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Souhrn

Cile prace: Geneticka variabilita cytomegaloviru (CMV) muzZe ovliviiovat jeho patogenni projevy
u imunodeficientnich pacienti. Na zakladé genetické variability v genu UL55, kédujicim
dominantni virovy obalovy glykoprotein gB, 1ze CMV rozdélit do étyr hlavnich genotyptu. Cilem
prace byla analyza zastoupeni genotypu gB u dospélych prijemcu allogenniho transplantatu
kmenovych bunék krvetvorby (HSCT) a jejich vztahu k prubéhu transplantace a infekce CMV.
Material a metody: gB byl typizovan v archivovanych vzorcich, ziskanych z periferni krve 53
prijemcu HSCT, transplantovanych v letech 2004-2005. Pro genotypizaci byla pouzita metoda
analyzy polymorfismu produktu stépeni restrikénimi endonukleazami (RFLP) a sekvenace
centralni variabilni ¢asti genu. Vztah genotypu ke sledovanym klinickym parametram byl
hodnocen multivariantni analyzou s vylouc¢enim vlivu pribuznosti donora, shody HLA a 1é¢by
antithymocytarnim imunoglobulinem (ATG).

Vysledky: Genotyp gB1 byl prokazan u 30 %, gB2 u 17 %, gB3 u 26 %, a gB4 u 4 % pacientu. U jednoho
pacienta byl nalezen atypicky genotyp. 17 % pacienti mélo smiSenou infekei vice genotypy.
Zastoupeni jednotlivych genotypu se neménilo v éase, prestoze pacienti, transplantovani v roce
2005, méli v pruméru masivnéjsi infekci s vyssimi hladinami viru v krvi. gB1 byl provazen nizsi
virovou nalozi (p=0,046) a mirnéjsim prubéhem symptomatické infekce, ale vyssim vyskytem akutni
reakce Stépu proti hostiteli (OR 3,4; p = 0,067). Myelosupresivni projevy infekce byly méné c¢asté
u pacientu s gB3 (OR 0,09; p = 0,075). Naproti tomu pacienti s gB2 méli horsi prubéh symptomatické
infekce s ¢astéjsimi projevy organového postizeni (OR 6,65; p = 0,15) a horsi reakci na antivirovou
terapii (OR 0,18; p = 0,12). Vliv smiSené infekce na prognézu onemocnéni nebyl prokazan.

Zaveéry: Vysledky této studie naznacuji, Ze jednotlivé genotypy gB maji vliv na prubéh infekce i na
pripadné komplikace u prijemca HSCT. Tato pozorovani je vsak nutno ovérit na vétsim souboru
pacientu v kontextu se sledovanim variability dalsich dualezitych virovych genu. Charakterizace
virovych genetickych faktoru, ovliviiujicich patogenni projevy CMYV, vyznamné ovlivni pééi
o pacienty s vysokym rizikem cytomegalovirové infekce.

Kli¢ova slova: lidsky cytomegalovirus, patogeneze, transplantace kmenovych bunék krvetvorby,
genotypizace, gB.

Summary

Roubalova K., Strunecky O., Zufanova S., Prochazka B., Vitek A.: Genotyping of Viral Glycoprotein
B (gB) in Hematopoietic Stem Cell Transplant Recipients with Active Cytomegalovirus Infection:
Analysis of the Impact of gB Genotypes on the Patients’ Outcome

Aim of the study: Genetic variation of CMV strains may correlate with their pathogenicity for
immunocompromised patients. On the basis of sequence variation in the UL55 gene encoding the
most abundant viral envelope glycoprotein gB, CMV can be classified into four major gB
genotypes. The aim of the study was the analysis of the distribution of gB genotypes in a cohort of
haematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipients and of the correlation of genetic
polymorphisms with clinical outcomes and manifestation of CMV infection.

Material and methods: Archived DNA isolates from consecutive blood samples of 53 adult
allogeneic HSCT recipients with active CMV infection, transplanted in 2004-2005, were used for
the genetic analysis. HCMV gB genotyping was performed by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis and sequencing of the central variable region of UL55. The
association of gB genotypes with selected clinical parameters was assessed by multivariate
analysis after adjustment for graft donor type, HLA-matching and anti-thymocyte
immunoglobulin (ATG) therapy.
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Results: gB1, gB2, gB3, and gB4 genotypes were detected in 30%, 17%, 26% and 4% of the patients,
respectively. An atypical gB genotype was found in one patient. Co-infection with two or more gB
genotypes was revealed in 17% of the patients. The distribution of gB genotypes did not vary in
time, despite the fact that the patients transplanted in 2005 had more severe CMV infection with
higher viral loads in the blood than those transplanted in 2004. gB1 was associated with a lower
viral load (p = 0.046) and a milder course of symptomatic CMV infection, but with a higher rate of
acute graft versus host disease (OR 3.4; p = 0.067). Pancytopenia was less frequent in the patients
infected with gB3 (OR 0.09; p = 0.075). In contrast, gB2-infected patients had a worse outcome of
CMYV infection with a higher rate of organ involvement and were less responsive to antiviral
therapy (OR 6.65 and 0.18; p = 0.15 and 0.12, respectively). The prognostic impact of co-infection
with two or more gB genotypes was not shown.

Conclusions: gB genotype may have an impact on the course of CMV infection and its
complications in HSCT recipients. Nevertheless, these results need to be tested on a larger group
of patients in the context of genetic variability of other functionally important viral genes. The
characterization of viral genetic factors determining CMV pathogenesis will be of relevance to the
treatment of patients at high risk of CMV infection.

Key words: human cytomegalovirus, pathogenesis, hematopoietic stem cell transplantation,

genotype, gB.

Uvod

Pres veskeré uspéchy, které byly v poslednich
letech uéinény v oblasti terapie i prevence, patii
cytomegalovirus (CMV) u prijemcu transplantatu
allogennich hematopoetickych krvetvornych bu-
nék (HSCT) k nejzavaznéjsim Zivot ohrozujicim
patogenum. Aktivni infekci prodéla az 80 %
transplantovanych pacientiu a u 20-30 % je pro-
véazena klinickymi p¥iznaky, k nimz patii hore¢-
ka, pancytopenie a znamky organového postizeni
— intersticialni pneumonie, gastroenteritis ¢i
hepatitis [1]. Sekundarné se zvysSuje riziko myko-
tickych infekci a akutni nebo chronické reakce
Stépu proti hostiteli (AGVHD,CGVHD) [2]. Nej-
vyznamnéj$imi rizikovymi faktory pro cytomega-
lovirovou nemoc u pijjemct HSCT jsou trans-
plantace S§tépu od neptibuznych, HLA-
neshodnych darcu, séropozitivita prijemce, deple-
ce T-lymfocytt a agresivni imunosupresivni tera-
pie [2]. Jednou z moznych p¥i¢in variability kli-
nickych projevi cytomegalovirové infekce mohou
byt i genetické rozdily mezi jednotlivymi kmeny.
PrestozZe je, v porovnani s jinymi viry, CMV gene-
ticky velmi stabilni, jednotlivé kmeny nejsou zce-
la identické, ale vytvari vétsi, ¢i mensi mnozstvi
genetickych variant (genotypu), které mohou sou-
bézné nebo nasledné infikovat stejného hostitele
[3, 4]. Geneticky variabilni tseky se nachazeji
v ruznych castech virového genomu a zasahuji
i do funkéné vyznamnych gent, jako je napr. gen
pro hlavni regulator transkripce (IE1), geny
kédujici imunomodulaéni proteiny nebo povrcho-
vé glykoproteiny na virovém obalu [5]. Posledni
z nich jsou predmétem intenzivniho studia, nebot
zprostiedkuji vazbu viriont na bunééné receptory
a prunik vira do hostitelskych bunék. Jejich vari-
abilita muze ovlivnit infekénost viru, bunéény
tropismus i interakci s imunitnim systémem hos-
titelského organismu. Lze tedy piedpokladat, zZe

polymorfismus téchto proteini muze ovlivnit
patogenni vlastnosti prislusnych kment CMV.
Glykoprotein B (gB), kédovany genem UL55, je
soucasti obalového glykoproteinového komplexu
gCI, ktery je hlavni komponentou virového obalu,
odpovida za vazbu viriont na jeden z bunéénych
receptoru (heparan sulfat) a zahajuje fuzi virové-
ho obalu s bunéénou membranou [6]. Jeho sou-
¢asti je imunodominantni antigen, ktery vyvolava
jak bunéénou imunitni odpovéd, tak tvorbu neu-
traliza¢nich protilatek [7,8]. Geneticka variabili-
ta gB je soustiedéna v centralni oblasti proteinu,
v misté, kde dochazi ke $tépeni prekurzorového
polypeptidu na dvé funkéni subjednotky, a umoz-
nuje rozliSeni étyi zakladnich genotypu CMV
(gB1,gB2, gB3,gB4) a tii vzacnych neprototypo-
vych variant [9]. Hlavni antigenni determinanta
i doména, ktera se ucastni vazby na receptor, jsou
souéasti variabilni oblasti [9]. Jednotlivé genoty-
py se tedy mohou li§it svymi imunogennimi vlast-
nostmi i schopnostmi infikovat rtizné typy bunék.
Nejrozsirenéjsim zptusobem prevence cytomegalo-
virové nemoci u piijemca HSCT je preemptivni
terapie antivirotiky. Tento postup zahrnuje pravi-
delné laboratorni monitorovani aktivity cytome-
galoviru pomoci pp65-antigenémie nebo kvantifi-
kace virové naloze v krvi pacienta a nasazeni
1écby pri prvnich znamkach rozvijejici se aktivni
infekce [10].

Cilem této studie byla geneticka analyza kme-
nt CMYV, identifikovanych u allogennich piijemct
HSCT, a sledovani vlivu genotypu gB na prabéh
infekce a jeji dopad na zdravi pacienta.

Material a metody

Pacienti:

Do studie bylo zahrnuto 53 dospélych piijemct allogenniho
transplantatu HSC, lé¢enych v letech 2004-2005 v Ustavu
hematologie a krevni transfuze v Praze. Klinické charakteris-
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tiky pacientt jsou znazornény v tabulce la. Cytomegalovirova
infekce byla u pacienttt monitorovana pomoci vysetieni pp65-
antigenémie a kvantitativni PCR (viz dale). Do 100. dne po
transplantaci ¢ u pacientd, lééenych imunosupresivy pro
reakei Stépu proti hostiteli (GVHD), bylo vySetieni provadéno
jednou tydné, pozdéji byli pacienti vySetiovani v intervalech
14 dnt az 1 mésic.

VysSetieni pp65-antigenémie

Bylo provadéno metodou nep#imé imunofluorescence
pomoci monoklonalni protilatky proti virovému tegumento-
vému antigenu pp65 ( pp65 CINA Pool, Argene). Jako
sekundarni protilatka byl pouzit praseé¢i anti-mys$i imuno-
globulin, znacéeny fluorescein-isothiokyanatem (SwAM-
FITC, Sevapharma, Praha). Z leukocytu pacienta, ziska-
nych z buffy coatu po sedimentaci nesrazlivé krve 1 hod pii
37 °C, byly pripraveny cytospinové natéry, obsahujici 2x10°
leukocytt / preparat. Po obarveni vy$e zminénymi protilat-
kami byly na preparatu poéitany buriky s jasné zelenou
jadernou imunofluorescenci.

Za hranici pozitivity testu bylo povazovano 5 specificky svi-
ticich bunék / 2x10° leukocyti.

Kvantitativni PCR

Pro kvantifikaci virové DNA v periferni krvi byla pouzita
amplifikace tseku genu UL83 metodou kvantitativni real-
-time PCR podle Pumannové et al. [11]. Celkova DNA byla izo-
lovana z 200 pL buffy coatu (viz vyse) pomoci kolonek Qiagen
(QiaAmp Blood Mini Kit, Qiagen) nebo pomoci automatického

Tab. 1a. Klinické charakteristiky vySetfenych pacienta

Table 1a. Clinical characteristics of the patients

$

extraktoru MagnaPure (LC DNA Isolation Kit, Roche). Vysle-
dek vysetteni byl udavan v poé¢tu genom-ekvivalenta CMV na
1 ml krve.

Genotypizace gB metodou polymorfismu produktu
restrikéniho stépeni (RFLP)

Pro toto vySetieni byly pouzity izolaty DNA nebo vzorky
buffy coati, archivované pii -20 °C . Pied pouzitim byly zahia-
ty 3 min. na 95°C, promichany a kratce centrifugovany
(8000 ot/min. 1 min.). Variabilni usek gB, zahrnujici centralni
variabilni oblast genu pro glykoprotein B (UL55, kodon
439-535, 293-6 paru bazi) byl amplifikovan pomoci nested PCR
[12]. Reakce byla provadéna v 50 ul reakéni smési, obsahujici
0,25 U Fast-Start Taq DNA polymerazy (Roche), reakéni pufr
pro amplifikaci DNA fragmentd bohatych na GC (Roche)
a 25 pmol primera. (Primery a amplifikaéni podminky — viz
Roubalova a spol. [40]. Produkt reakce byl nasledné $tépen
restrikénimi endonukleazami Hinf I a Rsa I (Promega). Reaké-
ni smés obsahovala 15 pul produktu PCR, 2 ul pufru (Promega),
2 ul Acyl- BSA (1 pg/ml, Promega) a 10U enzymu. Produkty
$tépeni byly analyzovany pomoci elektroforézy v 12 % akryla-
midovém gelu po obarveni ethidium bromidem [9]. Od kazdé-
ho pacienta byly analyzovany minimalné dva nezavisle ode-
brané vzorky.

Sekvenace

Vysledky RFLP byly ovéfeny pomoci sekvenace vySe zmi-
néného useku virové DNA. Sekvenac¢ni reakce, obsahujici
10 pmol kazdého primeru a 0,1-1 ug templatu v 16 uL reaké-

Rok transplantace Celkem’
Charakteristika 2004 EOé' 2005 ] pot. pacienti P
paz:rllerzlt;7()%) poc.lzicleggl (%) (%) (n = 53)
Zakladni onemocnéni* ALL 1(4) 1(4) 2 (4) NS2
AML 12 (44) 8 (31) 20 (38) NS
CLL 3 (11) 2(8) 5(9) NS
CML 2(7) 2(8) 4(8) NS
MDS 6 (22) 10 (38) 16 (30) NS
HD 2(7) 0 2(4) NS
NHL 2(8) 2(4) NS
jiné 14) 1(4) 2 (4) NS
3
Typ transplantatu P?;-I\I/I{SS 22 53:)3) 2; EZ?) 42 EZ?) NS
Darce pHbuzny 6 (22) 727) 13 (25) NS
nepiibuzny 21 (78) 19 (73) 40 (75)
darce HLA-shodny 13 (48) 12 (46) 25 (47)
HLA-shoda NS
darce HLA-neshodny 14 (52) 14 (54) 28 (53)
Antithymocytarni podan 9 (33) 18 (69) 27(51) 0.04
globulin (ATG) nepodan 18 (67) 8 (31) 26 (49) ’

'ALL - akutni lymfoblasticka leukémie, AML — akutni myeloblasticka leukemie,CLL — chromicka lymfoblasticka leukemie, CML
— chronicka myeloblasticka leukemie,MDS — myelodisplasticky syndrom, HD — Hodgkinova choroba, NHL — nehodgkintv lym-
fom; “statisticky nesignifikantni; ~hematopoietické kmenové bunky z %eriferni krve; "hematopoietické kmenové bunky z kostni
dfené; "Do studie byly zahrnuti pouze pacienti s aktivni infekci CMV; "P — dosazené hladina statistické vyznamnosti pfi univa-

riantni analyze

'ALL - acute lymphoblastic leukemia, AML — acute myeloblastic leukemia, CLL — chronic lymphoblastic leukemia, CML — chro-
nic myeloblastic leukemia, MDS — myelodisplastic syndrome, HD — Hodgkin’s disease, NHL — non-Hodgkin’s lymphoma,; “hon
-significant; “haematopoietic stem cells from the peripheral blood; “bone marrow stem cells ; 5Only the patients with active CMV
infection were enrolled in the study.; "achieved level of statistical significance in the univariate analysis
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ni smési (Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit BD
3.1), byla provedena v automatickém sekvenatoru (Applied
Biosystems 3100). Sekvence byly analyzovany pomoci softwa-
re SeqScape 2.0 and Mega 4.

Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni rozdiltt mezi pacienty transplanto-
vanymi v letech 2004 a 2005 bylo provedeno pomoci univari-
antni analyzy s vyuzitim Fischerova xz a Man-Whitney-Wilco-
xonova testu (Epilnfo 6.04). Vliv genotypu na klinické
ukazatele a kvantitativni znaky CMV infekce byl hodnocen
pomoci multivariantni analyzy metodou logistické regrese
s vylouéenim vlivu p#ibuznosti donora graftu, shody HLA
a lécby ATG. Vzajemndé interakce zohlednénych proménnych
nebyla hodnocena. Stiedni doba preziti byla hodnocena pomo-
ci Kaplan-Meyerovy analyzy a Log rank testu s vyuzitim soft-
ware SPSS v. 17.

Tab. 1b. Charakteristiky cytomegalovirové infekce

Table 1b. Characteristics of CMV infection

$

Vysledky

Pacienti, transplantovani v letech 2004 a 2005,
byli srovnatelni co do zastoupeni rtznych typu
zakladniho onemocnéni, typu transplantatu,
podilu neptibuzenskych i HLA-neshodnych trans-
plantaci a lisili se pouze v ¢etnosti aplikace ATG
v prubéhu ptipravného rezimu.

Piestoze celkova cetnost cytomegalovirové
infekce i vyskyt cytomegalovirové nemoci byly
u obou skupin pacienttt podobné, laboratorni
parametry CMV (hladina virové DNA v periferni
krvi na pocatku infekce nebo pp65-antigenémie,

Charakteristiky Rok transplantace Celkem
cytomegalovirové - - - P
infekce 2004 poc.pacientt (%) | 2005 poc.pacientu (%) poé. pacientt (%)
(n=27) (n = 26) (n=53)
Pramgra virova 3,0 3,454 3,223 0,04
naloz
Pozitivita pp65 16 (59 %) 11 (42 %) 17 (51 %) NS
antigenémie
Primérna hlading 26,7 123,9 79,4 0,06
pp65 antigenémie
Symptomatické infekce 15 (56 %) 15 (58 %) 30 (53 %) NS
CMV
Organové postizeni 10 (37 %) 7 (30 %) 17 (32 %) NS
1vyjéxdf‘ené v In po¢tu GE/ml krve na zaéatku aktivni infekce CMV
Pocet pp65-pozitivnich bunék/ 2x10° perifernich leukocyt u pacientti s pozitivni pp65-antigenémii
;ln GE/ml blood at the beg‘inning of active CMV infection
No. of pp65-positive cells/ 2x10° peripheral leukocytes in the patients with positive pp65-antigenemia
Tab. 2. Zastoupeni jednotlivych genotypu glykoproteinu gB u piijemct HSCT transplantovanych v r.2004 a 2005
Table 2. Distribution of gB genotypes in HSCT recipients transplanted in 2004 and 2005.
Genotyp gB Rok transplantace
Celkem P
2004 /pocet (%)/ 2005/pocet (%)/
gB1 6 (22 %) 10 (38 %) 16 (30 %) 0,2
gB2 5 (19 %) 4 (15 %) 9 (17 %) NS
gB3 7 (26 %) 727 %) 14 (26 %) NS
gB4 1(4 %) 2 (8 %) 3 (6 %) NS
Smés 7 (26 %) 2 (8 %) 9 (17 %) 0,14
Atypicky genotyp 14 %) 14 %) 2 (4 %) NS
Pocet vysettenych 27 (100 %) 26 (100 %) 53 (100 %) NS

1 S . A AT . .
P — doszena hladina statické vyznamnosti pti univariantni analyze

P — achieved level of statistical significance in univariant analysis
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tj. pocet leukocytti, pozitivnich na virovy antigen
pp65), byly u pacientu transplantovanych v roce
2005 podstatné zvyseny (tabulka 1b). V zastoupe-
ni jednotlivych genotypu gB v obou skupinach
pacienttt nebyly pozorovany vyznamné rozdily
(tabulka 2).

Pri prvni epizodé aktivni infekce CMV byl nej-
¢astéji nalezen gB1 a gB3. SmiSena infekce vice
genotypy gB byla prokazana u 17 % pacienta
a v roce 2004 byla vyssi nez v roce 2005; rozdil
vSak nebyl statisticky vyznamny. Atypicky geno-
typ byl opakované zachycen u jednoho pacienta.

Tabulka 3 dokumentuje vliv jednotlivych geno-
typu gB na klinicky prubéh transplantace. Proto-
ze vyskyt gB4 byl vzacny, hodnotili jsme pouze
pritomnost gB1, 2 a 3, pokud byl dany genotyp
zachycen aspon v jednom z vySetienych vzorka
pacienta. (V této tabulce jsou tedy, narozdil od
tabulky 2, hodnoceny i nalezy z dalsich rekurent-
nich epizod infekce. Rekurence byla dokumento-
vana u 49 % pacienta a piesmyk z jednoho geno-
typu na jiny byl zaznamenan u 9 %.) Pacienti
s gB1 méli zvyseny vyskyt AGVHD (OR 3,4;

$

Pacienti s gB3 méli virovou naloZz naopak mirné
zvySenou, rozdil v§ak nebyl statisticky vyznamny.
Vliv sledovanych genotypt na Cetnost a hladiny
pp65-antigenemie nebyl prokazan. Prubéh symp-
tomatické cytomegalovirové infekce (tabulka 5) byl
hor$i u pacientd s gB2, u nichz ¢astéji dochazelo
k organovému postizeni (OR6,7; p = 0,15) a hure
reagovali na antivirovou terapii (OR 0,18;
p = 0,12). Pacienti s gB3 méli naopak mirné&jsi pru-
béh s mensimi projevy myelosuprese (OR 0,09;
p = 0,075). Vliv soubézné infekce vice genotypy na
prubéh cytomegalovirové infekce nebyl prokazan
(tabulka 4, 5).

Diskuse

Vliv genotypu gB na patogenni vlastnosti CMV
byl v minulosti sledovan u raznych skupin riziko-
vych pacienti. U kongenitalné ¢i perinatalné infi-
kovanych déti byla opakované nalézana souvis-
lost gB1 s postizenim jater [13,14,15]. Yan et. al.

Tab. 3. Pribéh transplantace u pacient s raznymi genotypy gB

Table 3 Clinical course of the transplantation in the patients with various gB genotypes

Klinicky parametr

Genytyp CGVHD /poé.

pacientu (%)/

AGVHD? /poé.
pacientu (%)/

Stiredni doba

Symptomaticka Rekurentni

. < | . | prezivani/roky
spolehlivosti)/

gB1 (n = 26, 100%)" |19 (73 %,p* = 0,067)| 5 (19 %, p = 0,16)

16 (62 %, p = 0,23) 13 (50 %, NS) 3,55 (2,59-4,52)

gB2 (n = 12,100%)" | 7 (58 %, NS 5 (41 %, NS) 5 (41 %, p = 0,15) 6 (50 %, NS) 3,33 (1,89-4,78)
¢B3 (n = 15,100%)" | 9 (60 %, NS) 6 (40 %, NS) 8 (53 %, NS) 6 (40 %, p = 0,18) 3,9 (2,84-5,0)
celkem 34 (64) 15 (28) 30 (57) 26 (49) 3,6 (2,93-4,29)

1o o L NSV . L L Lo - o
Pocet pacientt s minimalné 2]edmm zachytem daného genotypu (Spamentl s gB4 a pacienti, u nichz byla prokazana pouze smés

genotypt nebyli hodnoceni); “akutni reakce Stépu proti hostiteli; “chronicka reakce stépu proti hostiteli; "dosazena hladina
statistické vyznamnosti pfi multivariantni analyze s vylouéenim vlivu typu déarce, shody HLA a terapie ATG.; “statisticky

nesignifikantni

'No of the patients at least once positive for a genotype (patients with gB4 or with co-infection with two or more gB genotypes
were not evaluated); “Acute graft versus host disease; “Chronic graft versus host disease; “achieved level of statistical signifi-

cance in multivariate analysis adjusted to donor type, HLA matching and ATG therapy.; “nonsignificant;

p = 0,07) a naopak nizsi vyskyt chronické GVHD
(OR 0,37; p = 0,16). Vyskyt symptomatické infek-
ce byl relativné snizen u gB2 (OR 0,32; p = 0,15),
u gB3 bylo zvysSeno riziko rekurenci (OR 2,8;
p = 0,18). Stfedni doba piezivani byla nejvyssi
dil v8ak nebyl statisticky signifikantni. Porovna-
ni charakteristik infekce CMV u jednotlivych
genotypu gB ukazuje tabulka 4.

Pacienti, infikovani gB1, méli signifikantné niz-
§i virovou naloZ na pocatku infekce (p = 0,046).

not significant

[16] nalezli souvislost mezi gB3 a vrozenou hlu-
chotou u kongenitalné infikovanych déti, kdezto
Bale et. al. [17] naopak nachézeli tento genotyp
Castéji u asymptomaticky infikovanych novoro-
zenctu. U HIV-pozitivnich pacientt byly nalézany
rozdily v tkanové distribuci a zpasobu pienosu
jednotlivych genotypa [18, 19]. Nékteré studie
popisuji souvislost gB2 s postizenim CNS [20, 21,
22], jiné ji vSak nepotvrdily [23, 24, 25]. U p¥i-
jemcu transplantatt solidnich organa vétSina
studii neprokézala jednoznaé¢ny vliv genotypu gB
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Tab. 4. Charakteristiky cytomegalovirové infekce u pacientt s raznymi genotypy gB

Table 4. Characteristics of CMV infection in the patients with various gB genotypes

Genotyp
Znak infekce gB1 gB2 gB3 SmiSend infekce
vice genotypy
+ - P3 + - P + - P + - P
Pozitivni /pocet pacientw/ 11 12 | 0,57 6 17 0,5 8 15 | 0,66 5 19 |0,72
Pp65-antige- | Negativni /pocet pacientt/ 15 11 6 20 7 19 9 20
némie .
prumérny pocet 1 77 | 88 |081| 96 | 78 |0,77| 68 | 91 |0,85| 109 | 71 | 0,99
pp65-pozitivnich bunék
o v . . 2
Virova naloz | Prumérna hladina 3,02 | 3,5 |0,046]3,1931(3,19 | 0,9 | 3,42| 3,14| 021|298 | 3,3 | 0,21
na zaéatku infekce

"Poget pp65-pozitivnich bunék/ 2x105 perifernich leukocytt i u pacientti s pozitivni pp65-antigenemit; ?Primér In GE/ml krve;

P - dosazena hladina statistické vyznamnosti pfi multivariantni analyze

'No. of pp65-positive cells / 2x105 peripheral leukocytes in the patients with positive pp65-antigenemia; *Mean In GE/ml
blood; “achieved level of statistical significance in multivariate analysis

Tab. 5. Klinick4d manifestace cytomegalovirové infekce u pacientt s rozdilnymi gB genotypy

Table 5. Clinical manifestation of CMV infection in the patients with various gB genotypes

Genotyp Klinické projevy symptomatické infekce /poéet pacientu (%)/
Pancytopenie Organové postiienil ﬂspéénost antivirové terapie

gB1 (n = 16) 14 (88 %, Ns?) 7 (44 %, p, = 0,15) 16 (69 %, NS)

gB2 (n=5) 4 (80 %, NS) 4 (80 %, p = 0,15) 2 (40%, p = 0,12)

gB3 (n=38) 5(63 %, p = 0,075) 5 (63 %,NS) 5 (63 %, NS)

SmisSen4 infekce (n = 8) 7 (86 %, NS) 4 (50 %,NS) 5 (63 %, NS)

celkem (n = 28) 22 (79 %) 15 (54 %) 18 (64 %)

1pneumonie u 11 pacientt, gastroenteritis nebo hepatitis u 4 pacienty; %dosazena hladina statistické vyznamnosti pii multiva-
riantni analyze s vylou¢enim vlivu typu darce, shody HLA a terapie ATG. “statisticky nesignifikantni

1pneumonia in 11 patients, gastroenteritis or hepatitis in 4 patients; Zachieved level of statistical significance in multivariate
analysis adjusted to donor type, HLA matching and ATG therapy. “nonsignificant

na klinicky prabéh transplantace ¢i infekce CMV
[12, 26, 27, 28]. Nékteré prace vSsak dokumento-
valy zhorSenou prognézu u pacientd, soucasné
infikovanych vice kmeny CMV [29, 30, 31]. V nasi
studii byl u pacientu s gB1 pozorovan mirnéjsi
prubéh infekce, spojeny s niz§i virovou nalozi
a mensim rizikem generalizace a organového
postizeni. Zaroven vsSak tito pacienti méli vyssi
vyskyt AGVHD. Pacienti s gB2 méli naopak hor-
§i prabéh infekce s vys$sim rizikem organového
postiZeni a horsi odpovédi na antivirovou terapii.
Spojitost gB1 s lepsi prognézou infekce u prijem-
cu HSCT potvrzuji i jiné studie [33, 34]. Meyer-
-Konigova et. al. [35] zjistili, Ze gB1 neni schopen
infikovat lymfocyty. SniZena patogenita tohoto
genotypu u prijemctu HSCT by tedy mohla souvi-
set s jeho zhorSenou schopnosti S$itit se krvi.
S rozdilnym bunéénym tropismem gB1 muzZe sou-
viset i1 jeho vztah k AGVHD [34] nebo k akutni
rejekci $tépu u pacientu s transplantaci solidnich
organu [36]. Horsi prognéza infekce u pacientt
s gB2 byla popsana i ve studiich Hebarta et. al.
[37] nebo Woo et. al. [38]. Na rozdil od téchto

autort jsme vSak nenalezli u gB2-infikovanych
pacientt vyssi riziko symptomatické infekce, ale
pouze jeji horsi prubéh. Retiére et. al. [39] proka-
zal asociaci gB2 s genotypy HLA A11,A32 a DR11,
které jsou u piijemct transplantatu ledviny spo-
jeny s vysokym rizikem symptomatické infekce
CMV. Dusledkem této kombinace muze byt nedo-
konala prezentace antigennich peptida, odvoze-
nych z gB, imunitnimu systému hostitele a osla-
bena imunitni odpovéd na virovou infekci.
U genotypu gB3 byly nase vysledky v porovnani
se studii Torok-Storba et. al. [33] protichtdné:
zatimco v uvedené praci autoii prokazali u paci-
entd s gB3 zvysSené riziko umrti v dusledku mye-
losuprese, v nasem souboru byl tento genotyp
asociovan s niz$im rizikem pancytopenie u paci-
entu se symptomatickou infekei a s lepsi stiredni
dobou prezivani. Vysledky, které jsme ziskali,
mohou byt ovlivnény mensi velikosti naseho sou-
boru pacientu: vétsina rozdila, které jsme pozoro-
vali, nedosahla 95% hranice statistické vyznam-
nosti, a bude je tedy nutno potvrdit studiem
vétsiho souboru pacientt. Pfi¢inou rozdilnych
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vysledkt u jednotlivych studii mohou byt i rozdi-
ly v metodice: rizné vychozi soubory pacientt,
ruzné typy vzorku (klinické vzorky vs virové izo-
laty, ziskané na tkanovych kulturach), odlisnosti
ve sledovanych parametrech i ve zpusobu statis-
tického zpracovani dat. Nepochybné zde hraje
svoji roli i celkova variabilita CMV, ktera posti-
huje nejen gB, ale i fadu dal8ich funkéné vyznam-
nych genu. Na zakladé soucasnych védomosti
nedokazeme piedpovédét, ktery z nich bude mit

za

danych podminek infekce dominantni

roli. Toto hledisko je nutno mit na zieteli pti
interpretaci vysledka, ziskanych sledovanim
variability pouze jednoho z mnoha zadéastnénych
gend.

Zavéry

Patogenita CMV je komplexnim jevem, na kte-
rém se podili Ffada faktort jak virového, tak hos-
titelského ptvodu. Vysledky této studie naznacu-
ji, Ze jednotlivé genotypy gB maji vliv na prabéh
infekce i na pripadné komplikace u piijemct
HSCT. Tato pozorovani je vSak nutno ovérit na
vétsim souboru pacientt v kontextu se sledova-
nim variability dalsich dulezitych virovych gent.
Charakterizace virovych genetickych faktora,
ovlivilujicich patogenni projevy CMV, vyznamné
ovlivni péc¢i o pacienty s vysokym rizikem cyto-
megalovirové infekce.

Seznam zkratek:
AGVHD - akutni reakce $tépu proti hostiteli

ATG

— anti-thymocytarni imunoglobulin

CGVHD - chronicka reakce $tépu proti hostiteli

CMV — lidsky cytomegalovirus

CNS — centralni nervovy systém

¢B — cytomegalovirovy glykoprotein gB

GE — genom-ekvivalent

HLA — hlavni histokompatibilitni komplex

HSCT - transplantace kmenovych bunék
krvetvorby

OR — odds ratio

PCR — polymerazova tetézova reakce

Pp65 — virovy fosfoprotein o mol. vaze 65 KDal

RFLP — analyza polymorfismu produktu Stépeni
restrikénimi endonukleazami
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