pankreatitidy. Stanoveni koncentrace triacyglycerolti

je dulezité pro diagnézu a 1é¢eni hyperlipidémie, pro klasifikaci riznych genetickych

a lipoproteinovych poruch.

Referenéni hodnoty

0,45 —1,70mmol/Il

Omezeni metody

Silna iktericita, nepouZivat odberovy systém se zatkami potazenymi glycerolem.

Princip metody stanoveni triacylglycerold

Prvni faze dochazi k hydrolyze katalytickym plisobenim lipaz za vzniku mastnych
kyselin a glycerolu. Uvolnény glycerol je plisobenim enzymu glycerolkinazy a Mg?*
iontl fosforylovan ATP za vzniku glycerol-3-fosfatu a ADP. Glycerol-3-fosfat je dale
oxidovan kyslikem na dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku. Vznikly peroxid vodiku
reaguje s 4-aminoantipyrinem (4-AAP) a 4-chlorfenolem (4-CP) za katalyzy

peroxiddzou za vzniku Cerveného barviva (SOP TAG, 2016).

Lipoproteinové lipazy

TAG + 3H20 Glycerol + 3 MK

Glycerol + ATp—2eerekiiz Ve” - Gycerol-3-fosfat + ADP

Glycerolfosfatoxidaza

Glycerol-3-fosfat + O3 » dihydroxyacetonfosfat + H.O>

Peroxidaza

H>0, + 4-AAP + 4-CP » Cervené barvivo + 3 H20 + OH"
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11. Imunofenotipizace jednotlivych subpopulaci T-lymfocyta z krve
HIV pozitivnich pacientti na pristroji BD FACSCanto I1

Princip metody

Pratokovym cytometrem jsou bunky vedeny v fad¢ za sebou pres laserovy paprsek.
Toho se dosahne injektovanim bunék do tlakového proudu nosné kapaliny — disentu,
ktery je smérovan ptes prutokovou kyvetu k analyze. Nosné kapalina BD FACSFlow
je vyrobena pro pozadi s nizkym poctem c¢astic a nizkou fluorescenci k zajisténi
dobrého poméru naméfeného signalu a Sumu béhem procesu analyzy (SOP pro

laboratorni vysetfeni, 2016).

11. PouZivané lasery a detekce fluorescence dle pouZivaného typu laseru

V pfistroji se nachazeji 3 typy lasert pro vinové délky 488nm, 633nm a volitelny

pro 405nm (Pokyny k pouziti, 2006).

Tabulka 4:Typy fluorochromii

Tvpy fluorochromm | Fozsah vinovych delek Laser
FITC 515-545nm
Pe-Cv T30-810nm
PaCP-Cv 670-735nm
PE 364-606nm
APC 650-670nm
APC-Cv7 T50-810nm
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11.1 PoZadované reagencie

1. BD Multitest 6-color TBNK Reagent obsahujici monoklonalni protilatku
znacnou fluorochromy: CD45-PerCP-Cy, CD3-FITC, CD4-PE-Cy,
CD8-APC-Cy7, CD16, 56-PE, CD19-APC

2. BD Cytometer Setup& Tracking Beads: kalibracni kulicky

3. BD FACS Lysing Solution: lyza¢ni roztok k 1yze erytrocytii (pfed pouzitim

se fedi injek¢ni vodou 1:10)

4. BD Multi-Check CD4+ Low control: obsahuje lidské leukocyty a erytrocyty

ve stabilizovaném mediu.

11.2 Kalibrace a kontrola kvality

Po zapnuti pfistroje a BD FACSCanto softwaru se automaticky nastavi napéti
detektort, provede se nastaveni lasert CST-Tracking Beads dle pokyni vyrobce. Natedi
se sedmibarevné kalibra¢ni kuli¢ky (1 kapka + 350ul BD FACS Flow) a vlozi
se pod odsavaci rameno. Po uspésné kalibraci se vlozi kontrolni vzorek BD Multi-
Check CD4 Low control ptipraveny dle postupu zpracovani vzorki. V piipadé uspésné

interni kontroly kvality miize za¢it méfeni vzorki.

11.3 Vlastni zpracovani vzorkii

Krev odebrana do zkumavky s protisrazlivym €inidlem K3sEDTA se po piijmu
a zkontrolovani veskerych tidaji odnese do ptislusné laboratoie. Krve pacientd
se srovnaji spolu s alikvotnimi zkumavkami podle pipetovaciho listu a nechaji se
15 minut michat. Béhem této doby se zanesou idaje o pacientech do softwaru BD
FACSDiva a dopisi se hodnoty lymfocytl a leukocytt dle vySetfeného krevniho obrazu.
Do ptipravenych alikvotnich zkumavek se v laminadrnim boxu napipetuje Sul
monoklonalni protilatky a pfida se 25ul plné Zilni krve pacienta. Obsah se promicha
a necha se inkubovat 15 minut ve tmé. V dal§im kroku se pfida 250ul lyza¢niho roztoku
a nechd se znovu inkubovat 15 minut ve tmé. Po inkubaci se vzorek promicha a zméti
na pritokovém cytometru BD FACS Canto I1. Vysledny gate se zkontroluje,
popft. upravi a vysledky se poslou do LIS.
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Graf 1: Vybrané biochemické markery
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Graf 1, 2: Pacient 1 (*1977)

Pacient 1é¢en od roku 2009, HIV typu A1, do roku 2014 pokles CD4 vede
ke zméné 1é¢by z nukleosidovych inhibitorti reverzni transkriptazy a inhibitord HIV
proteaz na nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy a inhibitor integrazy
(Viread, Entriva, Kaletra a Issentress, Truvada).
Ziejme v dusledku zmény 1€¢by dochdzi ke zméné trendit a nadmérnému nartustu podilu
CD4 az do roku 2017, kde je opét zaznamenan mirny pokles. Casovy priibéh CD3
ve sledovaném obdobi kopiruje prubéh CD4. U pacienta je do poloviny roku 2015
pozorovan vyrazny narust laktémie az k hodnot¢ 4 mmol/l a ndslednému opétovnému
poklesu na fyziologické hodnoty do konce roku 2015. Z dostupnych 1ékatskych

dokumentii nebylo mozné odvodit pfi¢inu, pro¢ tomu taky bylo.

Tabulka 5:Namérené hodnoty

_] Laktat [mmol/l] Chol [mmol/l] TAG [mmol/l] HDL [mmol/l]
27.11. 2013 1,05 5,38 1,18 091
14.01. 2014 1,29 5,45 2,06 0,86
07.10. 2014 2,46 5,36 1,58 0,90
02. 03. 2015 2,97 4,44 0,88 0,74
15.07. 2015 4,03 5,38 1,59 0,86
10.12. 2015 2,33 5,48 1,32 0,89
13. 06. 2016 1,30 470 2,31 0,93
16. 11. 2016 121 4,95 1,05 0,94
13.04. 2017 148 5,08 1,64 0,88

_] CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]

27.11. 2013 24,93 50,44 76,85
14.01. 2014 29,11 50,23 77,06
07. 10. 2014 29,25 43,10 70,83
02.03. 2015 30,99 48,22 74,07
15.07. 2015 30,81 45,90 71,51
10. 12. 2015 29,21 47,95 74,26
13. 06. 2016 26,91 50,66 75,69
16. 11. 2016 27,65 52,00 75,32
13. 04. 2017 31,18 49,59 74,44
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Graf 3: Vybrané biochemické markery
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Graf 3, 4: Pacient 2 (*1966)

Pacient trpici od roku 2014 mnohocetnymi infekcemi (HCV, syfilis) 1écen

ptipravky na bazi nenukleosidovych a nukleosidovych inhibitort reverzni transkriptazy.

(Stocrin, Viread, Entriva) U pacienta byla zpocatku pozorovaného obdobi zjisténa

dyslipidémie. Z grafu je patrny neustaly narist cholesterolu od poloviny roku do druhé
poloviny roku 2014 az doposud, prubézny pokles je patrny i u HDL a TAG. Hodnoty
CD3 a CD8 lymfocytl vykazuji stalé hodnoty, az mirny pokles, v poslednim méteni

doslo k vyraznému nariistu téchto subpopulaci, zatimco CD4 pfti poslednim méfeni

poklesly.

V prvni poloving roku 2016 doslo ke zméné 1€cby pomoci 1é¢iv nenukleosidovych

inhibitoril integrazy coz mize souviset se zménami hodnot subpopulaci T-lymfocta.

Tabulka 6: Namérené hodnoty

! Laktat [mmol/I] Chol [mmol/I] TAG [mmol/l] HDL [mmol/I]
29.04.2014 1,88 5,32 2,08 1,47
17.09. 2014 1,28 6,42 2,00 2,18
16. 02. 2015 1,89 5,73 1,61 1,79
30. 06. 2015 1,86 4,80 1,24 1,78
27.10. 2015 1,26 4,86 1,44 1,42
11. 04. 2016 1,38 4,65 1,37 1,04
06. 12. 2016 0,93 3,76 1,21 0,98

- CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]

29.04. 2014 41,01 25,97 68,61
17.09. 2014 45,01 21,89 68,65
16. 02. 2015 39,68 24,81 65,84
30. 06. 2015 38,57 26,90 66,76
27.10. 2015 36,63 24,03 62,21
11. 04. 2016 39,31 21,50 63,03
06. 12. 2016 53,90 20,94 75,97
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Graf 5: Vybrané biochemické markery
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Graf 5, 6: Pacient 3 (*1950)

Pacient je 1éCen od roku 2009 kombinaci nukleosidovych a nukleotidovych

inhibitort reverzni transkriptazy. Z grafu vypliva, ze zastoupeni jednotlivych

subpopulaci T-lymfocytti se béhem sledovaného obdobi neméni z ¢ehoz 1ze usuzovat na

dobrou efektivitu 1é¢by. I presto je v dokumentaci zdznam o zméné podavanych

antivirotik z divodu hypetriacylglycerolémie v roce 2014. V grafu je patrny

signifikantni pokles koncentrace TAG mezi lety 2013 — 2015, poté dochazi opét ke

kolisani hodnot a narastu hodnot TAG azZ na troven roku 2013.

Tabulka 7: Naméiené hodnoty

! Laktat [mmol/l] Chol [mmol/l] TAG [mmol/l] HDL[mmol/l]
21.11. 2013 2,60 4,84 2,90 0,84
22.05.2014 2,47 4,53 2,40 0,81
10. 11. 2014 2,31 4,42 2,08 0,69
18. 05. 2015 2,04 4,36 2,23 0,84
03.11. 2015 1,95 4,07 1,71 0,75
23.05. 2016 2,10 4,35 2,43 0,83
07.11. 2016 1,97 4,27 1,73 0,77
10. 04. 2017 2,13 4,68 2,01 0,84

: CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]

21.11. 2013 40,43 3314 81,32
22.05.2014 41,73 37,29 85,65
10. 11. 2014 44,20 33,69 85,56
18. 05. 2015 40,07 34,32 83,16
03.11. 2015 4343 32,17 83,07
23.05. 2016 41,37 35,04 84,25
07.11. 2016 41,71 33,64 82,65
10. 04. 2017 42,74 31,40 82,81
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Graf'7: Vybrané biochemické markery
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Graf 7, 8: Pacient 4 (*1971)

Pacient HIV typu A3 je 1éCen Iéky inhibujici HIV protedzu a 1éky kombinujici
nukleosidové a nukleotidové inhibitory reverzni transkriptazy. Z grafu je patrny vyrazny
pokles TAG az na fyziologické hodnoty na ptfelomu roku 2013 — 2014
na fyziologickych hodnotach se drzi az do roku 2017, souc¢asn¢ dochazi nejprve k nartst
celkového cholesterolu ze 4,5 mmol/l az na 5,7 mmol/l a poté k opétovnému poklesu
na hodnotu 4,5 mmol/l pfi poslednim méfeni v inoru 2017. Laktat a HDL se pohybuji
ve fyziologickém rozmezi, posledni méfeni ukazalo vyrazny nartst laktatu a TAG
a soucasn¢ pokles HDL. Na druhém grafu je vidét vyznamny pokles CD3+ a CD4
subpopulace T-lymfocyt a mirny vzestup CD8+ lymfocytu.

Tabulka 8: Namérené hodnoty

! Laktat [mmol/l] Chol [mmol/l] TAG [mmol/l] HDL [mmol/l]
21.11. 2013 1,42 4,49 3,60 114
14. 04. 2014 0,82 4,25 1,20 1,10
17.09. 2014 1,59 4,93 175 122
05. 03. 2015 126 5,70 1,03 1,16
06. 08. 2015 0,85 5,55 143 128
15. 03. 2016 1,05 4,75 1,07 135
19.03. 2016 178 4,07 127 121
01. 02. 2017 3,72 4,54 2,45 1,04
: CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]
21.11. 2013 23,28 42,78 67,23
14.04. 2014 21,27 39,31 61,76
17.09. 2014 24,92 39,65 65,33
05. 03. 2015 19,29 44,62 65,02
06. 08. 2015 22,25 40,34 63,74
15. 03. 2016 20,53 34,25 56,00
19.03. 2016 18,03 42,59 61,36
01. 02. 2017 20,53 29,80 51,28
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Graf 9: Vybrané biochemické markery
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Graf 9, 10: Pacient 5 (*1971)

Pacient 1é¢en od roku 2007 z HIV typu C3 a CD4+ subpopulaci pod 90x108]
bunék. Na prvnim grafu je patrny periodicky nartist a pokles celkového cholesterolu
a laktatu. Hodnoty TAG a HDL se pohybuji po celou dobu ve svém fyziologickém
rozmezi. U subpopulaci CD4 CDS je patrny vzajemny reciproky prab¢eh, pii poklesu
CDS8 dochazi k nartistu CD4 a naopak. Celkové dochazi k narastu poétu T-lymfocyta

na zéklad¢ postupného mirného zvysovani CD8+ bun¢k.

Tabulka 9: Nameérené hodnoty

! Laktat [mmol/I] Chol [mmol/I] TAG [mmol/1] HDL [mmol/I]
02.12. 2013 2,20 4,49 0,81 1,20
24.03. 2014 1,80 511 0,77 1,45
23.06. 2014 1,92 4,96 0,75 1,47
18.11. 2014 2,46 4,60 0,83 1,29
13. 05. 2015 1,64 4,33 1,06 1,18
30. 11. 2015 1,87 5,42 0,70 1,42
09. 05. 2016 3,28 5,08 0,66 1,38
01.12. 2016 1,86 4,60 0,55 1,37
10. 04. 2017 1,60 4,82 0,59 1,33

: CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]

02.12. 2013 37,27 26,11 65,22
24.03. 2014 42,92 26,02 71,236
23.06. 2014 38,53 23,36 64,14
18.11. 2014 36,93 32,79 71,71
13. 05. 2015 39,23 28,45 70,28
30. 11. 2015 39,18 29,77 71,5

09. 05. 2016 47,76 24,17 73,96
01.12. 2016 41,8 30,54 74,51
10. 04. 2017 46,29 29,44 77,97
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Graf 11: Vybrané biochemické markery
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Graf 11, 12: Pacient 6 (*1988)

Pacient od roku 2009 s HIV A1 bez antivirové 1é¢by, 1écba zahajena v roce 2016
pii zjisténé HIV A2 s imunologickou a virovou progresi. Na grafu je vidét konstantni

vzestup TAG, mimo fyziologické rozmezi do zahajeni antivirové 1é¢by v dubnu 2016.

Poté je zaznamenan vyrazny pokles TAG az do posledniho méfeni v dubnu 2017.

Pti zahajeni 1écby doslo k poklesu koncentrace laktatu, ktery ovSem zacal stoupat.

V obdobi zahgjeni 1écby doslo ke zméné trendu HDL po dlouhodobém mirném

konstantnim poklesu zacal mirn¢ stoupat. S né¢kolika mési¢nim zpozdéni doslo

I k nartstu celkového cholesterolu. V obdobi pted zahajenim antiretrovirové 1é¢by

je patrny pozvolny pokles CD4+ lymfocytt a soucasné narist CD8+lymfocyti.

Po zahajeni 1é¢by dochazi k nartistu CD4+ a poklesu CD8+ lymfocytd. )

Tabulka 10: Namérené hodnoty

-I Laktat [mmol/I] Chol [mmol/I] TAG [mmol/l] HDL [mmol/I]
31.03.2014 0,82 3,55 0,92 0,93
09. 09. 2014 0,80 3,40 1,08 1,02
10. 06. 2015 1,24 3,73 1,39 0,90
24.03. 2016 1,05 321 1,91 0,80
14. 09. 2016 0,64 3,17 0,96 1,02
20. 04. 2017 1,28 4,01 0,89 1,04

‘ CD8 [%] CD4 [%] CD3 [%]

31.03.2014 54,44 20,76 77,79
09. 09. 2014 57,40 20,20 80,26
10. 06. 2015 58,38 18,91 79,93
24.03. 2016 64,80 11,80 79,52
14. 09. 2016 58,42 17,73 77,83
20. 04. 2017 52,36 18,84 73,39
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12.Diskuze:

Onemocnéni HIV se fadi mezi chronické infekce, pti némz virus infikuje zejména
bunky imunitniho systému, ptevazné T-lymfocyty, coz vede k postupnému poklesu
schopnosti imunitniho systému hostitel Gspésné Celit béznym infekcim, ¢i infekcim
spojenymi s nadorovym bujenim. Tento stav vede k rozvoji tzv. syndromu ziskané
imunitni nedostatecnosti (AIDS). (Staitkkova 2002).

K 1écbé HIV je v dnesni dob¢€ vyuzivana fada antiretrovirotik, jejichz podavani vede
k poklesu replikace a tedy mnozeni a Sifeni viru v buiikach hostitele. Podavani
Vv soucasné dob¢ dostupnych antiretrovirotik je vSak spojeno s celou fadou nezadoucich
ucinki, jez mohou vést v K vyraznému poskozeni orgsnismu a které se obvykle
projevuji vychylenim hodnot nékterych latek enzymti a metabolitti v Krvi mimo
fyziologické rozmezi.

Vhodné vybalancovani terapeutického efektu a nezadoucich ucinkd podavanych
antiretrovirotik je diillezitym pfedpokladem vhodné a uc¢inné 1écby.
Hodnoceni ucinku terapie je tedy provadéno ze dvou tihli pohledu.
1. sledovani nezadoucich Gcinki

2. sledovani efektivity 1écby

Hodnoceni nezddoucich uc€ink:

Pro hodnoceni nezaddoucich uc¢inki antiretrovirové 1é€by je vyuZivana cela
paleta béZznych biochemickych markert, pro potieby této prace byly pouzity jen nékteré
z nich. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zakladni biochemicka vySetieni provadéna
bézné v klinickych laboratotfich, byvaji k jejich provedeni pouzivany automatické
analytické systémy (napft. Architect ci8200) pracujici na principu spektrofotometrie
s pouzitim komeréné dodavanych validovanych souprav reagencii, pracovnich roztokt
a spotebniho materidlu (SOP technicky, 2015). Pro minimalizaci ziskavani
nespravnych vysledki je v tomto ptipad¢ nezbytné postupovat dle pokyna vyrobce
pfi pripraveé analyzatoru, jeho udrzbé a kalibracich jednotlivych metod a dale

postupovat dle principi spravné laboratorni prace, zejména pii hodnoceni vnitini
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kontroly kvality (vyuziti Westgardovych pravidel), spravny postup v preanalytické fazi

(spravny postup odbéru vzorku, vhodny odbérovy systém, podminky transportu, atd.)

Hodnoceni efektivity 1é¢by:

Pro hodnoceni ucinnosti 1écby je vyuzivano zejména sledovani stavu imunitniho
systému a replikacni aktivita viru. Stav imunitniho systému je hodnocen pomoci méieni
zastoupeni jednotlivych subpopulaci T-lymfocytl, zatimco replika¢ni aktivita viru
je hodnocena po¢tem kopii virové RNA. Tato prace se zabyvala imunofenotypizaci
subpopulaci T-lymfocytii pomoci pritokové cytometrie provadéné na OKBI Nemocnice
Na Bulovce. Vysledkem byly absolutni i relativni pocty jednotlivych subpopulaci

lymfocytl a jejich vzajemné poméry v zavislosti na tizi infekéniho onemocnéni.

Jako diikaz vyuziti biochemickych markert a imunofenotypizace pii hodnoceni efektu
terapie bylo vybrano 6 HIV pozitivnich pacienti, ktefi pravideln¢ dochazi do AIDS
centra, které je soucasti Kliniky infek¢nich, parazitarnich a tropickych nemoci
Nemocnice Na Bulovce, jsou podrobeni antiretrovirové 16¢bé a jsou u nich pravidelné
sledovany ucinky 1écby jak z hlediska nezddoucich ucinkd, tak i efektivity terapie.

V ramci této prace byla u téchto pacientti zpétné sbirana data ziskana v pribéhu 3-4 let
a hodnoceny ¢asové zmény vybranych parametri ve sledovaném obdobi i jejich
vzajemna korelace a jejich ptipadna korelace v zavislosti na GspéSnosti ¢i netispéSnosti
1é¢by. Pro ptehlednost jsou informace prezentovany pomoci vyvojovych grafii

jednotlivych parametri.

Na grafech znazorfiujicich stav T-lymfocytl je vidét u vétSiny piipadl korelace mezi
subpopulacemi CD4+ a CD3+, tedy celkovou populaci T-lymfocytt. Vyjimku zde tvoii
pacienti €. 2 a 6. U nich kopiruje celkovy pocet T-lymfocytl spiSe kiivku CD8+. U
pacienta €. 2 doSlo podle l1ékai'skych zaznami v roce 2016 ke zméné 1é¢by, coZ mize
souviset s vyznamnym narstem poctu CD8+ lymfocytt pii poslednim méfeni. U vSech
pacientll z vybéru je ovSem patrny vzajemny opacny trend vyvoje po¢tu bunck CD4+

a CD8+. V priipadé nartstu poc¢tu CD4+ vzdy dochazi k poklesu CD8+ a naopak.
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U biochemickych markert, tedy markerti nezaddoucich Gc¢inkl 1écby jsou vidét casové
kiivky s pomérné rozmanitym pribéhem. Casto Ize z grafti vypozorovat podobny
prabeh kiivky celkového cholesterolu a TAG. Toto neplati u pacientii €. 5a 6. U
pacienta ¢. 5 dochézi k periodickému kolisani koncentrace celkového cholesterolu
béhem sledovaného obdobi, zatimco koncentrace TAG se drzi téméf na konstantni
urovni ve fyziologickém rozmezi. Z toho Ize usoudit, ze podédvana lécba nema ziejmée
vyrazny vliv na hladiny TAG u tohoto pacienta, teda aspoil béhem sledovaného obdobi.
Neméné zajimava je kiivka laktatu, jejichz prubé¢h je u kazdého pacienta jiny.
Vzhledem k tomu, ze kazdy pacient je 1é¢en jinymi farmaky, 1ze usoudit, ze tyto léky
podstatné ovliviiuji koncentrace laktatu. Zajimavy je také prudky narast koncentrace
laktatu doprovazeného vyraznym naristem TAG u pacienta €. 4 se souasnym
poklesem poctu CD3+ a CD4+ lymfocyti pii poslednim méfeni, coZz mize souviset

se zménou 1é¢by, nebo muize byt pfi¢inou i neukdznénost pacienta a nedodrzeni postupu
1é¢by z jeho strany. Zajimavy bude dalsi vyvoj.

Vzhledem k mnozstvi farmak pouzivanych pfi antiretrovirové 16€bé a mnozstvi
jejich kombinaci je nezbytné sledovat béhem 1é¢by jeji efektivitu a soucasné i vyvoj
nezadoucich u&inkd. Uéinky, jak pozitivni tak i negativni, se v-pii kombinaci
antiretrovirotik také kombinuji. Soucasné se projevuji i odlisnosti v metabolismu
xenobiotik jednotlivych pacientt, jejich aktualni zdravotni a fyzicky stav, vék, jiné
choroby a dalsi aspekty, které mohou vyrazné ovlivnit u€inky podavanych 1éka. Proto
je nezbytné v pravidelnych intervalech sledovat jednotlivé markery vyhodnocovat
efektivitu 1éCby a ptipadn€ ménit kombinaci a davkovani 1€ka. Lécba pacient s HIV
je velice individualni, protoze odpoveéd’ téchto pacientti na podavanou 1é¢bu je také
individualni a vysoce specificka, jak je vidét na hodnotach markert i u malého souboru.

pacientt vybranych pro tuto praci.
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13. Zaveér

Syndrom ziskaného imunodefictu (AIDS) byl jako nova klinické jednotka
rozpoznan v roce 1981 a v roce 1983 byl identifikovan jeho ptivodce, novy lidsky
retrovirus. O tii roky pozdéji byl Mezinarodni komisi pro nomenklaturu oznacen
jako virus lidského imunodeficitu (HIV). Béhem nasledujicich desetileti pierostla
nakaza v pandemii celosvétového rozsahu (Dyslipidemie indukovana
antiretrovirovymi 1é¢ivy, (Snopkova S., et. al.)Podle Svétové zdravotnické
organizace (WHO) v roce 2016 bylo na svété 36,7 milionti nakazenych HIV,
pfi¢emz incidence onemocnéni se vyrazng lisi v zavislosti na regionu.
Nejpostizenéjsim mistem na svéte je subsaharskd Afrika, kde pripada témér jeden
nakaZzeny HIV na 25 obyvatel (4,2 %) a odhaduje se, Ze na tento region piipadaji
dvé tietiny vSech lidi Zijicich s HIV. Podle WHO pak v loniském roce zemielo na
svété v souvislosti s HIV asi 1 milion lidi

Na Evropu podle WHO pftipadalo v roce 2016 asi 2,4 milionu nakazenych HIV,
coz odpovida ptiblizné 6,5 % nakazené populace. Podle statistik Statniho
zdravotniho ustavu (SZU) bylo ke dni 30. 6. 2017 v CR zjisténo 3041 piipadt
nakazenych HIV, z nichz 2900 (85,8 %) tvoii muzi. Z téchto 3466 piipadi HIV
pozitivnich je celkem 566 v klinickém stadiu AIDS. Nejvice HIV pozitivnich v CR
hlasi Praha a to jak v absolutnich poctech (1483 ptipadh), tak i relativnich (1194 na
100 000 obyvatel)
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Graf 13:Nariist poctu nakazenych HIV a nemocnych AIDS na tizemi Ceské Republiky

Zdroj: SZU

V roce 1981, v dob¢, kdy bylo onemocnéni AIDS objeveno, se pacienti dozivali v
priméru 6 mésict od stanoveni diagnozy. V roce 1987, kdy byl do praxe uveden prvni
1€k (u nas o rok pozdé&ji) se se nakazenym prodlouzil zivot asi o rok. Zlom v terapii
prisel v devadesatych letech nastupem kombinované antiretrovirové terapie pii niz se
podavaji obvykle soucasné tii 1éky, z nichz jednim je Tanofovir, molekula objevena
profesorem Antoninem Holym, kterd je dnes nejuzivanéjSim lékem na HIV.

Soucasna antiretrovirova terapie si klade dva zésadni cile. Zaprvé individualni, kdy
zamezenim replikace viru docilime normalizace stavu imunitniho systému a
prodlouzime zivot pacienta. Druhym cilem 1é¢by je epidemiologicky, €ili sniZeni rizika
Sifeni viru populaci. Je zndmo, Ze u dobfe 1écenych pacientti je asi 1000x nizsi
pravdépodobnost pfenosu viru sexualni cestou a 10x niZsi pravdépodobnost prenosu
z matky na plod nez u pacientl nelécenych.

V soucasné dobé je v CR k dispozici 24 piipravkil pouzivanych k 16¢bé HIV. Vedle

celé fady nezadoucich ucink je velkym problémem také Casté rezistence. Podle prof.
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Machaly z AIDS centra Nemocnice Na Bulovce je 98 % vzniku rezistenci zptisobeno
samotnymi pacienty. Soucasna léCiva jsou uzivana obvykle jednou nebo dvakrat denn¢,
a vzdy ve stejnou dobu (plus minus 20 minut). [ zdanlivé maly vypadek nebo vynechani
1é¢by miize nastartovat dalsi proces mnozeni a mutaci viru, coz vede ke vzniku dalSich
rezistenci. Dal§im problémem 1écby HIV byva i vysoka cena. Ta se pohybuje mezi 300
az 350 tisici K¢ ro¢né¢ a je tfeba ji uzivat dozivotné.

Vedle 1€kt uzivanych k terapiit HIV nemocnych jsou k dispozici i1 1éky slouzici
k postexpozi¢ni profylaxi, ktera je vyuzivana napiiklad u zdravotniku, ktefi se porani o
jehlu pouzitou HIV pozitivnim pacientem, nebo u lidi, kteti méli pohlavni styk s HIV
pozitvnim. Tato 1é¢ba se doporucuje uzivat po dobu Ctyf tydnd, ¢imz dojde
K vyraznému snizeni rizika pfenosu. Existuje také preexpozi¢ni proyfylaxe pro lidi
s Castym sexudlnim stykem s nezndmymi partnery.

Asi 25 % pacientt na uzemi CR je podle odhadii bez diagnozy. Tento fakt je dan
Z ¢asti socialnim postavenim téchto lidi a pak také obavou nékterych lidi navstivit
I¢kate a svéfit se se svym problémem.

V¢asné stanoveni diagndzy HIV je klicovy krok pro 1écbu onemocnéni. V této fazi
hraje laboratorni diagnostika nezastupitelnou roli. Vysetieni krve pacienta na
pritomnost protilatek proti HIV a pfitomnost antigenu p24 probiha ve vétsin¢ laboratoti
za pouziti imunochemickych metod, jakou je naptiklad metoda CMIA na analyzatoru
Architect i2000. V ptipadé reaktivity je nutné piipadnou pozitivitu prokazat dalsimi
nezavislymi metodami. Toto potvrzeni provadi pro CR Nérodni referenéni laboratof pro
AIDS pii SZU v Praze. Doba od okamziku nakazy do stanoveni diagnézy je u nas
V priméru asi tfi roky, pficemz doba od nakaZeni do poc¢atku stadia AIDS byva okolo
osmi let.

Ukolem laboratorni diagnostiky po stanoveni diagnézy je spoleéné s lékafem
sledovat uc¢inky podavané antiretrovirové terapie z hlediska ucinku terapeutického, tedy
sledovat pribézné stav imunitniho systému pacienta prostiednictvim zjiStovani poctu
vybranych imunokompetentnich buné¢k, konktrétné subpopulaci T-lymfocytl, a vcas
reagovat na piipadné negativni trendy ve zméné poctu téchto bunck a pak také

monitorovat nezddouci u€inky 1écby, které jsou vyznamnym limitem antiretroviroveé
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1é¢by a jez mohou byt i velmi zdvazné. Ke sledovani téchto nezadoucich ucinki jsou
vyuzivany bézné biochemické markery metabolismu, organové specifické funkcni testy,
krevni obraz a vySetfeni moce.

Pacienti AIDS centra Nemocnice Na Bulovce jsou priibézné monitorovani formou
pravidelnych navstév na ambulancich, v priméru kazdé tii mésice, ptic¢emz kazdych
Sest mésict je u nich provedeno kompletni laboratorni vysetieni za ucelem popsanym
vyse. Po zhodnoceni vysledky laboratornich testt, aktualniho klinického stavu pacienta
a dalsich aspekti rozhodne Iékat o pokracovani nebo tpraveé 1écebného postupu.

Terapie HIV je stejné jako u fady jinych vaznych onemocnéni komplexni zalezitosti.
Pacienti vedle samotné antiretrovirové terapie maji moznost vyuzivat dalsi péci,
zejména psychologickou, socidlni a dal$i. V dnesni dobé€ se pacienti pfi spravné vedené
1é¢bé mohou dozit stejného veku jako primérné populace. Pokrok pti vyvoji 1€kt proti
HIV ma vsak i negativni rysy, jednim z nich je absence strachu z choroby, podcenovani
rizikovych faktort a obecné rizikovéjsi chovani nékterych lidi. Lék, ktery by definitivné
eliminoval virus v téle, vSak stale objeven nebyl a podle prof. Machaly je jeho objev

stale v nedohlednu.
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15.Seznam zkratek

Ab protilatka

Ag antigen

AIDS syndrom ziskané imunodeficience (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
AMK aminokyselina

APC antigen prezentujici buiiky (Antigen-Presenting Cells)

BAL bronchoalveolarni lavaz

BCR B-buné¢ny receptor (B-Cell Receptor)

CCR5 C-C chemokinovy receptor typu 5

CD diferencialni antigen (Cluster Of Differentiation)

CDC stiedisko pro kontrolu a prevenci nemoci (Centers For Disease Control And Prevention)
CMIA chemiluminiscen¢ni imunoanalyza na mikrocasticich

CNS centralni nervovy systém

CRP C-reaktivni protein

CXC chemokinovy receptor

CXCR4 C-X-C chemokinovy receptor typu 4

CSAV Ceskoslovenska Akademie véd

CSSR Ceskoslovenska socialisticka republika

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsDNA dvouvlaknova DNA (Double-Stranded DNA)
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dsRNA

EDTA

GIT

gp

GRID

HDL

HIV

hn-RNA

HLA

HTLV

Chol

ICT

ISE

LAV

LDL

LIS

dvouvlaknova RNA (Double-Stranded RNA)

ethylendiaminotetraoctova kyselina

gastrointestinalni trakt

glykoprotein

Gay-Related Immune Deficiency

High Denzity Lipoprotein

virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus)

heterogenni nuklearni RNA

systém antigenti hlavniho histokompatibilniho systému (Human Leukocyte Antigen)

lidsky T-lymfotropni virus (Human T-lymphotropic Virus)

cholesterol celkovy

integrovany ISE Chip (Integrated Chip Technology)

imunoglobuliny

interleukin

interferon y

imunitni systém

iontové selektivni elektroda

Lymphadenopathy Associated Virus

Low Denzity Lipoprotein

laboratorni informacni systém
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LOD enzym laktatoxidaza

MALT slizniéni imunitni systém (Mucosa Associated Lymphoid Tissues)

MBL manoza vazajici lektin (Mannose Binding Lectin)

MIP makrofagovy zanétlivy protein (Macrophage Inflammatory Proteins)
MRNA mediatorova RNA (Messenger RNA)

MZCR Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

NK piirozeny zabijaci (Natural Killers)

NNRTIs non-nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy

NRL Nérodni referencni laboratot

NRTIs nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy

POD enzym peroxidaza

pre-mRNA prekurzorova mediatorova RNA

QC kontrola kvality (Quality Control)

RANTES druh chemokinti (Regulated Upon Activation Normal T-Cell Expressed And Presunably Secreted)
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomani ribonukleova kyselina

RT reverzni transkriptaza

SDF-1 faktor-1 odvozeny ze stromalnich bunék (Stromal Cell-Derived Factor-1)
N syncitia indikujici
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SIv

SLP

Sn-RNA

SOP

SSRNA

ssDNA

SzU

TAG

TBC

Tc-lymfocyty

TCR

TGF-p

Th-lymfocyty

TMP

TNF

T reg

tRNA

USA

UV-VIS

virus opi¢i imunodeficience (Simian Imunodeficiency Virus)

spravny laboratorni postup

mala jadernd RNA (Small Nuclear RNA)

standardni operacni postup

jednovlaknova RNA (Single Stranded RNA)

jednovlaknova DNA (Single Stranded DNA)

Statni zdravotnicky ustav

triacylglycerol

tuberkuloza

cytotoxické T-lymfocyty

T-buné¢ny receptor (T-Cell Receptor)

transformujici ristovy faktor (Transforming Growth Factor-f)

pomocné T-lymfocyty

transmembranovy protein

tumor nekrotizujici faktor (Tumor Necrosis Factor)

regulaéni lymfocyty

transferova RNA

Spojené staty americké (United State Of America)

ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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