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Souhrn

Uvod: Efektivni imunitni odpovéd’, zejména T-bunéénd, je nezbytna pro kontrolu CMYV infekce. Déti po transplanta-
ci kmenovych bunék krvetvorby jsou vysoce ohrozenou skupinou, protoze vlivem transplanta¢nich rezimu u nich
dochazi k sekundarnimu imunodeficitu, coz vede k opakovanym, ¢asto Zivot ohrozujicim, reaktivacim CMV s nut-
nosti 16¢by virostatiky. Metody: VySet¥ili jsme ex vivo CMV antigenem vyvolanou odpovéd mononukleirnich bunék
periferni krve 57 zdravych dobrovolnikii a 10 pacienti 2 a vice let po transplantaci. Méfeni intracelularnich cytoki-
nu (IFN-y a IL-2), aktivacni molekuly CD154 (CD40L) a markeru degranulace (CD107a) pomoci mnohobarevné prii-
tokové cytometrie nam umoznilo definovat rizné podtypy CD4+ a CD8+ T-bunécné odpovédi. Vysledky: Porovna-
nim CMYV séropozitivnich a séronegativnich dobrovolniki jsme nalezli v ramci odpovédi CD4+ T-lymfocyti dvé po-
pulace bunék relevantni pro kontrolu CMYV infekce: IFN-y +/CD40L+ a IFN-y +/IL-2+/CD40L+. V ramci odpovédi
CD8+ T-lymfocyti se jednalo o 5 populaci: IFN-y +/IL-2+/CD107a+/CD40L+, IFN-y +/IL-2+/CD40L+, IFN-y +/IL2+,
IFN-y +/CD40L+ a IFN-y +. Pri srovnani détskych a dospélych CMYV pozitivnich dobrovolniku s pacienty s klinicky
plné obnovenou imunitou vice nez dva roky po HSCT jsme nenalezli statisticky vyznamné rozdily, coZ znamena, zZe
CMYV specificka imunita je u nich pIné funkéné obnovena. Nakonec demonstrujeme porovnani profilu imunitni funk-
ce pacientu v riziku reaktivace s pacienty s plné obnovenou imunitou. Zdvér: Ex vivo stanoveni CMYV specifické T
bunécné odpovédi je uzZitecnym nastrojem monitorovani imunity pacientii po HSCT a vhodné dopliiuje jiz zavedené
metody sledovani pacienti pomoci kvantitativniho PCR.

Klic¢ova slova: cytomegalovirus, transplantace kmenovych bunék krvetvorby, intracelularni detekce cytokini, prii-
tokova cytometrie, rekonstituce imunity

Summary
Krol L., Kotus D., Thiirner D., Hubacek P., Sedlacek P., Hrusak O., Stary J., Kalina T.: Cytome-
galovirus — specific cellular imunity: profile of immune function assesment provides clinically relevant answer

Introduction: Effective immune response, mediated by T-cells in particular, is necessary to control CMV infection.
Children after hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) are highly vulnerable to repeated, often life-threate-
ning CMYV infections, due to secondary immunodeficiency caused by conditioning regimens. Methods: We examined
peripheral blood mononuclear cells of 57 healthy volunteers and 10 patients two or more years after HSCT for CMV
antigen evoked ex vivo T-cell responses. We compared responses between CMYV positive and CMYV negative donors.
We also compared responses among the CMV-positive children, adults and patients recovered two or more years af-
ter HSCT. Measurement of intracellular cytokines (IFN-y and IL-2), activation molecule CD154 (CD40L), a marker
of degranulation (CD107a) allowed us to define different subsets of CD4+ and CDS8 + T-cell responses using multico-
lor flow cytometry. Results: We found following subsets relevant for CMV control by comparing CMYV seropositive
and seronegative volunteers among CD4+ T-cells: IFN-y+/CD40L+ and IFN-y+/IL-2+/CD40L+. There were also five
relevant populations among CD8+ T-cells: IFN-y+/ IL-2+/CD107a+/CD40L+, IFN-y+/IL-2+/CD40L+, IFN-y+/IL2+,
IFN-v+/CD40L+ and IFN-y+. When comparing children’s and adult healthy donors to patients 2 or more years after
HSCT with fully restored immunity, we found no statistically significant differences, thus CMYV specific immunity is
fully restored after HSCT. Finally, we demonstrate comparison of the immune function profile of patients at risk of
reactivation with those with fully restored immunity. Conclusion: In conclusion, ex vivo testing of CMV specific T-
cell immune responses is a valuable tool for immune monitoring of patients after HSCT and complements the alrea-
dy established method of CMYV viral load monitoring using quantitative PCR.

Key words: cytomegalovirus, hematopoietic stem cell transplantation, intracellular detection of cytokines, flow-
cytometry, immune reconstitution
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Uvod

Cytomegalovirus (CMV) je herpeticky virus z rodiny
beta-herpesviridae. Jednd se o béZny patogen, kterym je
infikovano 50-90 % dospélé populace, pri¢emzZ procen-
to séropozitivnich jedincl stoupd s vékem (1).

U imunokompetentnich jedinci je primoinfekce CMV
nejcasteji asymptomatickd, pouze ojedinéle vede k hore¢-
ce a tonsilitidé a obrazu mononucleosis-like syndromu.
Po primoinfekci nésleduje latentni faze, kdy virus pfezi-
vd zejména v makrofdzich a jeho aktivita je limitovana
funkci imunitniho systému, pfedev§im T-lymfocyti hos-
titele. CMV tak latentné perzistuje v hostiteli po zbytek
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Zivota s ob&asnymi, zpravidla asymptomatickymi reakti-
vacemi.

Zcela odlis$nd situace je u imunokompromitovanych pa-
cientti, u kterych bez virostatické terapie mtize CMV in-
fekce probihat fulminantné. Rozviji se viremie s hore¢-
kou a leukopenii a s poskozenim organil je spojen obraz
rozvinuté CMV nemoci. Cilovymi orgdny jsou zejména pli-
ce, centrdlni nervovy systém, jitra a travici systém, u HIV
pozitivnich pacientl typicky retina. Nejcastéji se jednd o re-
aktivaci latentntho CMV, méné Casto pak o primoinfekci.

Déti po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby
(HSCT - hematopoietic stem cell transplantation) jsou vy-
soce ohroZenou skupinou, nebot’ normalni funkce imunit-
niho systému, zv1asté T-lymfocytl, se vlivem pouZitych
transplantacnich rezZiml obnovuje za 1 az 2 roky po
HSCT (2). CMV proto zlstava pri¢inou signifikantni mor-
bidity a mortality i pfes vyrazné pokroky v diagnostice
alécbeé (3, 4).

Mezi hlavni rizikové faktory u pacientti po HSCT pat-
i CMV sérostatus darce a prijemce (5), pfi¢emz nejrizi-
kovejsi kombinaci je CMV séropozitivni pfijemce trans-
plantovany Stépem CMYV séronegativniho dérce (6) a re-
akce Stépu proti hostiteli (GVHD - graft versus host di-
sease) s nutnosti 1é¢by kortikoidy, které inhibuji funkci T-
lymfocytl (7).

Existuje nékolik terapeutickych schémat, pficemz cilem
vSech je zahdjit terapii jeSté¢ v okamZiku viremie, protoZe
mortalita rozvinuté CMV nemoci se pohybuje kolem 90
%. V minulosti pouzivany tzv. preventivni reZim, kdy se
vSichni pacienti 1é¢ili v prvnich 3 mésicich po HSCT gan-
ciklovirem (GCV), se dnes jiZ témér nepouziva. Jeho Cas-
tou komplikacf totiZ byla tzv. pozdni CMV nemoc, opét
s vysokou mortalitou, kterd se objevila po ukonceni pre-
ventivni 1écby GCV. Hlavnimi pfi¢inami pozdni CMV ne-
moci jsou v tomto pifpadé pravdépodobné myelotoxicky
ucinek GCV vedouci k pomalé rekonstituci specifické bu-
né¢né imunity a nizké mnozstvi CMV antigent, které by
stimulovaly funkci CMV specifickych T-lymfocyti.

Proto je dnes standardem v 1écbé CMV tzv. preemptiv-
ni reZim, kdy jsou vSichni pacienti po HSCT monitorova-
ni od dne +7 po HSCT pomoci kvantitativniho PCR a pri
vzestupu poctu CMYV kopif nad urcity prih je zahdjena 1é¢-
ba GCV (8, 9). Tento pfistup umoznil usetfit ¢ast pacientt
nezadoucich uc¢inku virostatik a vytvofil u nich prostor pro
rekonstituci CMV specifické imunity, protoZe T-lymfocy-
ty jsou stimulovény urcitou podprahovou virovou naloZi.

Dlouhodoba protekce je zprostfedkovdna rekonstituc{
CMV specifické imunity, zejména T-lymfocyty (7). I pre-
sto, Ze bylo provedeno mnoho studii u imunokompromi-
tovanych pacient(, zdstavaji nase znalosti protektivnich
faktord velmi omezené (10-13). Ukazuje se, Ze dostatec-
nou imunitni odpovéd neni moZno predikovat pouze na
zakladé po¢tu CMV specifickych lymfocytl (méfeni po-
moci CMV tetrametri) (14) nebo mnozstvi lymfocytt
produkujicich interferon gama (IFN-vy) (12).

ProtoZe v dneSni dobé je standardem monitorovéni pa-
cientll po HSCT pomoci PCR (15) a neexistuje jasny ko-
reldt protekce pfi studiu lymfocytd pomoci detekce pro-

dukce IFN-y, rozhodli jsme se vytvorit 8barevny panel
protilatek, ktery umoznuje simultdnni detekci esencial-
nich funkci CD4+ a CD8+ T-lymfocytl z 1 vzorku krve
metodou mnohobarevné pritokové cytometrie. Mezi
esencialni funkce se fadi produkce IFN-y (hlavni proza-
nétlivy cytokin) a interleukinu 2 (IL-2 — rdstovy faktor
lymfocyti), zvyseni exprese CD40 ligandu (CD40L —
marker ¢asné odpovédi CD4+ lymfocytil) a membrano-
vé exprese CD107a (LAMPI protein — marker degranu-
lace CD8+ lymfocytil) po stimulaci CMV antigeny. Na-
vic se domnivdme, Ze ve skupiné pacientd lé¢enych pfi
vzestupu poctu kopii CMV stéle existuje ¢dst pacientd,
ktef{ maji dobrou rekonstituci CMV specifickych T-lym-
focytd i pfi nizkych celkovych poctech lymfocytid a kte-
i by mohli byt uSetfeni nezddoucich efekti 16¢by viros-
tatiky. Cilem prezentované studie je ovéfit specifictu ur-
¢eni CMV specifickych lymfocyti porovnanim CMV-sé-
ropozitivnich dobrovolnikli s dobrovolniky naivnimi
(CMV séronegativnimi). Vzhledem k zaméfeni naseho
pracovisté na HSCT v détském veéku jsme porovndvali
frekvence CMV specifickych lymfocyti u pacientil ¢as-
né po transplantaci a pacientd, ktef{ dspé$né obnovili T-
bunéénou imunitu vice nez 2 roky po HSCT. Zavérem po-
rovnavame vybrané profily pacientid ¢asné po HSCT, kte-
if CMV kontroluji s t¢mi, ktetf CMV nekontroluji.

Material a metodika

Dobrovolnici a pacienti

Krevni vzorky byly ziskdny od 19 zdravych dospélych
dobrovolnikti a 38 déti, u kterych se jednalo o zbytek
vzorku krve, ktery jim byl odebrdn na rutinni vySetfen{
krevniho obrazu. U vSech dobrovolnikii byl vySetien
CMV sérostatus. Blizs§{ charakteristika dobrovolniki je
uvedena v tabulce 1. Vysledky ziskané od téchto dobro-
volnikd byly porovnany s vysledky skupiny 10 pacientt
2 a vice let po HSCT, jejichZ charakteristika je uvedena
v tabulce 2, kterym byl odebran vzorek krve pfi vyroci po

Tab. 1. Charakteristika zdravych dobrovolnik.

Charakteristika | Celkem (n=57)
Zastoupeni dle véku
Dospéli 19
Déti 38
Vek dobrovolniki v letech, medidn (rozmezi) 17 (5-46)
Dospéli 29 (24-46)
Déti 15 (5-18)
Zastoupeni dle pohlavi (muzZi/Zeny)
Celkem 24/33
Dospéli 6/13
Déti 18/20
CMV sérostatus, N (%)
CMV pozitivni dospéli 15 (26,32)
CMV negativni dospéli 4(7,02)
CMV pozitivni déti 13 (22,81)
CMV negativni déti 25 (43,86)
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Tab. 2. Charakteristika pacientt 2 a vice let po HSCT.

Charakteristika | Celkem (n=10)
Medidn veku v letech (rozmezi) pti HSCT 9,91 (0,96-13,87)
Medién veéku v letech (rozmezi) pii vySetfeni 15,08 (3,66-22,02)
Pohlavi, N (%)
Chlapci 6 (60)
Divky 4 (40)
CMV sérostatus, N (%)
D-/R- 0(0)
D-/R+ 4 (40)
D+/R+ 6 (60)
D+/R- 0(0)
Zakladni diagn6za, N (%)
ALL 4 (40)
AHL 1(10)
AML 3(30)
MDS 2 (20)

D — dérce, R — pifjemce, ALL — akutni lymfoblasticka leukemie,
AHL - akutni hybridni leukemie, AML — akutni myeloidni leukemie,
MDS — myelodysplasticky syndrom

HSCT. Vysledky pacienti 2 a vice let po HSCT navic
slouzily k vytvoreni referencniho rozmezi pro pacienty
¢asné po HSCT. Koinciden¢ni interval (KI) je ohranicen
10. a 90. percentilem.

Studie byla povolena Etickou komisi Fakultni nemoc-
nice v Motole. VSichni dobrovolnici dodali informovany
souhlas, pfi¢emz u nezletilych dobrovolnikd byl souhlas
podepsan jejich zakonnym zdstupcem, a to v souladu
s Helsinskou deklaraci. VSichni dobrovolnici byli vySet-
fovani prospektivné.

Zpracovani CMV specifickych T-lymfocyta
Mononukledrni buniky z periferni krve (PBMCs) byly
ziskany pomoci gradientni separace na Ficoll-Paque
(Pharmacia, Uppsala, Svédsko). Takto ziskané PBMCs
byly promyty v pufru PBS (phosphate-buffer saline) a by-
ly resuspendovdny v 10 ml kompletniho média RPMI
1640 (RPMI 1640 doplnéné o 10 % tepelné inaktivova-
ného fetdlntho séra, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml strep-
tomycinu a 1,7 mM glutamanu sodného) a ponechany
pfes noc v inkubatoru pri 37 °C v atmosfére s 5% CO,.
Nasledujici den dopoledne byly PBMCs zkoncentrova-
ny na koncentraci 20 x 106 bunék/ml. K burikdm byly pfi-
dany kostimulaéni protilatky CD28/CD49d (BD Biosci-
ences, San José, CA, USA) a protilatka CD107 Alexa488
(klon B-T47, Exbio Praha, Praha, Ceska republika). Bun-
ky byly rozdéleny po 100 pl a preneseny do 96jamkové
desticky, ktera obsahovala 1 pg/ml peptidi pp65 a IE-1
a 10 pg/ml CMV lyzatu. Kazdy test byl proveden v jam-
ce stimulované CMYV antigenem a paralelné také v nesti-
mulované a nespecificky stimulované (anti-CD3, 10
pg/ml, Exbio Praha) jamce, které slouZily jako negativni
a pozitivni kontrola. Bunky byly inkubovany 2 hodiny pri
37 °C. Poté byl pfidan do kazdé jamky brefeldin A (10
pg/ml, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Stimu-
lace pokracovala dalsi 4 hodiny pfi 37 °C. Po inkubaci
byly do kazdé jamky pfiddny monoklonalni protilatky

CD14 Pacific Blue, CD20 Pacific Blue (Exbio Praha),
CD8 Pacific Orange (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
a dale LIVE/DEAD Violet Viability Dye (Invitrogen)
a2 ul 0,1mM EDTA (Sigma-Aldrich). Povrchové znace-
ni probihalo ve tmé pfi pokojové teploté po dobu 15 mi-
nut. Bunky byly poté promyty promyvacim pufrem (PBS
obsahujici 0,1% azid sodny a 2% Zelatinu (Sigma-Ald-
rich)). Nasledovala fixace a permeabilizace pomoci Cini-
del FACS Lyse/FACS Perm 2 (BD Biosciences). Po per-
meabilizaci bylo provedeno zna¢eni monoklondlnimi pro-
tilaitkami CD3 PerCP-Cy5.5 (eBioscience), CD4 ECD
(Immunotech, Marseille, Francie) a protildtkami proti in-
tracelularnim markertim IFN-y PE-Cy7, IL-2 APC (eBi-
oscience) a CD154 PE (Immunotech). Bunky byly poté
Znovu promyty.

Peptidy a CMYV lyzat

Ke stimulaci CD8+ lymfocytd jsme pouzili smés pep-
tidti o 15 aminokyselindch (11 ptekryvajicich se), odpo-
vidajicich hlavaim CMV imunogennim proteinim pp65
a IE-1 (JPT Peptides, Berlin, Némecko). Pro stimulaci
CD4+ lymfocytt byl pouzit CMV lyzat (Vidia, Vestec
u Prahy, Ceska republika). Oba typy stimulace byly pro-
vedeny soucasné v jedné jamce.

Pritokova cytometrie

Obsah kazdé jamky byl zméfen priitokovym cytomet-
rem BD LSR II (BD Immunocytometry Systems, San Jo-
sé, CA, USA) pomoci robotického modulu HTS. Analyza
dat byla provedena pomoci software FlowJo, verze 8.8.6
(TreeStar, Ashland, OR, USA). Klicovym parametrem pro
zajisténi citlivosti detekce v nizkych frekvencich CMV spe-
cifickych T-lymfocytl byla akvizice dostate¢ného mnoz-
stvi bunék (50 000 od kazdého subsetu T-lymfocytti). Ana-
Iyza zacala vybérem forward scatter area (FSC-A) proti for-
ward scatter height (FSC-H) k vylouéen{ dubletti. Buriky
byly dale vybirdny podle pozitivity CD3+, pficemz z ana-
lyzy byly vylouceny CD14 a CD20 Pacific Blue
a LIVE/DEAD Violet Viability dye pozitivni eventy, coZ
vedlo k odstranéni mrtvych bunék a redukci pozadi. Poté
byl vytvoren vybér pro CD4+ a CD8+ T-lymfocyty, na kte-
rych byly samostatné selektovany vzdy vSechny 4 funkc-
ni znaky. Pomoci funkce Boolean gating ve FlowJo bylo
vytvoreno 16 moznych kombinaci jednotlivych funkei pro
kazdy typ lymfocytti. Tim vzniklo 32 parametrti, které by-
ly predmétem dalsi analyzy.

Statisticka analyza

U vSech dat bylo odecteno pozadi. K tomuto odectu
slouzila data ziskana z nestimulované jamky obsahujici
pouze CD28/CD49d a dale data ze specificky stimulova-
nych lymfocytti (smési pp65+IE-1+CMV lyzit) od CMV
negativnich dobrovolniki. Byl vytvofen prah, ktery od-
povidal souctu medidnu a 1 smérodatné odchylky z hod-
not dosaZenych z téchto specificky stimulovych lymfocy-
ti CMV negativnich dobrovolnikti. Hodnoty, které byly
niz§i neZ tento prah, byly nastaveny na O (16). Statisticka
vyznamnost meziskupinovych porovnani byla zjiSténa
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Mann-Whitney U testem. ProtoZe bylo vzdjemné porov-
néavano vzdy 15 typti odpovédi pro CD4+ a CD8+, byl stu-
peri statistické vyznamnosti upraven pomoci Bonferroniho
korekce na p < 0,003 — hodnoty v rozmezi p > 0,003 a <
0,01 byly povazovany pouze za hrani¢né vyznamné. Pro
vypocty a zobrazeni byl pouZzit GraphPad software, verze
5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Vysledky

Ex vivo stanoveni funkéni odpovédi T-lymfocyta CMV
pozitivnich a CMYV negativnich dobrovolnikii
na stimulaci CMV antigenem

Stanovili jsme profil imunitni odpovédi T-lymfocyti
po stimulaci CMV antigenem. Méfeni mnohobarevnou
cytometrii (8 fluorescen¢nich parametri) umoziuje sta-
noveni fenotypu buinky a zaroven 4 funk¢ni odpovédi
(IFN-y, IL-2, CD40L a CD107a). Porovndnim CMV sé-
ropozitivniho dobrovolnika se séronegativnim (obr. 1A
a 1B), vidime napft. v ramci CD8+ T-lymfocytid séropo-
zitivniho dobrovolnika bunky produkujici zaroven IFN-
valIL-2 (pravy horni panel obr. 1A a 1B). Analogicky zji§-
tujeme frekvence vSech kombinaci sledovanych odpové-
di na kazdé bunce. Jednotlivé pozitivni bunky, které na-
1ézdme u CMV séronegativniho dobrovolnika (obr. 1B)
jsou nespecifickym signdlem (pozadim), které mize vzni-
kat napf. spontanni aktivaci T-lymfocyti antigenem v or-
ganismu tésné pred odbérem krve.

Ovéreni citlivosti a relevance detekce CMV

specifickych T-lymfocyta u zdravych dobrovolnika
Vzhledem k velmi nizkym frekvencim CMYV specific-

kych T-lymfocyti jsme potfebovali ovérit specificitu a re-
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levanci detekce jednotlivych funkénich odpovédi. Teore-
ticka citlivost s koeficientem variability 50 % pri 50 000
zmérenych uddlostech v podskupiné dosahuje 0,01 %.
Abychom zjistili skute¢nou relevanci detekce v takto niz-
kych frekvencich, porovnali jsme kohortu zdravych dob-
rovolniki CMV-séropozitivnich (n = 27) s kohortou
CMV-séronegativnich (n = 30) (obr. 2). Predpokladali
jsme, Ze v téch typech funkéni odpovédi, kde nalezneme
signifikantn{ rozdil, miZeme povazovat detekované bun-
ky za buiky CMV specifické. V ramci odpovédi CD4+
T-lymfocytd jsme nalezli v§znamné vice zastoupené ty-
to funkénf profily (obr. 2, CD4+): IFN-y spolu s CD40L
(primér 0,33 %), IFN-y spolu s IL-2 a CD40L (primér
0,007 %). V ramci odpovédi CD8+ T-lymfocytti (obr. 2,
CD8+) byla nejcastéjsi formou odpovédi sekrece samot-
ného IFN-y (pramér 1,27 %), ptipadné IFN-y spolu s IL-
2 (pramér 0,06 %). Méné Casté, avSak vyznamné byly pre-
kvapivé odpovédi dosud vzacné popisovanych CD8+ hel-
perd, které odpovidaly tvorbou CD40-ligandu a zdroven
IFN-y (primér 0,05 %), ¢i CD40L+ IFN-vy+ spolu s IL-2
(prumér 0,016 %).

Porovnani détskych a dospélych CMV pozitivnich
dobrovolniki s pacienty vice nez 2 roky po HSCT
Pri srovnani détskych a dospélych zdravych dobrovol-
nikd s pacienty s klinicky plné obnovenou imunitou vice
nez dva roky po HSCT jsme nenalezli statisticky vyznam-
né rozdily (obr. 3). Mezi dospélymi dobrovolniky a me-
zi rekonstituovanymi pacienty po HSCT jsme nasli jed-
notlivce, ktefi méli podstatné zmnoZzené CD8+ T-lymfo-
cyty produkujici pouze IFN-y anebo IFN-y+IL-2+. Lze se
domnivat, Ze se jedna o bunky, které jsou pamét’ovym po-
zlstatkem prodélanych CMV reaktivaci (véetné klinicky
némych). Hrani¢né zmoZené byly u zdravych dospélych
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Obr. 1. Typickd funkéni odpovéd CD4+ a CD8+ T-lymfocytl stanovena pritokovou cytometrii po ex vivo stimulaci antigenem CMV.

Obrazek ukazuje primarni data ziskand z pritokového cytometru, zobrazeny jsou v grafu pouze butiky odpovidajici CD4+ nebo CD8+ T-lymfocy-
tam (dle oznaceni v zéhlavi sloupce). Kazdy bod reprezentuje jednu buriku. Na panelu A je ukdzdn CMV séropozitivni dobrovolnik po stimulaci
CMV antigenem, na panelu B je dobrovolnik séronegativni, kde zobrazené body odpovidaji nespecifickému signdlu pozadi.
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Obr. 2. Srovnani frekvence CD4+ a CD8+ T-lymfocytl jednotlivych funkénich typt mezi CMV séropozitivnimi a séronegativnimi dobrovolniky.

Na grafu je zndzornéna frekvence bunék dané funkce z CD4+ (nahofe) nebo z CD8+ (dole) T-lymfocytii po ex vivo stimulaci CMV antigenem. Kom-
binace funk&ni odpovédi (sloupec) je anotovana pomoci symbolii + a — v Fadku kazdé testované funkce pod grafem. Sedivym podkladem a hvéz-
di¢kou jsou zvyraznény funkéni odpovédi, které jsou signifikantné odlisné mezi CMV séropozitivnimi a séronegativnimi.
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Obr. 3. Srovnani frekvence CD4+ a CD8+ T-lymfocytti mezi CMV séropozitivnimi dospélymi, CMV séropozitivnimi détmi a imunitné rekonsti-

tuovanymi détmi vice nez 2 roky po HSCT.

Na stejném grafu jako v obrézku 2 je zobrazeno zastoupeni funkénich typt odpovédi po stimulaci CMV antigenem. Sedivym podkladem jsou vy-

znaceny stejné typy odpovédi jako v obrazku 2.

oproti zdravym détem CD8+IFN-y+CD40L+ produku-
jici T-lymfocyty (primér 0,07 vs. 0,01, p = 0,02). Na-
opak pacienti po HSCT méli oproti dospélym deteko-
vatelné degranulujici CD4+ CD107a+ butiky (pramér

0,08 vs. 0; p =0,01), které byly dfive popsané jako ty-
pické efektory odpovédi proti CMV. Zjisténé rozdily
mezi skupinami byly pfekvapivé malé, coz je ¢astecné
vysvétlitelné znanou inter-individudlni variabilitou.
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Vybrané profily pacientit po HSCT ve srovnani se
zdravymi dobrovolniky

V soucasné fézi studie jeSt¢ nemédme k dispozici do-
statecné mnoZstvi dat pro stanovani referen¢nich norem
pacientll pro uspéSnou predikei jejich CMV specifické
imunitni odpovédi. Na zdkladé zméfenych frekvenci u ts-
pésné rekonstituovanych pacienti vice nez 2 roky po
HSCT (n = 10) jsme jako referencni hodnoty frekvenci
jednotlivych funkénich odpovédi stanovili 10. a 90. per-
centil. Porovnanim zméfenych hodnot u pacientd ¢asné
po HSCT a referen¢nich hodnot 1ze usuzovat na tspés-
nost rekonstituce CMV specifické imunity.

Na vybranych prikladech je mozné prezentovat souvis-
lost mezi klinickym ovladnutim CMV reaktivace (tj. pa-
cienti, ktefi casné¢ po HSCT méli PCR dokumentovanou
CMYV reaktivaci, byli 1é¢eni virostatiky a v dal§im obdo-
bi jiz reaktivace neprodélali) (obr. 4A). Ovladnuti CMV
reaktivaci u tohoto pacienta (darce i pfijemce byli v tom-
to pripadé oba CMV séropozitivni) je provizeno deteko-
vatelnymi frekvencemi CD8+ T-lymfocytt s funkéni od-
povédi typu IFN-y+IL-2+. V obdobi lymfocytopenie a ¢i-
1é rekonstituce po HSCT dominuje odpovéd samotnym
IFN-ynebo v kombinaci IFN-y+CD107a+, kterd se Casem
snizi, prestoZe pacient stadle CMV reaktivaci kontroluje.
V rémci CD4+ odpovédi je v§znamna odpovéd IFN-y+IL-
2+CD40L+ a IFN-y+ CD40L+ (obr. 4B).

Naopak u pacienta s trvajici reaktivaci CMV, ktery je
intermitentné 1éCen virostatiky, chybi jak CD8+ IFN-
Y+IL-2+, tak i CD8+ IFN-v+. Pfitomnost CD4+ helperi
secernujich IFN-y+IL-2+CD40L+ a IFN-y+CD40L+ ne-
ni zfejmé pro kontrolu reaktivace dostatecna (obr. 4B).

V pripadé dvou pacienttl, ktefi nedosahli klinické
CMV-specifické rekonstituce ani vice nez 2 roky po
HSCT, jsme nalezli vysoké frekvence CD8+ bunék pro-
dukujicich pouze IFN-y (nad 5 %, respektive 15 %), pfi-
¢emz polyfunkéni odpovéd (zahrnujici IL-2 & CD40L)
zcela chybéla (obr. 4C a D).

Shrnuti a diskuse

V prezentované préci jsme popsali metodiku ex vivo sta-
noveni funkén{ odpovédi T-lymfocytil na stimulaci antige-
nem CMV. Ukdzali jsme, Ze pro zachyceni relevantnich
funkénich odpovédi je tfeba citlivost stanoveni frekvence
CMV specifickych T-lymfocytti na drovni alesponi 0,01 %.
Je ovSem mozné, Ze pokud bychom dosahli i vyS§f citli-
vosti, nalezli bychom dalsi relevantni typy odpovédi. Po-
rovndnim deseti imunitné rekonstituovanych pacienti se
zdravymi détmi i dosp&lymi jsme zjistili, Ze v odstupu vi-
ce nez 2 let po HSCT jsou funkéni CMV-specifické lym-
focyty zastoupeny nejen pocetné, ale i funkéné (v jedno-
tlivych funkénich podskupindch) podobné jako u zdravych
jedincti, prestoZe pro idedlni definitivni potvrzeni by by-
lo tfeba vétstho souboru pacientt stejnych klinickych cha-
rakteristik (vek, 1é¢ba, GvHD, imunosuprese atd.). Déle
bude zajimavé identifikovat faktory ovliviujici kvalitu

1 délku dosazeni pln€ funk¢éni imunitni rekonstituce po
HSCT. Monofunkéni CD8+ T-lymfocyty produkujici jen
IFN-y dosahujf relativné vysokych frekvenci u zdravych
CMV séropozitivnich dobrovolniki (vice nez 10 % dob-
rovolnikd ma hodnoty nad 1 %), ov§em nalézame je ve vy-
sokych frekvencich tézZ u pacienttl, ktef{ nedosahli rekon-
stituce imunity schopné zastavit CMV reaktivace. Tato po-
zorovani dokumentuji pfinos stanoveni polyfunk¢nich od-
povédi ve srovndni se stanovenim samotného IFN-y ane-
bo stanoveni frekvence specifickych CD8+ T-lymfocytt
pomoci MHC-multimert (17). Monitorovan{ antigen spe-
cifickych T-lymfocytd je v soucasné dobé dostupna, le¢
Casové a technicky ndro¢nd a drahd metoda, kterd m4 po-
tencidl uplatnéni predevsim v 1é¢bé imunokompromitova-
nych pacientt (pacienti po HSCT, po chemoterapii, pfi
imunosupresi po transplantaci solidnich orgdnt, piipadné
u HIV pozitivnich pacienttl). Monitorovdni mize pomoci
pfi raciondlnim rozhodovani o protivirové terapii, kterd by
méla byt poskytnuta bezodkladné pacientim s reaktivaci
viru bez detekovatelné funkéni imunitni odpovédi, ale je-
jiz efekt pri nadbytecném podani zpomaluje imunitni re-
konstituci, zatéZuje pacienty nezddoucimi ucinky a v ne-
posledni fadé je ekonomickou zatézi pro zdravotni systém.
Na zdkladé monitorovani téchto imunologickych paramet-
rl je mozno téZ indikovat pacienty k transplantaci virus
specifickych T-lymfocyti, coZ je postup v souc¢asné dobé
experimentalné provozovany v nékolika evropskych (Lon-
dyn, Wiirzburg, Tiibingen) a svétovych (Houston, New
York) centrech. Vzhledem k rozvoji transplantacnich pro-
gramu a dalSich ziskanych imunodeficienci je pravdépo-
dobné, Ze metody monitorovani imunity budou v blizké
budoucnosti klinickymi pracovisti vyZadované pro stéle
vEétsi pocet pacientli. Zavedeni monitorovani imunity
funkénich odpovédi T-lymfocytl jako rutinniho testu v kli-
nické laboratofi bude zavislé predevsim na jeho zjednodu-
Senti, i zarazeni robotizace do jeho provadénti, jak je v sou-
Casnosti pilotné zavddéno na naSem pracovisti.
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