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SOUHRN

Cil prace: Zjisténi incidence rezistence lidského cytomegalo-
viru (CMV) na virostatickou lé¢bu gancyklovirem u pacient(
po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bu-
nék. Jako klinicka rezistence (selhdni lécby) byl oznacen stav,
kdy po dvou tydnech fadné vedené lécby, nadale pretrvavala
nebo narlstala virova naloz v periferni krvi. Byl analyzovan
vztah mezi klinickou rezistenci a rozvojem CMV rezistentniho
kmene, u kterého byla ur¢ena mutace kodujici tuto zmenu.
Metody: V letech 2012-2014 bylo prospektivné sledovano
40 pacientl po alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék (HSCT) pro hematologickou malignitu,
ktefi byli léceni pro aktivni infekci lidskym cytomegalovirem
(CMV). U pripadd rezistentnich k 1é¢bé byla z klinickych
vzorkU izolovdana CMV DNA a sekvenovany ¢asti genu UL 97
a UL 54 spojené s rezistenci viru vUci virostatiku.

ABSTRACT

Vejrazkova E., Hubacek P., Kutova R., PliSkova L., Kostal
M., Stépanova V., Zavielova A., Radocha J., Mala E.,
Z&k P.: Ganciclovir treatment failure in adult allogeneic
hematopoietic stem cell transplant recipients with cyto-
megalovirus infection - a single centre experience
Objective: To determine the incidence of infection with
ganciclovir-resistant cytomegalovirus (CMV) in adult allo-
geneic hematopoietic stem cell transplant (HSCT) recipi-
ents. Clinical resistance or treatment failure was defined as
persistent DNAemia or increasing viral load in peripheral
blood after 2 weeks of virostatic treatment. The associa-
tion between the treatment failure and viral resistance was
analysed. The presence of ganciclovir - resistant CMV strains
was confirmed by genotypic testing able to detect mutations
conferring resistance.

Methods: In 2012 and 2014, 40 patients who underwent
allogeneic HSCT for hematologic malignancies and were
treated for human CMV reactivation/disease were followed
up prospectively. In patients with treatment failure, CMV DNA
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Vysledky: Jako klinicky rezistentni k 1écbé bylo oznaceno
sedm pripadd replikace CMV, ale pouze u dvou pacient(
byla prokdzana znama mutace zpUsobujici rezistenci na
gancyklovir (mutace L595F a M460I v oblasti UL 97). Mutace
(N510S v oblasti UL 97) byla prokdzana i u jednoho pacienta
s opakovanymi epizodami replikace viru, opakované lécené-
ho, nicméné nesplnujiciho kritéria klinické rezistence.
Zaveér: Nizka incidence zachytu mutaci, spojenych s rezistenci
CMV na gancyklovir, u relativné ¢astého klinického selhanf
|é¢by naznacuje, Ze mechanismus pomalé eliminace viru pfi
|é¢bé je pravdépodobné ¢astéji jiny nez vznik mutace viru
vedouci k |ékoveé rezistenci.

KLiCOVA SLOVA:

cytomegalovirus - gancyklovir - valgancyklovir - rezisten-
ce - transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

was isolated and analysed by nucleotide sequence analysis
of the UL 97 and UL 54 genes conferring resistance to the
virostatic agent.

Results: The treatment failure occurred in seven patients,
but ganciclovir resistance conferring mutations were only
detected in two of them (mutations L595F and M460l in the
UL 97 gene). Another mutation in the UL 97 gene (N510S)
was found in a patient with recurrent CMV replication who
needed to be retreated but did not meet the criteria for
treatment failure.

Conclusion: The low incidence of genetically confirmed
ganciclovir-resistant CMV isolates in HSCT recipients with
relatively common clinical treatment failure suggests that the
mechanism underlying slower viral clearance is often other
than mutations conferring ganciclovir resistance to the virus.

KEY WORDS:

human cytomegalovirus - ganciclovir - valganciclovir -
viral resistance - hematopoietic stem cell transplantation
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uvob

Pfed zavedenim virostatické terapie byla infekce lid-
skym cytomegalovirem (CMV) jednou z hlavnich pfi¢in
umrti pacientd po HSCT [1, 2, 3, 4]. S dostupnosti pro-
fylaktické a preemptivni 1é¢by virostatiky se mortalita
imorbidita spojend s CMV infekci snizila [1, 5], ale tato
terapie s sebou prineslairiziko vzniku k 1é¢bé rezistent-
nich kmend viru [6].

V bézné klinické praxijsou k dispozici 4 1éky pro celkové
podani: gancyklovir (GCV) a jeho peroralni derivat val-
gancyklovir (VGCV), foscarnet (FOS) a cidofovir (CDV)
[3, 7, 8]. V prvni linii 1é¢by je nejcastéji pouzivan GCV
[1,7, 8, 9], pro profylaktickou a preemptivni terapii pak
stale vice VGCV [1, 10]. FOS a CDV jsou vzhledem Kk to-
xicité 1é¢by zpravidla 1éky druhé volby [1, 7]. VSechny
tfi 1éky plisobi jako inhibitory virové DNA polymerazy
(kédované genem UL 54) [3, 7, 8].

GCVjenukleosidovy analog, ktery je vinfikované burice
inicidlné monofosforylovan virovou proteinkinazou
(kédovanou genem UL 97) a nasledné pak bunéénymi
kindzami dale fosforylovan do formy trifosfatu. Takto
aktivovany GCV kompetitivné inhibuje DNA polymera-
zu viru a zaroven se inkorporuje do virové DNA, ¢imz
zpomaluje, pfipadné zastavuje, jeji elongaci. CDV oproti
tomu potiebuje ke své aktivaci (fosforylaci) pouze bu-
nécné enzymy, a poté ucinkuje také jako kompetitivni
inhibitor podobné jako GCV. FOS je naopak piimy in-
hibitor virové polymerazy, ptisobici jako pyrofosfatovy
analog [7].

Rezistence viru na GCV je v 85-95 % zplisobena mutaci
v genu UL 97, kterd alteruje terciarni strukturu vazeb-
ného mista 1éku [11], coZ zptisobuje sniZeni jeho fosfo-
rylace, a tedy nizsi hladinu monofosforylovaného GCV.
To nasledné vede k nizsi hladiné GCV-trifosfatu, ktery
inhibuje virovou DNA polymerazu [3, 7, 8]. Intenzita
zbytkové fosforylace pak ovliviiuje miru citlivosti viru
v{ci 1léku. Mutace v genu pro virovou DNA polymerizu
(UL 54) mohou vést ke zvySené exonukledzové aktivi-
té, ktera vede k rozpoznani a selektivnimu vystfizeni
nukleotidovych analogi GCV a CDV z virové DNA [7, 12].
Dalsi mozna vysvétleni vzniku rezistence jsou pokles
selektivni inkorporace inhibitoru do prodluzujiciho se
fetézce virové DNA, pfipadné snizZeni afinity vci inhi-
bitoru, pfiemz toto je patrné i ptipad FOS, ktery neni
inkorporovan do virové DNA. Jednotlivé mechanismy
se mohou kombinovat a vést k mnohocetné rezistenci.
Mutace UL 54 také byvaji spojeny se silnéjsi rezisten-
ci viru vaci terapii [6].

Je popsano, Ze k1écbé méné citlivé kmeny se v celé popu-
laci viru vyskytuji jen v malém procentu (cozZ je patrné
dano jejich nizsi replikacni schopnosti) a v pribéhu
1éCby narista rezistentni frakee [3, 7]. K tomu dochazi
pfinedplné eliminaci virové replikace, k cemuz muze
dojit napf. pfi suboptimalnim davkovani léku (at uz
vlivem zhorSené absorpce ¢i nespolupraci pacienta),
ptiadekvatnilécbé vlivem selekéniho tlaku virostatika
nebo piiextrémnim imunodeficitu pacienta. Vzhledem
k tomu, Ze se tyto méné citlivé subpopulace viru mohou
v ptitomnosti virostatika dale replikovat, mohou se
vyvijet a mutovat, a tak ziskat lepsi replikac¢ni schop-
nosti pfi zachovani rezistence k terapii. Tim dochézi
k pfertistani ptivodniho citlivého viru velkou populaci
rezistentni mutanty. U pacientdl po HSCT je incidence
vzniku genetické rezistence na GCV odhadovana na
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2-8 % léCenych pacienti a obvykle se objevuje po 2-3
meésicich terapie [6, 8, 11, 13].

Dosud neni jedind obecné prijimana definice rezistence
vici virostatiklim, protoZe existuje vice hledisek pro
jeji posouzeni. Casto pouzivana je klinicka rezistence,
ta vSak nemusi byt dana jen biologickymi vlastnost-
mi viru, ale miZe zaviset na mife imunosupresivni
terapie, dosahovanych koncentracich 1ékd, dalsich
vlastnostech infekce a 1é¢by u jednotlivého pacienta,
stejné ale také napf. na nespolupraci pacienta [3, 14].
Klinicka rezistence, nebo selhanilécby, byva udavano
jako neklesajici naloz virové DNA po dvou tydnech
Tadné vedené terapie [6, 8, 15]. Néktefi autofi pouzivaji
Casovy interval jednoho tydne [7], jindy tfi tydnd [16].
Pro definovani skutecné virové rezistence je nezbytna
presna charakteristika virového kmene, kdy vycha-
zime z fenotypové a genotypové (sekvenacni) analyzy
pfitomného CMV.

Fenotypové metody jsou zaloZeny na stanoveni kon-
centrace léku potfebného pro redukci virového ristu
vbunécné kultute (zlatym standardem ziistava plakova
redukéni metoda a urceni 50% inhibi¢ni koncentra-
ce, IC.)) 3, 7, 8, 17, 18]. Takto definovana rezistence je
uvadéna jako urc¢ity (napf. dvoundasobny) narfist IC,,
viudi referenénimu virovému kmeni citlivému na GCV,
pfipadné je dand konkrétni hodnota IC,, (ta byva rtaz-
nymi zdroji uvadéna rtizné, napt. IC, = 6 - 12 pM pro
GCV, proFOSIC,, > 400-600 pM a pro CDV IC, > 2-4 pM)
[12, 17]. Fenotypové metody jsou vSak narocné jak na
zatizeni laboratofe pro praci s bunécnymi kulturami
a zZivym virem, tak na cas, protoZe CMV ma dlouhou
generacni dobu. Tyto metody jsou proto nevhodné pro
rutinni diagnostickou praxi, kdy mtze byt problém také
ziskat izolat z klinického vzorku, zejména po zahajeni
terapie. Navic, pokud je u jednoho pacienta smisena
populace viru, mize divoky citlivy virus pfertst rezis-
tentni variantu [17]. Fenotypové metody ale umoznuji
testovat klinicky vzorek, ktery se mfiZe sestavat z viro-
vych populaci majicich vice mutaci, a stanovit miru
rezistence takového vzorku jako celku [3]. Tyto metody
zlistavajizasadni pro verifikaci a urceni miry rezistence
u noveé popsanych mutaci virového genomu, které jsou
testovany pomoci rekombinantnich vira [3, 7, 8, 17, 18].
Genotypova rezistence je prokdzana molekuldrné-bio-
logickymi metodami, tj. prikazem mutace, diive lite-
rarné dokumentované. Testovani rezistence metodou
sekvencéni analyzy je nyni metodou prvni volby [3].
Zasadnimi vyhodami sekvenac¢nich metod je mozZnost
prikazurezistentniho viru pfimo z klinického vzorku,
detekce presné definovanych mutaci jiz z malych nalozi
viru (jiZz od 200 kopii CMV/ml krve), moznost stanoveni
mutantni subpopulace a jejich rychlost detekce (do 48
hodin). Vzhledem k dostupnym lékdm a jejich mecha-
nismu plisobeni jsou testovany oblasti virového genu UL
97aUL54 [3, 8]. Nejbéznéjsim zplisobem detekce mutaci
je sekvenacni analyza dané oblasti genu. Konvenéni
Sangerovo sekvenovani umoznuje detekovat mutovanou
populaci viru, pokud je jeji zastoupeni vyssi nez 20%
[8]. Pro rychlou detekci a screening mutaci 1ze pouzit
metody se $tépenim PCR produktl restrikénimi enzymy
(RFLP - restriction fragment length polymorphism),
analyzu polymorfismu délky restrikénich fragmenta,
ktera je zaloZena na vzniku nebo zdniku restrikéniho
mista v sekvenci vlivem mutace, pfipadné specifickou
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PCR s primery a sondami navrZzenymi pfimo pro detekci
urcité mutace [8, 13].

Rizikové faktory vzniku rezistence viru nejsou u pa-
cientdl po HSCT stdle zcela objasnéné [14]; nejcastéji jsou
jmenovany dlouhotrvajici expozice 1éku [3, 4, 10, 12, 15],
vysoka virova naloz [4, 12] a suboptimalni hladiny léku
[4, 15]. V jednotlivych studiich byvaji také uvedeny vy-
soké davky virostatik a vyrazna imunosuprese pacienta
[3, 12, 15], haploidentickid HSCT [6], opakované epizody
CMV replikace v priibéhu virostatické 1é¢by a sérostatus:
darce CMV séronegativni/recipient CMV séropozitivni
(D-/R+) [15]. Tyto situace mohou piimo vést k nedosta-
te¢né kontrolované replikaci viru béhem virostatické
1écby [6, 7, 8].

Cilem nasi prace je zjiSténi incidence rezistence lidského
cytomegaloviru (CMV) k virostatické 1écbé gancyklovi-
rem u pacientdl po alogenni transplantaci hematopoe-
tickych kmenovych bunék (HSCT).

METODY

Soubor nemocnych
Do prospektivniho sledovani byli zafazeni pacienti
po alogenni HSCT. Jednalo se o pacienty IV. interni

MM CML
1 %_\ 3%

Graf. 1. Pacienti - zastoupeni jednotlivych diagnéz

Fig. 1. Distribution of patients by diagnosis

ALL - akutni lymfoblasticka leukémie, AML - akutni
myeloidni leukémie, CLL - chronickd lymfaticka

leukémie, CML - chronicka myeloidni leukémie, MDS -
myelodysplasticky syndrom, MM - mnohocetny myelom, MPD
- myeloproliferativni choroby, NHL - nehodgkin(iv lymfom

ALL - acute lymphoblastic leukemia, AML - acute myeloid
leukemia, CLL - chronic lymphocytic leukemia, CML - chronic
myeloid leukemia, MDS - myelodysplastic syndrome, MM -
multiple myeloma, MPD - myeloproliferative diseases, NHL -
non-Hodgkin’s lymphoma
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Graf 2. Transplantacni rezimy

Fig 2. Transplant regimens

Bu - Busulfan, Cy - Cyklofostamid A, Flu - Fludarabin, MEL -
Melfalan, TBI - celotélové ozafeni, TG - Thymoglobulin,
Tre - Treosulfan, Vep - Vepesid

Bu - Busulfan, Cy - Cyclophosphamide A, Flu - Fludarabine,
MEL - Melphalan, TBI - total body irradiation,
TG - Thymoglobulin, Tre - Treosulfan, Vep - Vepesid

hematologické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové, ktefi byli transplantovani pro hematoonko-
logické onemocnéni. Od ¢ervence r. 2012 do dubna 2014
bylo do studie zafazeno 68 pacientdi, z nichz dva pod-
stoupili retransplantaci. Jednalo se 0 34 muzii a 34 Zen
s vékovym medidnem 53 let (v rozmezi 22-72 let) v dobé
transplantace. Alogenni transplantace byla provedena
u 32 pacientt s akutni myeloidni leukémii, 11 pacienti
s akutni lymfoblastickou leukémii, 9 pacientl s chro-
nickou lymfatickou leukémii, 6 pacientl pro myelo-
dysplasticky syndrom, 5 pacientl s Ph-myeloproliferaci,
4 pacientli s nehodgkinovym lymfomem, 2 nemocnych
s chronickou myeloidnileukémii a1 pacienta s mnoho-
Cetnym myelomem (graf1). Doba sledovanibyla alesponl
1rok po transplantaci.

U 88 % vykont byl pouzit pfipravny rezim kombinujici
fludarabin a busulfan s thymoglobulinem ¢i bez néj.
V 5 piipadech (7 %) bylo provedeno celotélové ozafeni
v davce 12 Gy (bliZe graf2). Darce byl v22 % piipadi HLA
identicky sourozenec, v 53 % pripadli nepiibuzny darce
HLA identicky v A, B, C, DR a DQ systému a v 24 % byl
pacient transplantovan s jednou neshodou v HLA systé-
mu (graf 3). Thymoglobulin byl poddn u 84 % transplan-
tacnich vykond; u neptfibuzenskych transplantaci nebo
v pfipadé neshody HLA byl podan v celkové davce 6 az
7,5mg/kg. Imunosupresivni léc¢ba byla podavana v kom-
binaci takrolimus a mykofenolat mofetil.

U vSech pacientl byla zaroven podavana standardni
profylaxe trimetoprimem/sulfametoxazolem proti



Pneumocystis jirovecii (2krat 960 mg 2krat tydné 2 dny po
sobé), acyklovirem (2krat 800 mg/den) a flukonazolem
(400 mg/den). Délka podavané profylaxe byla upravo-
vana podle pritomnosti reakce Stépu proti hosti-
teli a pfi imunosupresivni terapii. Specificka
profylaxe proti CMV nebyla nasazena u zadného z pa-
cientdl, s vyjimkou jednoho pacienta, ktery 296. den
po HSCT podstoupil transplantaci srdce, po které mél
profylaxi VGCV.

Schéma 1é¢by CMV

CMYV replikace byla konstatovana pii priikazu vice nez
100 kopii CMV DNA/ml plné krve (odpovida 91 Ul/ml).
Lécba CMV reaktivace byla zahdjena, pokud CMV naloz
prekrocila 1 000 kopii/ml, davkou VGCV 900 mg 2krat
denné do poklesu virové naloZe o 50 % a poté minimalné
2 tydny udrzovaci terapie 900 mg 1krat denné pfi nega-
tivnich vysledcich vySetfeni virémie. Lécba FOS byla
preferovana pfizavaznéjsi formé cytopenie. Pfi terapii
CMV nemoci byl podan GCV nebo FOS (podle schématu
GCV 5mg/kg 412 hodin po 2 tydny a nasledné 5 mg/kg/
den po2-4 tydny; FOS 90 mg/kg 412 hod po 2 tydny a poté
120 mg/kg/den 2-4 tydny do vymizeni symptom), u jed-
noho pacienta se soucasnou adenovirovou enteritidou
byl podan CDV (podle schématu 5 mg/kg jednou tydné
1. a2. tyden, dale jednou za dva tydny, léc¢ba byla kom-
binovana s probenecidem; nas pacient dostal 1 davku,

cmv status D-/R+

typ transplantace MUD
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pak byl pfeveden pfijiz odeznélé adenovirové enteritidé
na FOS) [19].

CMYV specificky hyperimunni globulin nebyl v nasi sku-
piné pacientl podavan, protoZe je podle doporuceni
evropské pracovni skupiny zamétené na infekce u he-
matologickych pacientl (ECIL - European Conference
on Infection in Leukemia) ke zvaZeni jeho pridani k vi-
rostatik@im jen pfi CMV pneumonii (sila doporuceni CII)
[20] a s jeho podavanim nemame na nasSem pracovisti
zkuSenosti.

Detekce CMV infekce

U pacientl po alogenni HSCT byla pravidelné monito-
rovana CMV virémie pomoci kvantitativni real-time
PCR z plné nesrazlivé periferni krve v EDTA. Frekvence
odbéri byla pfi nekomplikovaném pribéhu 1krat tydné
do dne 100 po HSCT a dale podle potfeby a klinického
stavu nemocnych. Sekvenc¢ni analyza pak byla provadéna
u pacientli suspektné rezistentnich k 16¢bé. Za klinickou
rezistenci k VGCV/GCV byl povazovan stav, kdy po 2 tyd-
nech fadné vedené terapie neklesala virémie, Sekvenacni
vySetfeni bylo provedeno i v pfipadé prolongovaného
vyluc¢ovani viru nebo pfiopakovanych reaktivacich CMV.
Nukleova kyselina byla ze zaslanych vzorka extraho-
vana pomoci QIAamp DNA Mini Kitu (Qiagen, Hilden,
Spolkova republika Némecko) podle pracovniho navodu
vyrobce pro izolaci DNA z biologického materialu.

D+/R+ D-/R- D+/R-

MMUD MSD

thymogIObu"n e -
0% 10 % 20% 30% 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90 % 100 %

Procentudlni zastoupeni pacient

Graf 3. Charakteristika pacientského souboru

Fig. 3. Characteristics of study patients

CMV status: D - CMV séronegativni darce, D+ CMV séropozitivni darce, R- CMV séronegativni pfijemce HSCT, R+ séropozitivni
pFijemce HSCT. Typ transplantace: MMUD - ¢astecné shodny nepfibuzny darce, MSD pIné shodny pfibuzensky darce

(sourozenec), MUD - plné shodny nepfibuzny dérce

CMV status: D - CMV seronegative donor, D + CMV seropositive donor, R- CMV seronegative HSCT recipient, R+ seropositive
HSCT recipient. Transplant type: MMUD - mismatched unrelated donor, MSD - matched sibling donor, MUD - matched unrelated

donor

2015,64,¢.3  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

163



164

PUVODNIi PRACE

Pacienti bez CMV
n=25

I Pacientis (MY

neindikovani k 1é¢bé
n=3

Pacienti s lé¢enou
cMv
n=40

Casna CMV
n=63

Lécené epizody
CMV
n=65

Graf 4. Cetnost infekce CMV a indikované lé¢by v nasem souboru. Proporéni vyskyt CMV €asné a pozdni infekce

Fig. 4. Incidence of CMV infection and indicated treatment in study patients. Cases of early vs late CMV infection.

Ke kvantitativnimu stanoveni virové DNA byl pouzit ko-
merc¢nikit CMV RG PCR (Qiagen, Hilden, Spolkova repub-
lika Némecko). Mez stanovitelnosti (kvantifikace) této
metody byla 500 kopii/ml, mez detekce pak 100 kopii/ml.
Pozitivni vzorky byly uchovany pro piipadné pozdéjsi
zpétné testovani k pfesnému urceni doby vzniku kon-
krétni mutace UL 97. Vzorky CMV DNA byly uchovany
pti teploté -20 °C.

Sekvenac¢ni analyza

Pfi sekvenacni analyze byly sekvenovany casti gent
UL 97 a UL 54 [21] a ziskané sekvence byly srovnavany
se sekvencemi referenc¢niho kmene CMV AD 169 pomo-
ci programu na detekci odchylek proti referenénimu
kmenu, ktery byl pro nase potfeby vytvofen (dostupny
na http://www.vejrazka.name/apps/med/dna/samp-
le_matching/). Pivodné byl program napsan pro auto-
matické vyhledavani veskerych mutacnich zmén a po-
lymorfismti CMV v oblasti UL 97 a UL 54 proti referen¢ni
sekvenci. Vysledek sekvenace je mozné ptimo zadat do
webové stranky. Program pak automaticky detekuje
shodu s vybranou referen¢ni sekvenci a zobrazi odchylky
v sekvenované DNA, a tak je analyza vzorku praktic-
ky okamzita. Vyhodou je, Ze program dokaze pracovat
istzv. degenerovanou sekvenci, ve které jsou na jednom
misté detekovany dva nukleotidy, zapsany podle mezi-
narodné uznavaného kédu - napt. sekvenacni hodnota
»M* je chapana jako ,nukleotid A a G“, hodnota , H*
znamena ,,nukleotid A a C a T* atd. Program mizZe byt
jednoduse rozsiten o dalsi referenc¢ni sekvence a je nyni
provozovan ve zkusebni verzi bez garance dostupnosti.
Ziskané vysledky tohoto porovnani DNA byly nasled-
né porovnany s nasi databazi polymorfisma a mutaci
(popsanych v literatute) a poté i némeckym programem
navyhleddvani mutaci CMV na http://www.informatik.
uniulm.de/ni/mitarbeiter/HKestler/hcmv) [3].

Statisticka analyza
Statistické zhodnoceni dat bylo provedeno v programu
SigmaPlot 11.0 pro Windows. Zavislost CMV reaktivace na
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jednotlivych faktorech byla hodnocena v kontingenc¢nich
tabulkach pomoci chi-kvadrat testu s Yatsovou korekci
a Fisherovym pfesnym testem, pokud byla kontingenc¢ni
tabulka ve formatu 2 x 2. Pouzita hladina vyznamnosti:
p=0,05. Datové grafy byly zpracovany pomoci programu
Microsoft Excel.

VYSLEDKY

U 43 pacientl (63 %) jsme detekovali celkem 89 epizod
detekce CMV (tj. pozitivni virémie pomoci PCR nebo pri-
kaz CMV v tkani imunohistochemicky), z toho ¢asnych,
tj. vzniklych do dne 100 po HSCT, 63 epizod (tj. 71 %)
a 26 pozdnich. U kazdé pozdni replikace u konkrétniho
pacienta vzdy pfedchdzela epizoda ¢asné CMV replikace.
Z uvedenych 89 CMV epizod byla zahajena preemptivni
1écba v 65 pripadech (tj. v 73 %, 51krat GCV nebo VCV,
13krat FOS a 1krat CDV) u celkem 40 pacientd (graf 4).
CMV nemoc (definovana jinde [22]) byla v naSem souboru
prokazana 9krat; opakované CMV kolitida a jednou CMV
retinitida. U 6 pacientl (9 %) byla celkem 8krat prokazana
CMV kolitida (5krat ¢asna v rozmezi 29.-84. den a 3krat
pozdni kolitida v rozmezi 132.-346. den). Déle bylo jednou
vysloveno podezieni na ¢asnou CMV kolitidu, ale nebyla
splnéna diagnosticka kritéria této nemoci. V jednom
pripadé pak byla pozorovana suspektni pozdni CMV pneu-
monie (den 450. po HSCT), s odpovidajicim klinickym
aradiologickym obrazem a vysokou CMV nalozi v BALu.
I pfi prokazané CMV nemoci jsme replikaci viru v peri-
ferni krvi detekovali zpravidla jen v malych kvantitach,
nejcastéji 10>-10°kopii/ml periferni krve.

Vjednom pripadé doslo k timrti pacienta s jaterni GVHD
majici moznou pti¢innou souvislost s CMV nemoci a téz-
kou enteritidou. Tento pacient byl klinicky rezistentni
k terapii gancyklovirem i foscarnetem, ale pfi opakované
sekvenaci klinického izolatu nebyla prokdzana mutace
CMV vedouci ke sniZené citlivosti na tato virostatika. Ve
zbytku souboru nedoslo k amrti, které by bylo v pfimé
souvislosti s CMV nemoci, a to véetné pacientdi s proka-
zanou rezistentni mutantou viru. Ve sledovaném obdobi

yoxs

zemfelo celkem 23 pacientdl (34 %). Pri¢inou imrti byla
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Tabulka 1. Pacienti s prokazanou mutaci CMV v UL 97
Table 1. Patients with a detected mutation in the CMV UL97 gene

Pacient 1 2 3

Pohlavi, vék (roky) muz, 34 muz, 48 zena, 60

Zakladni diagnéza AML CLL AML

Typ HSCT MMUD MUD MUD

PFipravny rezim Flu/Bu/Tg myeloablativni Flu/Treo/Tg myeloablativni | Flu/Bu/Tg myeloablativni

CMV sérostatus D-/R+ D-/R+ D-/R+

Engraftment*: leukocyty > 1x 109/, neutrofily |NEJARIZIS] 10/1/17 14/19/17

>0,5x109/I,

trombocyty > 20 x109/1

(dny od HSCT)

GVHD do doby vzniku a priikazu mutace ano (plicni, jaterni), chronicka ne ano (kozni), chronickd limitovana

extenzivni (celkova kortikoterapie) (lokaIni terapie)

Doba do 1. CMV reaktivace (dny od HSCT)/ 20/5 20/2 28/3

pocet epizod CMV reaktivaci do vzniku

a priikazu mutace

Doba do zahdjeni prvni lécby (dny od HSCT) 22 21 29

CMV nélozZ v dobé rozvoje klinické rezistence, 148 000 16 800 4510

CMV DNA kopii/ml (v periferni krvi)

CMV néloz v dobé objeveni se mutace, CMV neni k dispozici 1150 3160

DNA kopii/ml (v periferni krvi, zjiténo zpétné)

Maximalni peak reaktivace, CMV DNA kopii/ml [REZEKelelo] 82200 41400

(v periferni krvi)

Doba do rozvoje klinické rezistence (dny od 335 130 168

HSCT)

Doba do vzniku mutace (prokazano zpétné, Neni k dispozici 83 140

dny od HSCT)

Kumulativni Iééba do vysloveni klinické 7/VGCV +18/GCV, 14/FOS 18/CGV + 74/VGCV 90/VGCV

rezistence (dny)

Kumulativni Ié¢éba do vzniku mutace neni k dispozici 18/CGV + 31/VGCV 62/VGCV

(prokazano zpétné, dny)

Mutace - u v§ech zména kédujici rezistenci UL97 - N510S UL97 - L595F UL97 - M460I

k GCV

CMV nemoc/ poéet dni od HSCT ne kolitis/29 a 230 retinitis/266

Nemoc se vyvinula béhem virostatické Iécby --- ne ne

Klinicky vysledek, pFi¢ina umrti zemrel na relaps a progresi Zije Zije

zakladniho onemocnéni

CMV cy

virus, cp/ml - kopie DNA/mI, D-CMV séronegativni darce,
F - fenylalanin, Flu - Fludaratin, FOS - foscarnet, GCV - gancyklovir, GVHD - reakce §tépu proti hostiteli, HSCT - transplantace hematopoetickych kmenovych bunék,

| - izoleucin, L - leucin, M - methionin, MMUD - ¢astecné shodny nepfibuzny darce, MUD -pIné shodny nepfibuzny darce, N - asparagin, R" - CMV séronegativni pfijemce,
R* - CMV séropozitivni pFijemce, S - serin,Tg - thy bulin, Treo - tr Ifat, VGCV - val iclovir.

h,

AML - acute myeloid leukemia, Bu - Busulfan, CLL - chronic ly ytic | CMV cy lovirus, cp/ml - DNA copies/ml, D- CMV seronegative donor, F -
phenylalanine, Flu - Fludaratin, FOS - foscarnet, GCV - ganciclovir, GVHD - graft versus host di: HSCT - h ic stem cell transplantation, | - isoleucine, L

- leucine, M - methionine, MMUD - mismatched unrelated donor, MUD - matched unrelated donor, N - asparagine, R CMV - seronegative recipient, R* CMV - seropositive
recipient, S - serine,Tg - thy! Treo - tr Ifan, VGCV -

iclovir

*Datum p¥ihojeni je definovano jako prvni den ze tfi po sobé nasledujicich dni spliiujicich kvantitativni kritérium, pficemz p
to datem [36].

i transfuze byla alespoii 7 dni pfed tim-

*Date of engraftment is defined as the first of three consecutive days on which the quantitative criterion is met, with the last blood transfusion given not less than seven
days before this date [36].

nejcastéji infek¢éni komplikace (mimo CMV) a relaps
a progrese zakladni nemoci.

Podezfeni na klinickou rezistenci CMV viici virostatikim
bylo vysloveno v 7 ptipadech, tj. u 10 % transplantova-
nych a 17,5 % 1écenych. Ve tfech ptfipadech (tj. u 4 %
transplantaci, ve 3 % ze vSech CMV replikaci) byla pro-

kazana rezistence na gancyklovir v oblasti UL 97 (mutace
L595F, N510S a M4601, viz tabulka 1). Tyto kodony byly
jiz v drivéjsich pracich prokazany jako oblasti, obsahu-
jici mutace spojené s touto rezistenci [23-28]. U kazdého
pacienta se jednalo o jednu prokazanou genotypovou
rezistenci v oblasti UL 97 vedouci k rezistenci na GCV,
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zadnd mutace v UL 54 nebyla nalezena. Dva ze tii pa-
cientdi s prokazanou genotypovou rezistenci byli klinicky
rezistentni k 1écbé, ale pacient s mutaci L595F nesplrioval
definovand kritéria klinické rezistence. U tohoto pacienta
bylo prokazano 5 epizod reaktivace CMV, pticemz 1écba
virostatiky byla podana ve dvou piipadech.

U pacientt klinicky rezistentnich k 1é¢bé se vyrazné cas-
téji objevovala CMV nemoc nez ve zbytku souboru - z pro-
kazanych 9 CMV nemoci se 6 pfipadli vyvinulo u klinicky
rezistentnich pacientdl, z nichZ dva méli genotypovou
rezistenci vici virostatikim.

U prokazané genotypové rezistence byla doba do zahajeni
testovani 130-338 dni od transplantace, po kumulativni
dobé 1éceni 25 dni VGCV/GCV a 14 dnech FOS v jednom
pripadé a po 90, respektive 92 dnech 1é¢by VGCV u dru-
hych dvou pacientdi. V tu dobu byla virova naloz v plné
krvi 10** kopii/ml DNA CMV.

V nasem souboru nebyl statisticky signifikantni rozdil ve
vzniku CMV reaktivace piirozdéleni pacientti do skupin
podle HLA shody (plné shodny ptibuzensky darce (souro-
zenec) vs. plné shodny neptibuzensky darce vs. Castecné
shodny nepfibuzensky darce p = 0,277, Fishertiv test), ani
podle intenzity transplantacniho rezimu (myeloablativni
vs. nemyeloablativni, p = 0,217), ani pfi rozdéleni pa-
cientd podle podani thymoglobulinu v ramci piipravného
rezimu (podan/nepodan p = 0,516).

DISKUSE

Incidence klinické rezistence byla v naSem souboru
transplantovanych pacienti 10% a mutace v oblasti UL 97
byly prokazany ve 4 %. Tyto hodnoty jsou ve shodé s dal-
§imi autory [6, 8, 11, 29, 30]. Tato ¢isla ukazuji, ze pfi¢ina
pomalé eliminace viru pfi 1é¢bé je i v nasSem pripadé
k 1ékové rezistenci. Tato pomala eliminace viru je patr-
né zpisobena nedostatecnou imunologickou kontrolou
virové replikace pii téZké imunosupresi, pfipadné nedo-
statecnou koncentraci 1ékd v cilovych kompartmentech
[3, 14].

Ackoliv se rezistentni kmeny objevily pouze u pacientit
se sérostatem D-/R+, jednoznacny vztah nebyl potvrzen
(p = 0,394), coz muZze byt dano velikosti souboru.
Literarné je sérostatus D-/R+ po HSCT rizikovéjsi stran
opakovanych CMV infektdi, virové replikace a jejich 1é¢-
by, coZ zvySuje riziko, Ze se vyvine virova mutace [31].
Z Klinicky rezistentnich pacienti mélo sérostatus D-/R+
pét nemocnych, zbyli dva pacienti byli D+/R+ (p = 0,888).
Ve srovnani s velkou retrospektivni studii provedenou
u profylakticky zajisténych piijemct solidnich organi
(n = 240) Limayem et al. [32], ktery popisuje u pacien-
tl s rezistentnimi kmeny 20% vyskyt CMV nemoci, se
v nasem souboru CMV nemoc vyvinula u 2 ze 3 pacientit
s prokdzanou virovou rezistenci. Vztazeno na klinicky
rezistentni pacienty se jednalo dokonce o 67 % vSech CMV
nemoci (6 z 9) v souboru. Na rozdil od prace Luraina et
al. [17], ktery popsal, Ze minimalné polovina pacientl
s CMV nemoci a prokazané rezistentnim virem zemfela
na primé nasledky této nemoci, nasi 2 pacienti s prokaza-
nou mutaci UL 97 CMV nemoc pfekonali, byt u pacientky
s CMV retinitidou doslo ke zhorSeni vizu na postiZzeném
oku. Tteti pacient zemftel pozdéji pfi progresi zdkladni
nemoci z dvodu srdecni tamponady pii leukemické in-
filtraci perikardu, a tedy bez souvislosti s rezistentnim
virem. Zde se vSak mlZe zcela projevit fakt, Ze Lurain pra-
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coval s pacienty po transplantaci solidnich organt (SOT).
Boutolleau [4], v jehoZ souboru byli pacienti jak po SOT,
tak i HSCT, popisuje umrti pouze jednoho z 11 pacient
s rezistentnimi CMV. Rozdily v jednotlivych souborech
mohou byt dany riznymi pacientskymi soubory, stejné
jako moznym riznym nastavenim hranice pro zahijeni
antivirové terapie a odli$nosti 1é¢ebnych reZimi, proto-
Ze v uvedenych pracich nejsou presné uvedena lécebna
schémata (zejména pro GCV a FOS), a naSe zkuSenosti
jsou vyhradné od pacientfi po HSCT.

Narozdil od studie van den Beek [14], kterd popsala selha-
ni 1lécebné odpovédi v 96 % pripadt (u 25z 26 pacientdl) jiz
pfi prvni zahdjené preemptivni terapii, nasi nemocni byli
ptevazné vysetfeni pro klinickou rezistenci az pti dalsich
1écenych epizodach CMV replikace: pti druhé 8 pacienti
ave tfeti 4 pacienti. K selhani 1é¢by v prvni epizodé doslo
jen u 4 pacientd (z Sestndcti). Van den Beek ale kromé
toho, Ze pracuje s pacienty po HSCT s depletovanymi
T lymfocyty ve §tépu, pouziva jinou definici klinické re-
zistence, kde vychazi z absolutnich hodnot CMV naloze
(vice nez1000 kopii/ml po 2 tydnech 1écby). My jsme vy-
chazeli z definice, ktera zohlednuje trend poklesu naloze
pti 1é¢bé. Definice v uvedené studii je proto ,,piisnéjsi“
neznase, coz mize vysvétlit selhani 1é¢by u vétsiny jejich
pacientt jiz béhem prvni epizody. Také Lurain [17] ve
své studii udava vznik virové rezistence po druhé a tfeti
1éCené epizodé CMV.

U tfech pacientl byla prokdzana virova rezistence na gan-
cyklovir v oblasti UL 97, jak je prezentovano v tabulce 1.
Detekované mutace v kodonech L595F, N510S a M460I
byly popsany se spojeni s rezistenci na GCV [23-28].
Mutace v kodonech 460, 594 a 595 patii mezi nejcastéjsi
genotypy spojené s rezistenci na GCV [33]. Nami proka-
zana mutace M4601 patfi mezi casné mutace, také L595F
byva v klinickych izolatech nalézana, méné casto pak
N510S. Prokazali jsme pouze jednu mutaci u kazdého
pacienta, coz je ve shodé s jinymi autory, vicecetné
mutace (at jiZ v jedné oblasti, nebo v UL 97 a 54 zaroveri)
nebo zkfizena rezistence byva popisovana méné casto
[34]. Protoze valgancyklovir nebo gancyklovir byl poda-
van pro 1é¢bu nejcastéji, vyskytly se v naSem souboru
pouze mutace spojené s timto lékem. Divodem mize
byt i to, Ze 1é¢ba FOS trvala zpravidla kratsi dobu nez
GCV, a vnaSem souboru pacient@ byla i¢inna, protoze
po jeho podani dochazelo k rychlé eliminaci viru z or-
ganismu.

V nasi praci jsme k priikazu virové rezistence vychazeli
vylucné z techniky sekvenovani, a pak byly vysledky
analyzy srovnany s literarné dokumentovanymi muta-
cemi. Metody fenotypové analyzy nejsou v Ceské repub-
lice dostupné, a nemohli jsme tedy vzorky od klinicky
rezistentnich pacientd testovat i témito metodami. Je
proto teoreticky mozné, Ze jsme v souboru zachytili
polymorfismy, které jeSté nebyly popsany a publiko-
vany jako mutace vedouci ke snizené citlivosti na GCV,
a proto miiZe byt skute¢ny vyskyt rezistentnich mutaci
0 néco vyssi. V ramci tohoto projektu jsme se zamérili
na vyskyt genotypové rezistence u dospélych pacienti
po HSCT a dalsi mozné priciny klinického selhani 1é¢by
nebyly studovany. V této souvislosti je ¢asto zvazovany
napt. vlivsuboptimalniho davkovani virostatiky [3, 7, 8].
Tyto vzorky pro méfeni hladin GCV byly odebirany
auchovany, ale nejedna se o dosud standardni testovani,
a proto budou ziskana data analyzovana v dalsi fazi této



prace spolu s rozborem dal$ich vlivil ovliviiujici méfeni
hladiny GCV.

U pacientdi €. 2 a 3, u kterych po 2 tydnech 1écby nebyla
dosazena odpovéd na virostatikum a byla prokazana
mutace v UL 97, byla doba rozvoje klinické rezistence
130 a 168 dni od HSCT (respektive 110 a 140 dni po prvni
detekci CMV u pacienta), podobné jako u jiZ zminované
studie Boutolleau [4] (median 145 dni), a doslo k ni po
92 dnech kumulativni 1écby val/gancyklovirem, respek-
tive 90 dnech gancyklovirem. Také Gilbert a Boivin [7]
ve své analyze 3 studii u pacientd po transplantaci plic
uvadeéji prikaz virové rezistence po kumulativni délce
1é¢by 79-100 dni po transplantaci, Shmueli [6] uvadi
mirné krat$i median 1é¢by - 70 dni (39-330 dni po HSCT),
naopak Lurain [17] u pacientd po SOT delsi - 194 dni. Zde
se jisté muiZe projevit heterogenita pacientskych sou-
borli - rizné transplantované organy, ruzné piipravné
rezimy, riizny druh imunosupresivni 1é¢by a nejednotné
1éCebné rezimy CMV. Pacienti po SOT ze zmirovanych
studii byli také casto zajisténi val/ganciclovirem profy-
lakticky, coz muZze vést k oddaleni CMV replikace a na
druhou stranu muze vést, dojde-li k proliferaci CMV, ke
snadnéjs$imu vyvoji virové rezistence. Emery a Griffiths
[35] ve své praci z roku 2000 na zakladé vysledki ziska-
nych od pacientii s AIDS ukazali pomoci matematickych
modeld, Ze Géinnost i. v. GCV vici divokému viru je
91,5% a prfi v té dobé podavaném p. o. GCV (ktery ma
ale horsi biologickou dostupnost nez VGCV [1]) je 46,5%
[35], ale u rezistentni mutanty (jako s typickym rezis-
tentnim kmenem je v této praci pocitano s mutantou
UL 97 L595F a s dvojitou mutaci v UL 97 M460V + L595F)
jen 62%, respektive 35%. Pfi prolongovaném podavani
GCV tak dochazi k postupnému exponencidlnimu nards-
tu dvou populaci - divokého typu a rezistentni mutanty.
Na zakladé tdaji o replikacni schopnosti mutanty L595F
vytvorili matematicky model narastl rezistentni frak-
ce. Pokud je pocitano, ze v ivodu je rezistentni kmen
zastoupen pouze 0,5% populaci, pak po 21denni terapii
GCV vzroste asi 3nasobné, tj. pouze na cca 1,7 %. Pokud
je vSak GCV podavan dlouhodobé, mutanta se dale re-
plikuje, dochazi k exponencialnimu ristu, a v den 145.
1é¢by dosahuje rezistentni kmen 30 % CMV populace
avden150. jiz vice nez 90 %, prestoze v ivodu byla mu-
tanta zastoupena 0,5 % populaci. Vnasem souboru doslo
k projevu nartistu naloze mutovaného viru - tj. klinické
rezistenci - u pacienta ¢. 2 po 92 dnech 1é¢by kombi-
nované i. v. a p. o. 1é¢by a u pacienta ¢. 3 po 90 dnech
P. 0. 1é¢by. Toto naznacuje podobny princip i u nasich
pacient. Virova rezistence u pacienta ¢. 1 byla testovina
mnohem pozdéji, 11 mésich po transplantaci. U tohoto
pacienta jsme vSak nezaznamenali prolongovanou per-
zistenci viru, ale dochazelo k opakovanym reaktivacim
v nizkych kvantitach (nejcastéji v neléCenych kvantitach
102, méné casto pak 10° kopii/ml CMV DNA, kdy jizZ byla
podavana lécba). Sekvenace viru byla provedena az pti
5. epizodé, kdy se virus nahle replikoval do hodnot 10°
kopii/mlkrve. V tu dobu se jednalo o intenzivné 1écené-
ho téZce imunosuprimovaného pacienta se 4. relapsem
akutni myeloidni leukémie, s chronickou extenzivni
GVHD a po 1é¢bé rituximabem pro post-transplantaéni
EBV-asociovanou lymfoproliferaci. Po zahajeni 1écby
foscarnetem virova ndloz rychle klesla do negativnich
hodnot. Mutace byla zjiSténa po kumulativni 1écbé
25 dni val/gancyklovirem + 14 dni foscarnetem.

PUVODNIi PRACE

Nase prace umoznuje sledovat vyvoj mutace viru v case,
a je tedy mozné zjistit, kdy pfesné se dana mutace obje-
vila a za jakou dobu se projevila klinicky. Takovou ,,Ca-
sovou osu“ bylo mozné sestavit u dvou rezistentnich pa-
cienti. U pacienta . 2 se jednalo o 43 dni a u pacienta
¢. 3028 dni, kdy byli nadale 1é¢eni valgancyklovirem,
ajizseunich vyvijelarezistentni mutanta (viz tabulkal).
Tento interval je tedy v nasi studii dobou, kdy je tr-
vale podavana 1écba, pii které mize mutovany a re-
zistentni virus prertistat rychleji se replikujici divokou
(tj. citlivou) populaci viru, anizZ by se jesté projevil
klinicky.

ZAVER

Dostupnost terapie CMV infekci snizila mortalitu i mor-
biditu pacienti po HSCT. V poslednich letech se ale setka-
vame se selhanim této 1é¢by jako se zavaznou komplikaci
podavani virostatik. Nase data podporuji tezi, Ze v sou-
Casnosti je jen mens$i ¢ast klinicky rezistentnich ptipadi
virové replikace CMV u dospélych piijemct alogenniho
transplantatu HSCT zplisobena pravou virovou rezisten-
ci. Testovani a nové poznatky tykajici se citlivosti CMV
vaci virostatikim pomahaji optimalizovat pfistup ke
konkrétnimu pacientovi a budou dale nabyvat vyznamu
pfi uzivani nové virostatické 1écby.

Podékovani

Dékujeme 1ékafiim IV. interni kliniky FNHK, zejména
z transplantac¢ni a intermedialni jednotky, vSem oSetiu-
jicim 1ékaiim a zdravotnim sestram, stejné tak pracov-
nik@im Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FNHK.
Velké podékovani patfi také panu Jifimu Vejrazkovi za
sestaveni softwaru na detekci zmén mutaci a pani Mirce
Zidové za pomoc se shromazdovanim dat.
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