
 1 

Univerzita Karlova 

2. lékařká fakulta 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infekce DNA viry u pacientů po alogenní 

transplantaci kostní dřeně. 

 

 

 

MUDr. Petr Hubáček 

 

Disertační práce 

 

2008 

 



 2 

Obsah: 

Poděkování .............................................................................................................................................. 3 
Seznam zkratek........................................................................................................................................ 4 
1. Úvod ............................................................................................................................................... 9 

1.1. Transplantace hematopoetických kmenových buněk............................................................. 9 
1.1.1. Autologní transplantace............................................................................................... 10 
1.1.2. Alogenní transplantace................................................................................................ 10 

2. Komplikace HSCT........................................................................................................................ 12 
2.1. Obecné ................................................................................................................................. 12 
2.2. Relaps základního onemocnění............................................................................................ 13 
2.3. Reakce štěpu proti hostiteli (GvHD).................................................................................... 14 

2.3.1. Akutní GvHD .............................................................................................................. 14 
2.3.2. Chronická GvHD......................................................................................................... 15 

2.4. Infekční komplikace............................................................................................................. 17 
2.4.1. Bakteriální a mykotické komplikace........................................................................... 18 

3. Virové komplikace........................................................................................................................ 19 
3.1. Detekce virových infekcí ..................................................................................................... 20 
3.2. Terapie virových infekcí ...................................................................................................... 22 

3.2.1. Acyklovir..................................................................................................................... 22 
3.2.2. Valacyklovir ................................................................................................................ 24 
3.2.3. Ganciklovir.................................................................................................................. 24 
3.2.4. Valganciklovir............................................................................................................. 25 
3.2.5. Foscarnet ..................................................................................................................... 26 
3.2.6. Cidofovir ..................................................................................................................... 27 
3.2.7. Maribavir..................................................................................................................... 27 

4. DNA viry detekované po HSCT................................................................................................... 29 
4.1. Herpesviridae ....................................................................................................................... 29 

4.1.1. α - (alfa) - Herpesvirinae ............................................................................................. 31 
4.1.2. β - (Beta) - Herpesvirinae............................................................................................ 33 
4.1.3. γ - (Gama) - Herpesvirinae.......................................................................................... 37 

4.2. Adenoviry ............................................................................................................................ 40 
4.3. Polyomaviry......................................................................................................................... 42 

5. Cíl práce........................................................................................................................................ 43 
6. Metody.......................................................................................................................................... 44 
7. Výsledky....................................................................................................................................... 46 
8. Reaktivace α-herpesvirů ............................................................................................................... 48 
9. Detekce β-herpesvirů .................................................................................................................... 50 

9.1. CMV .................................................................................................................................... 50 
9.2. HHV-6.................................................................................................................................. 73 
9.3. HHV-7................................................................................................................................ 106 

10. Detekce γ-herpesvirů – EBV.................................................................................................. 108 
11. Adenoviry............................................................................................................................... 123 
12. Polyomaviry - BKV ............................................................................................................... 132 
13. Závěr....................................................................................................................................... 134 
Reference:............................................................................................................................................ 135 
     



 3 

Poděkování 

 

Chtěl bych poděkovat prof. MUDr. Petru Goetzovi, CSc. a MUDr. Ondřeji Cinkovi, Ph.D. za podporu 

a pomoc při řešení detekce DNA virových infekcí u pacientů po alogenní transplantaci hematopoetických 

kmenových buněk. Dále laborantkám Bc. Aleně Hrdličkové, slečně Kateřině Hynčicové a slečně Soně 

Voslářové za pečlivost, se kterou tuto detekci prováděly a provádějí. Docentu MUDr. Petr Sedláčkovi, 

CSc., který byl mým konzultatem, stejně jako MUDr. Petře Keslové, MUDr. Renatě Formánkové, Ph.D. a 

všem dalším lékařům a sestřičkám transplantační jednotky Kliniky dětské hematologie a onkologie 2. 

lékařské fakulty a FN Motol za trpělivost a pomoc při náběrech a sledování klinického korelátu těchto 

infekcí. Zároveň bych chtěl poděkovat prof. MUDr. Janu Starému, DrSc. za podporu, bez níž bych zřejmě 

neměl dostatek času pro sledování těchto pacientů a tak bych se ke mnoha zajímavým a následně i 

publikovaným případům vůbec nedostal. V neposlední řadě bych chtěl poděkovat své snoubence slečně 

Stanislavě Kolouchové za trpělivost, podporu a laskavost, se kterou přijímá mé pracovní vytížení a hodiny 

strávené při psaní u počítače.  



 4 

Seznam zkratek: 

 

ADA  – adenosine deaminase deficienty, deficit adenosindeaminázy – jeden z druhů primárního 

imunodeficitu 

ALG  – anti-lymfocytární globulin 

ALL  – akutní lymfoblastická leukémie 

ALT  – alanine aminotransferase, alanin aminotransferáza 

AML  – akutní myeloidní leukémie 

ARDS  – Acute Respiratory Distress Syndrome. Syndrom akutní dechové tísně 

AST  – aspartate aminotransferase, aspartát aminotransferáza 

ATG  – anti-thymocytární globulin 

Bcl-2  – B-cell CLL/lymphoma 2, protein zvyšující permeabilitu mitochondriální membrány a tak 

působící anti-apoptoticky 

BCR  – B Cell Receptor, B buněčný receptor 

BHRF-1  – virový homolog bcl-2 EBV 

BKV  – polyoma BK virus 

BM  – Bone Marrow, kostní dřeň 

CB  – Cord Blood, pupečníková krev 

CCR-2  – 2. receptor β-chemokinů 

CD  – Cluster of differentiation, diferenciační antigeny 

CD154  – CD40L, kostimulační protein B lymfocytů, aktivující B lymfocyty interakce s CD40 na 

antigen prezentujících buňkách 

CD21  – CR2, komplementový receptor 2 

CD4+  – buňky nesoucí CD4 znak, pomocné T lymfocyty 

CD40  – kostimulační protein antigen prezentujících buněk, aktivující B lymfocyty pomocí 

CD40L=CD154 

CD40L  – kostimulační protein B lymfocytů, aktivující B lymfocyty interakce s CD40 na antigen 

prezentujících buňkách, CD154 

CD46  – buněčný vazebný protein HHV-6, inhibiční komplementový receptor 



 5 

CD8+  – buňky nesoucí CD8 znak, cytotoxické T lymfocyty 

CML  – chronická myeloidní leukémie 

CMV  – cytomegalovirus 

CNS  – centrální nervový systém 

CR2  – komplementový receptor 2, CD21 

CsA  – cyklosporin A, imunosupresivum 

CXC  – α-chemokiny 

CXCR  – receptor α-chemokinů 

DIC  – Disseminated  Intravascular Coagulation, diseminovaná intravasculární koagulace 

DLI  – Donor Lymphocyte Infusion, infúze rádcovských lymfocytů 

DNA  – Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleová kyselina 

ds  – double strand, dvojvláknová DNA 

EBER  – Epstein-Barr virus (EBV)-encoded small RNAs, malé RNA kódované EBV 

EBMT  – European group for Blood and Marrow Transplantation, Evropská společnost pro transplantace 

krve a kostní dřeně 

EBV  – Epstein-Barr Virus, virus Epsteina a Barrové 

EBV-LPD – EBV associated lymphoproliferation, EBV asociovaná lymfoproliferace 

EHV-1  – Equine herpesvirus, koňský herpesirus 1 

EHV-2  – Equine herpesvirus, koňský herpesirus 2 

EKG  – elektrokardiogram 

FD – Family Donor, rodinný dárce 

FISH  – Fluorescent In Situ Hybridisation, fluorescentní hybridizace in situ 

FN  – fakultní nemocnice 

G-  – Gram negativní, bakterie nereagující na barvení podle Grama 

G+  – Gram pozitivní, bakterie pozitivně reagující na barvení podle Grama 

GCV  – ganciklovir 

GGT  – Gamma Glutamyl Transferase, gamma glutamyl transferáza 

GIT  – gastrointestinální trakt 

GvHD  – Graft versus Host Disease, nemoc štěpu proti hostiteli 
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GvL  – Graft versus Leukaemia, reakce štěpu proti leukémii 

HCMV  – Human Cytomegalovirus, lidský cytomegalovirus 

HHV  – Human Herpesvirus, lidský herpesvirus 

HHV-6  – Human Herpesvirus – 6, šestý lidský herpesvirus 

HHV-7  – Human Herpesvirus – 7, sedmý lidský herpesvirus 

HHV-8  – Human Herpesvirus – 8, osmý lidský herpesvirus 

HIV  – Human Immunodeficiency Virus, virus lidského imunodeficitu 

HLA  – Human Leukocyte Antigen, antigen lidských leukocytů, imunologicky také MHC 

HSCT  – Haematopoietic stem cell transplantation, transplantace hematopoetických kmenových buněk 

HSV  – Herpes Simplex Virus 

HSV-1  – Herpes Simplex Virus-1 

HSV-2  – Herpes Simplex Virus-2 

HVS  – Herpes virus saimiri, opičí herpesvirus 

IL  – interleukin 

IL-10  – interleukin 10, růstový faktor B lymfocytů 

IL-12  – interleukin 12, prozánětlivý cytokin 

IL-2  – interleukin 2, růstový faktor lymfocytů 

INF-γ  – interferon gamma, prozánětlivý cytokin 

IRF-3  – Interferon Regulatory Factor 3, regulační faktor interferonu 3 

KDHO  – Klinika dětské hematologie a onkologie 

KI  – polyoma KI virus 

KSHV  – Kaposhi Sarcoma Herpesvirus, virus Kaposhiho sarkomu, HHV-8 

LDH  – Lactate dehydrogenace, laktát dehydrogenáza 

LF  – lékařská fakulta 

LMP-1  – Latent Membrane Protein, latentní membránový protein 1 EBV, stimulující dráhu 

CD40/CD40L 

MDS  – myelodysplastický syndrom 

MHC  – Major histocompatibility komplex, hlavní histokompatibilní komplex 

MMF  – mykofenolát mofetil, imunosupresivum 
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MMUD  – Mismatched Unrelated Donor, neshodný nepříbuzenský dárce 

MOF  – Multiorgan Failure, multiorgánové selhání 

MSD  – Matched Sibling Donor, shodný sourozenecký dárce 

MUD  – Matched Unrelated Donor, shodný nepříbuzenský dárce 

NFκB  – Nuclear Factor κB, jaderný faktor κB zapojený často do imunitních reakcí 

NK  – Natural Killer, „přirození zabíječi“, cytotoxické lymfocyty ničící buňky s nízkou, či žádnou 

expresí MHC I. třídy 

PBSC  – Peripheral Blood Stem Cells, periferní kmenové buňky 

PCR  – Polymerase Chain Reaction, polymerázová řetězová reakce 

PET  – pozitronová emisní tomografie 

PRV  – Pseudorabies virus, suid herpesvirus-1 (SHV-1), Aujeszky's disease virus, prasečí herpesvirus, 

virus Aujeszkovy nemoci 

RNA  – Ribonucleic Acid, ribonukleová kyselina 

RQ-PCR – Real time Quantitative PCR, kvantitativní PCR v reálném čase 

RT-PCR – Reverse trancription PCR, reverzně transkriptázové PCR 

SAA  – severe aplastic anaemia, těžká aplastická anémie 

SCID  – severe combined immunodeficiency, těžký kombinovaný imunodeficit 

SV40  – simian virus 40, opičí polyoma virus 40 

Th2  – směr imunitní odpovědi směrem k odpovědi protilátkové 

TK  – thymidine dinase, tymidinkináza 

TLR-4  – Toll Like Receptor, receptor vážící lipopolysacharid G- bakterií a tím aktivující imunitní 

buňky 

TRADD – TNF Receptor Associated Death Domain, TNF receptor asociovaný se smrtící doménou 

spouštěcící apoptotickou kaskádu 

TRAF  – TNF Receptor Associated Family, rodina proteinů asociovaných s TNF receptorem 

UD  – Unrelated Donor, nepříbuzenský dárce 

ÚHKT  – Ústav hematologie a krevní transfúze 

UK  – Univerzita Karlova 

UL146  – CMV gen kódující virový homolog CXC chemokinů 
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UL147  – CMV gen kódující virový homolog CXC chemokinů 

UL54  – gen kódující CMV polymerázu 

UL97  – gen kódující CMV tymidinkinázu 

vCXCL  – virový ligand α-chemokinů 

VGCV  –  valganciklovir 

VZV  – Varicella-Zoster Virus 

WAS  – Wiscott-Aldrichův syndrom 

WHO  – World Health Organization, Světová zdravotnická organizace 

WU  – polyoma WU virus 
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1. Úvod 

 

Transplantace kostní dřeně, v současnosti spíše nazývaná transplantací hematopoetických kmenových 

buněk, je komplexní terapeutický proces se spoustou komplikací, které se vzájemně ať přímo, či nepřímo 

v rámci terapie a jejích účinků ovlivňují. Proto je k pochopení biologie virových komplikací nutné alespoň 

ve zkratce zmínit jak tyto komplikace, tak vztahy mezi nimi. 

 

1.1. Transplantace hematopoetických kmenových buněk 

 

Jedním z léčebných postupů používaných u refrakterních hematoonkologických a metabolických 

onemocnění se od šedesátých let 20. století stala transplantace kostní dřeně. Zárodečné buňky 

hematopoetické tkáně poprvé rozpoznány ve slezině a posléze kostní dřeni1-3. Tyto buňky byly následně, 

s odstupem mnoha let, charakterizované přítomností CD34 molekuly4-6.  

K první úspěšné transplantaci kostní dřeně došlo u dětí s imunodeficitem současně v Evropě i ve 

Spojených státech amerických v roce 19687. S postupem doby se mimo kostní dřeně podařilo tyto buňky 

najít také v periferní krvi a v pupečníkové krvi a byly provedeny úspěšné HSCT8-11. Později se podařilo 

vyvinout postupy, které v periferní krvi zvýšily koncentraci CD34 pozitivních buněk12, což vedlo 

k častějšímu používání tohoto typu štěpů, zejména u dospělých pacientů, kterých je jinak obtížné dosáhnout 

dostatečné kvality štěpu10,13.  

Proto došlo v pozdější době k přejmenování transplantace kostní dřeně na transplantaci 

hematopoetických kmenových buněk (HSCT). Při tom se člověk, který je pro transplantaci zdrojem CD34 

pozitivních buněk, nazývá dárce (donor-D) a pacient, jemuž budou zárodečné buňky podány, se nazývá 

příjemce (recipient-R). Podle toho, zda je zdrojem CD34 pozitivních buněk pro HSCT organismus 

příjemce, nebo organismus jiného člověka, se HSCT v základě dělí na autologní a alogenní. 
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1.1.1. Autologní transplantace 

 

Je indikovaná především v případě solidních nádorových onemocnění, kdy je pro léčbu velmi 

rezistentního či relabujícího onemocnění, použita vysoko dávkovaná chemoterapie (megaterapie)14,15, která 

vede k zničení zárodečných buněk v kostní dřeni pacienta. To by pro nemocného bez následného podání 

hematopoetických zárodečných buněk znamenalo trvalou aplázii kostní dřeně bez tvorby všech krevních 

řad – erytrocytární, granulocytární, lymfocytární i trombocytární a tak následnou nevyhnutelnou smrt 

z důvodu anémie, krvácení či infekčních komplikací. Proto je pacientovi ještě před podáním vysoko 

dávkované chemoterapie odebrán zpravidla z periferní krve štěp obsahující dostatečné množství 

hematopoetických zárodečných buněk. Po megaterapii je pacient tímto štěpem transplantován. Po přibližně 

dvou týdnech dojde k jejich přihojení zárodečných buněk ze štěpu (engraftment), jako první známce 

obnovení chemoterapií zničené hematopoézy. Přihojením pak většina komplikací při autologní 

transplantaci končí, neboť ty jsou dané především aplázií kostní dřeně.. Typickými indikacemi k autologní 

HSCT jsou například Ewingův sarkom,  refrakterní Hodgkinova choroba, či neuroblastomy16-19.     

 

1.1.2. Alogenní transplantace 

 

Je HSCT, kdy jsou dárcem a příjemcem dvě různé osoby. Protože dárcem je zdravá osoba, lze 

zpravidla těžce poškozenou krvetvorbu příjemce, nahradit zdravou krvetvorbou dárce a tak pacienta 

vyléčit. 

 Indikací k alogenní HSCT jsou zpravidla maligní nádorová onemocnění (např. ALL, AML, CML, 

MDS a další)20-22, nicméně transplantace je také využívána k léčbě nenádorových onemocnění ať již 

hematologických jako je např. refrakterní těžká plastická anémie (SAA)23, či metabolických onemocnění 

(např. mukopolysacharidózy či jiná střádavá onemocnění)24. Stejně tak je alogenní HSCT využívána při 

léčbě geneticky podmíněných imunodeficitů jako jsou např. těžký kombinovaný imunodeficit – Severe 

combined immunodeficiency - SCID, Wiskott-Aldrichův syndrom – WAS, deficit adenosindeaminázy – 

ADA a další25-27. 
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Dárci jsou vybíráni na základě shody HLA molekul dárce a příjemce28,29. V minulosti se tato shoda 

testovala především pomocí sérologických metod. V současnosti je však vždy shoda testována na úrovni 

DNA. Standardem je testovat haplotypy HLA u dárce a příjemce v lokusech A, B, Cw u HLA I. třídy a 

DRB1 a DQB1 u HLA II. třídy. Protože dopad neshody v jednotlivých lokusech není stejný, lze vybrat i 

neshodného dárce, který je stále vhodný k HSCT28. Podle shody se tedy dárci dělí na shodné (matched-M) 

a neshodné (mismatched-MM). V případě neshodného dárce, ale počet i tíže komplikací v souvislosti 

s HSCT rostou.  

První hledání je vždy zahájeno mezi rodinnými příslušníky pacienta, zejména sourozenci. 

Transplantace od HLA shodného sourozence (matched sibling donor – MSD) je zatížena menším počtem 

komplikací a také dárce je znovu snadno k dispozici v případě nutnosti retransplantace. Pokud je hledání 

v rodině neúspěšné, pak se zahajuje hledání v mezinárodních registrech dárců podle HLA a umožňuje-li to 

shoda, je následně vybrán dárce nepříbuzný (unrelated donor - UD), který může být buď shodný (MUD) 

nebo neshodný (MMUD). 

Hematopoetické zárodečné buňky v současnosti získáváme třemi způsoby. První možností získání je 

kostní dřeň (Bone marrow- BM) odebraná z kyčelních kostí dárce. Druhou je pak periferní krev, ve které se 

po stimulaci objevují z kostní dřeně vyplavené CD34 pozitivní buňky a lze jí tedy použít k následné 

separaci štěpu bohatého na tyto buňky, tedy periferní kmenové buňky (PBSC). Posledním zdrojem CD34 

pozitivních buněk je pupečníková krev (cord blood – CB). Samotný zdroj zárodečných buněk pak ovlivňuje 

vlastnosti štěpu jako je například počet dní do přihojení štěpu v jaderných buňkách (nejméně BM, pak 

PBSC a pak CB).  

Další vlastností, která je ovlivněna typem štěpu, je rychlost rekonstituce imunity. Ta je ovlivněná 

přítomností plně maturovaných a již patogen specifických paměťových lymfocytů ve štěpu.  Nejkratší je u 

PBSC, delší u BM a nejdelší u CB30. První známky rekonstituce specifické imunity u PBSC se objevují 

přibližně 3-4 měsíce po HSCT. V případě CB se pak rekonstituce specifické imunity objevuje 6-7 měsíců 

po HSCT. I to má samozřejmě vliv na komplikace po HSCT, včetně infekčních, virových31. 
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2. Komplikace HSCT 

 

2.1. Obecné 

  

Mezi základní komplikace alogenní transplantace patří infekční komplikace32, reakce štěpu proti 

hostiteli (GvHD)33,34 a relaps základního onemocnění35. Tyto tři skupiny komplikací jsou pak navzájem 

spojeny prostřednictvím výše intenzity imunosupresivního režimu. Jejich vzájemné vztahy jsou pak shrnuty 

v obrázku 1. 

 

Obrázek 1.  

Vztah komplikací u alogenní HSCT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lze zkonstatovat, že přítomnost infekčních komplikací – ať již bakteriálních, virových, či mykotických 

je spojena s destrukcí tkáně příjemce a tedy odhalením neshodných antigenů dárce a příjemce. Rozpoznání 

antigenů, ve kterých se liší dárce a příjemce, pak vede k rozvoji reakce štěpu proti hostiteli s další destrukcí 
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Relaps základního onemocnění 
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tkání příjemce. To vede k terapeutického zvýšení imunosupresivní terapie. V první fázi tedy k nasazení 

kortikoidních léků, které v krátkém čase přivedou pacienta do obrazu periferní lymfopenie. Tím dojde ke 

snížení reakce schopnosti imunitního systému a tak k potenciálnímu rozvoji dalších infekčních komplikací. 

Na druhou stranu je ale jistá reakce štěpu proti hostiteli prokázána jako potenciálně prospěšná pro 

pacienta z hlediska nižších frekvencí relapsů základního onemocnění (zejména např. u AML)35-37. Proto se 

ve vztahu HSCT a jejích komplikací jedná o velmi delikátní rovnováhu, kterou je třeba co nejdéle držet 

vybalancovanou. V případě rozvoje pokročilých stádií těchto základních komplikací jsou pak kroky 

vedoucí k udržení pacienta naživu obrovským rizikem pro rozvoj komplikací z jiné skupiny. Navíc 

v kombinaci s limitem interakcí jednotlivých léků a jejich toxicity.  

 

2.2. Relaps základního onemocnění 

 

O relapsu základního onemocnění po HSCT hovoříme v souvislosti s maligními onemocněními. 

Obecně vzato můžeme u hematologických pacientů pozorovat relaps onemocnění hematologický a 

molekulárně biologický.  

V případě molekulárně biologického relapsu se pak jedná o časnou detekci počínajícího relapsu 

pomocí molekulárně biologických metod38. Ke zvládnutí tohoto typu relapsu po HSCT lze využít reakci 

štěpu proti hostiteli (GvHD), která v sobě obsahuje také reakci štěpu proti leukémii (Graft versus 

Leukaemia – GvL). Proto jsou okamžitě vysazeny veškeré imunosupresivní léky. Současně se pokoušíme 

pacientovi podat infuzi dárcovských lymfocytů (Donor Lymphocyte Infusion – DLI), které by měly vyvolat 

GvHD včetně požadované GvL reakce 36,37,39. Většina v současnosti diagnostikovaných potransplantačních 

relapsů je detekována na úrovni molekulárně biologického relapsu.  

O hematologický relaps se jedná při výskytu více jak 5% maligních buněk v nátěru získaném při 

punkcí kostní dřeně. V tomto případě je pacient často indikován k chemoterapii pro zvládnutí tohoto znovu 

objeveného maligního bujení. Podle stavu a agresivity nemoci je pak potenciálně pacient indikován k druhé 

HSCT, případně k pouze k paliativní chemoterapii. 
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2.3. Reakce štěpu proti hostiteli (GvHD) 

 

Reakce štěpu proti hostiteli je reakcí imunitního sytému dárce na odlišné antigeny příjemce. Stimulace 

dárcovských lymfocytů antigeny příjemce pak vede k více či méně bouřlivé imunitní reakci, vedoucí 

k destrukci tkání, poškození funkce orgánů (např. jaterní GvHD), dehydrataci a zhoršení nutrice (střevní 

GvHD), krvácení (střevní GvHD) a tak může vést v rozvinutém stavu k úmrtí pacienta. Z pohledu výskytu 

po HSCT, závažnosti reakce a jejího trvání pak rozlišujeme reakci akutní40 a chronickou41.  

 

2.3.1. Akutní GvHD 

 

Akutní GvHD je reakce, která se objeví v prvních sto dnech po HSCT. Podle poškození různých 

orgánových systémů, jejich závažnosti a tak ohrožení pacienta se dělí do čtyř stupňů (Grade) I-IV. Zatímco 

v případě Grade I se jedná výlučně o kožní GvHD a k terapii lze použít například i samotné lokální 

podávání kortikoidů ve formě masti, v případě GvHD Grade IV se pak jedná o velmi závažné život 

ohrožující onemocnění s postižením nejčastěji jater, střev a kůže. Postižení jater má závažný vliv na 

celkový stav pacienta ve smyslu špatné metabolizace léků, detoxifikace metabolitů, zhoršení koagulačních 

parametrů, postižení střevní sliznice je pak zdrojem úporných průjmů s dehydratací organismu, krvácením 

a zároveň možným místem vstupu bakteriální infekce do krevního oběhu. Proto je k terapie GvHD Grade 

IV používána velmi silná imunosupresivní terapie jako například antithymocytární globulin s následnou 

prolongovanou imunosupresí a následnou periferní lymfocytární deplecí42. Bohužel ani s použitím razantní 

terapie se takto rozvinutou GvHD často nedaří zvládnout a pacient umírá pod obrazem multiorgánového 

selhání ať již ve spojisti pouze s GvHD či s možnou infekční komplikací např. ve smyslu sepse.  

Základní rozdělení a příznaky GvHD jsou obsaženy v Tabulce 1. a 2 (podle EBMT Handbook – 

Haematopoietic Stem Cell Transplantation43). 
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Tabulka 1. 

Stage Kůže (vyrážka) Játra (hladina bilirubinu) GIT (pr ůjem) 
1 < 25% povrchu těla 34-50 µmol/L > 500 mL 
2 25 – 50% povrchu těla 51-102 µmol/L > 1000 mL 
3 Generalizovaný erytém  103 – 255 µmol/L > 1500 mL 
4 Generalizovaný erytém 

s bulami a deskvamací 
> 255 µmol/L Vážné abdominální 

bolesti bez/s ileem 
 

Tabulka 2. 

Grade akutní GvHD Kůže Játra GIT 
I Stage 1 – 2 0 0 
II Stage 3 nebo Stage 1 nebo Stage 1 
III Stage 3 a/nebo Stage 2 – 3 a/nebo Stage 2 – 4 
IV Stage 4 a/nebo Stage 4 a/nebo Stage 2 – 4 

 

2.3.2. Chronická GvHD 

 

Chronickou GvHD se rozumí reakce štěpu proti hostiteli, která reaguje hůře na nasazené 

imunosupresivní léky a trvá, či se objeví se po dni 100. V současné době jde o nejčastější důvod 

komplikací spojených s pozdním úmrtím po HSCT v situaci bez relapsu základního onemocnění. 

 Historicky se dělila na limitovanou a extenzivní. V současnosti chronickou GvHD dělí klasifikace 

NIH (National Institute of Health, Bethesda, USA) podle poškození orgánů na lehkou, středně těžkou a 

těžkou formu44. Z pohledu immunosupresivní terapie, která má vliv na protiinfekční imunitu, se však lze 

přidržet starší klasifikace. 

Limitovaná chronická GvHD je formou reakce proti hostiteli, která je na vyšší imunosupresi úspěšně 

kontrolovaná a s časem postupně vyhasíná. Extenzivní GvHD je závažná forma reakce štěpu proti hostiteli, 

která má závažné mutilující účinky na daného pacienta. Často dochází k poškození plic, jater, GIT, objevují 

se poškození kůže s fibrotizací, alopecie, fibrotizace svalů apod.45. Proto je zpravidla k její kontrole, byť 

alespoň částečné, potřeba dlouhodobé podávání imunosupresivní terapie ať již ve vyšších dávkách 

(kortikoidy), či v kombinacích jednotlivých imunosupresivních léků. Pacienti jsou pak ohroženi zejména 

nežádoucími účinky spojenými s podáváním léků a zároveň infekčními komplikacemi při dlouhodobé 

lymfopénii – tedy především s infekcemi virovými a mykotickými46. Terapie extenzivní GvHD je pak 

otázkou let. Jako příklad imunosupresivní terapie můžeme uvést například následující kombinace, které 

jsme použili u některých našich pacientů: cyclosporin A (CsA) + kortikoidy, mykofenolát mofetil 
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(MMF)+kortikoidy+CsA, sirolimus+MMF+kortikoidy, tacrolimus+MMF+kortikoidy. V případě těžké 

GvHD lze pak k těmto kombinacím vždy přidat terapii založenou na protilátkách ať již pomocí 

polyclonálního antithymocytárního či antilymfocytárního  globulinu (ATG, ALG), alemtuzumabu 

(monoklonální protilátka anti-CD52), rituximabu (monoklonální protilátka anti-CD20) či dalších47,48. 

V transplantační medicíně častěji používaná imunosupresiva a jejich nežádoucí účinky jsou pak 

shrnuty v tabulce 3.  

Tabulka 3. 

Skupina Generický název léku Mechanismus účinku Nežádoucí účinky 
Kortikoidy Např.  

prednison, 
metylprednisolon, 
hydrokortison 

Mechanizmem účinku je 
inhibice rozpoznání a 
prezentaci antigenu, 
zasahují do transkripce 
genů kódujících různé 
proteiny,  
redukují transkripci genů 
pro prozánětlivé cytokiny a 
tak omezují účast buněk 
imunitního systému v 
místech zánětu (ovlivňují 
endotelie, snižují 
chemotaxi). 

Obecně - cushingoidní 
habitus, zvýšená náchylnost 
k infekcím,  
zhoršení růstové dynamiky u 
dětí a vliv na psychiku.  
Topicky pak atrofie kůže,  
Katarakta, akné, hirsutis- 
mus, proximální myopatie, 
hypertenze, žaludeční vředy, 
diabetes mellitus,  
suprese nadledvinek,  
aseptická nekróza, velkých 
kloubů (zejména kyčlí), 
osteoporóza, horší hojení 
ran.  

cyklosporin A (CsA) Vazba na intracelulární 
receptory (kalcineurin) → 
inhibice translokace 
trankripčních faktorů do 
jádra → inhibice dějů 
závislých na kalciu 

Nefropatie, hepatopatie,  
hypertenze, hirsutismus,  
encefalopatie, osteoporóza, 
GIT obtíže a další… 
nefrotoxické, způsobují 
hypertenzi a hyperlipidémii 
(více cyklosporin), 
hyperplasii dásní. 

Látky vážící se na 
imunofiliny  

tacrolimus (FK506) Podobný jako u CsA; 
10-100x potentnější, 
inhibice IL-2, 3, 4, IFN-
gama 

Podobný jako u CsA; větší 
nefrotoxicita a také 
diabetogenní účinky 

Inhibitor mTOR 
(mammalian 
target of 
rapamycin) 

Sirolimus inhibují transdukci signálů 
navozených vazbou IL-
2,4,7,15 na T lymfocyty, 
zabraňují tedy transkripci 
genu IL-2, čímž brání jeho 
produkci a tak následnou 
proliferaci T lymfocytů 

Myelotoxicita, 
hyperlipidémie, GIT toxicita, 
pomalé hojení ran- 
lymfokély, akne. 

Purinový analog mykofenolát mofetil 
(MMF) 

inhibice inosin-monofosfát 
dehydrogenázy, klíčového 
enzymu de novo syntézy 
purinů T a B buněk 

Myelotoxicita a GIT toxicita. 
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2.4. Infekční komplikace 

 

Prevence a terapie infekčních komplikací je nedílnou částí péče o vysoce imunosuprimované pacienty. 

Jejich význam ještě stoupá  u pacientů po alogenní HSCT49-53, kdy se k celku běžným bakteriálním a 

mykotickým infekcím pozorovaným u jakýchkoli pacientů léčených chemoterapií (spojených například 

s poškozením sliznic - mukositidou či s granulocytopénií) přidávají častěji také infekce virové. 

Přítomnost nejčastějších infekčních komplikací a GvHD spojené s imunosupresivní terapií v čase po 

transplantaci je zobrazena na obrázku 2. Vedou-li infekční komplikace ke smrtelným komplikacím, jedná 

se zpravidla o rozvoj diseminované intravaskulární koagulace (DIC) a multiorgánového selhání (MOF – 

Multi Organ Failure) v případě septického stavu, či k vykrvácení při invazivní mykóze či DIC 32. Často se 

také infekce s poškozením tkání podílejí na reaktivaci GvHD s možností letálních komplikací32. Virové 

infekce pak samostatně, či v kombinaci s jinými infekcemi, nebo GvHD, mohou způsobovat především 

letální respirační selhání při poškození plic, ale také encefalitidu, hepatitidu, poškození GIT, myokarditidu 

a tak vést k MOF52. 

 

Obrázek 2. 

Zobrazení nejčastějších infekčních komplikací a GvHD v čase po HSCT.  
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2.4.1. Bakteriální a mykotické komplikace 

  

Rizikem pro objevení se bakteriálních a mykotických onemocnění je protrahovaná granulocytopénie 

49,50. Zatímco ke kontrole bakteriální infekce přítomnost granulocytů, tedy především neutrofilních 

leukocytů, zcela postačí, v případě mykotických infekcí je k dokonalé kontrole infekce nutná také 

součinnost se specifickou imunitou, ačkoli granulocyty jsou zpravidla schopny infekci držet alespoň z části 

pod kontrolou54. 

Obě skupiny patogenů pak vedou k zánětlivým procesům, potenciálně život ohrožujícím. Objevují se 

tedy teploty, vzestup zánětlivých parametrů, možná koagulopatie rozvoj akutní dechové tísně (ARDS-acute 

respiratory distress syndrome) pod obrazem respiračního selhání.  

Druhová specifikace je u těchto patogenů vždy otázkou lokální epidemiologické situace. Zpravidla se 

vyskytují např. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, 

Enterobacteriacae 50. Na Klinice dětské hematologie a onkologie se mezi roky 2004-2007 vyskytovaly 

jako příčina septických stavů u 195 dětí nejčastěji G+ bakterie, zejména Staphylococcus aureus (44,04%) a 

Streptococcus mitis (4,08%), z G- bakterií pak E. coli (14,33%), Pseudonomas aeruginosa (8,71%),  

Klebsiella spp. (8,2%) a v malém procentu také Acinetobacter spp. a methicilin rezistentní Staphyloccocus 

aureus. Toto rozložení se od skladby patogenů způsobujících sepse po HSCT nijak neliší.  

Z mykotických agens se vyskytují zejména infekce Aspergillus spp. a Candida spp. (ať již C. albicans, 

či non-albicans druhy, ovšem s preferencí C. albicans). Méně se vyskytují infekce zygomykot jako např. 

Rhizopus spp..  

Terapie antibiotiky i antimykotiky je založena na kombinaci empirického přístupu v kombinaci 

s detekcí příslušného agens pomocí mikrobiologických metod. V poslední době se ve světě stále častěji 

používá také molekulárně-biologický přístup k identifikaci mikrobiologických agens – ať již detekcí 

antigenu (např. detekce galaktomannanu u infekcí Aspergillus spp., či 1,3 β-d-glukanu u infekcí Candida 

spp.) či používání real-time PCR (pro detekci nejčastějších bakteriálních agens např. pomocí systému 

SeptiFast firmy Roche), či PCR a následné sekvence 16S či 18S RNA. 
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3. Virové komplikace 

 

Poslední a do jisté míry specifickou skupinou lidských patogenů zapojených do infekčních komplikací 

po HSCT jsou viry. U pacientů po HSCT se jedná jak o skupinu RNA (např. RS virus55) tak DNA virů51,53. 

Tématem práce jsou nicméně lidské DNA viry a proto se zaměřím na ně. U pacientů po alogenní HSCT 

častěji objevují DNA viry ze skupin lidských herpesvirů, adenovirů a polyomavirů51,56. Ve všech případech 

je pak ruku v ruce s objevením klinických příznaků nutná rychlá a přesná přímá detekce s následnou 

léčbou. Použitá virostatika pouze snižují replikační schopnost viru, což dává imunitnímu systému pacienta 

čas k vyvinutí specifické imunity. 

Jak je patrno z výše uvedeného obrázku 2, objevují se virové infekce v různé době po HSCT, nejčastěji 

však v době po přihojení. Právě tou dobou se totiž v organismu objevují buňky ve kterých se viry, 

především β-herpesviry (CMV, HHV-6 a HHV-7) a γ-herpesviry (EBV) množí53,56-58, imunosupresivní 

terapie je stále velmi vysoká a doba po transplantaci, která je nutná k rekonstituci virus specifických 

lymfocytů. Právě z toho důvodu je období mezi přibližně prvním měsícem a šestým měsícem po HSCT 

objevuje nejvíce virových komplikací. V pozdějším období se pak mimo pacientů na vyšší dlouhodobé 

imunosupresi jako terapii chronické GvHD46 pak objevují virové komplikace až v období vysazení 

profylaxe acyklovirem.  
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3.1. Detekce virových infekcí 

 

Z obecného ohledu je možno virové infekce detekovat přímo či nepřímo. Nepřímá virové detekce 

pomocí průkazu protilátek v séru pacienta však u pacientů s dlouhodobou imunosupresivní, či 

protinádorovou léčbou, případně krátce po HSCT, ztrácí na významu, neboť imunitní systém právě těchto 

nejohroženějších pacientů není protilátkové odpovědi schopen. Proto se testování virových agens u 

zmíněné skupiny pacientů provádí výhradně metodami přímé detekce. 

Detekce virových infekcí byla v minulosti založena zejména na průkazu virových proteinů. Tento 

přístup je ve spojitosti s transplantacemi současné době používán např. k detekci adenovirů, či RSV59. 

V minulosti se pak využíval zejména u CMV (především protein - pp65) na periferních krevních buňkách – 

antigenémie60. Její nevýhoda z pohledu detekce CMV spočívá zejména v časové náročnosti, nutnosti jisté 

zkušenosti hodnotícího pracovníka a v souvislosti s HSCT pak hlavně v nutnosti dostatečného počtu 

leukocytů v periferní krvi pro získání relevantního výsledku. 

V současnosti je v transplantačních centrech prováděna virová detekce především pomocí detekce 

nukleových kyselin – a to zejména DNA pomocí techniky polymerázové řetězové reakce (PCR) a to 

zejména kvantitativního PCR (RQ-PCR), či reverzně transkriptázového PCR (RT-PCR) v případě RNA 

virů. PCR přináší do problematiky detekce virových infekcí vysokou senzitivitu, kvantifikace pak 

umožňuje prospektivně monitorovat u pacienta vývoj virových infekcí v čase. 

Bohužel však i tento přístup v sobě ukrývá mnoho problémů. Jedním z těch, ve kterém zatím nebyl 

nalezen konsenzus, je nejvhodnější materiál pro tuto molekulárně-biologickou detekci. Zvlášť to platí u 

skupiny herpesvirů. V jejich případě jsou používány tři přístupy ve výběru materiálu z nichž každý má své 

výhody i nevýhody. Jde o detekci z plazmy, izolovaných buněk periferní krve61, či z plné krve62. Protože 

tyto přístupy se liší v jednotlivých světových centrech, je i porovnávání jednotlivých dosažených výsledků 

složitou záležitostí63. Zřejmě nejrozšířenějším přístupem je detekce virové DNA ve vzorku plazmy 

pacienta, která je v případě pozitivity braná za příkaz volné virové partikule - virémie, tedy za průkaz 

produktivní infekce. Klady a zápory těchto tří přístupů jsou shrnuty v tabulce 4. 
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Tabulka 4. 

Zdroj DNA  Důvod Klady  Zápory 

Plasma/sérum Detekce virémie ↑ Publikovaná 

specificita např. pro 

EBV-LPD 

Možnost falešné  

negativity 

Periferní krevní 

mononukleární buňky 

(PBMC) 

Detekce proliferujících 

virů v buňkách 

Lidský genom se dá 

použít jako kontrola 

izolace 

Např. pro EBV-LPD je  

publikovaná ↓ 

specificita;  nutnost 

prahu pro terapii 

Plná krev Detekce kompletní 

nálože virové DNA 

Jedna izolace pro 

všechny viry, lidský 

genom jako vnitřní 

kontrola 

Např. pro EBV-LPD je  

publikovaná ↓ 

specificita;  nutnost 

prahu pro terapii 
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3.2. Terapie virových infekcí 

 

Mimo symptomatické terapie přichází v úvahu v současnosti u virových infekcí také terapie cílená. 

Tato terapie se opírá o preparáty, které více, či méně specificky zasahují do proliferačního procesu virů. 

Z pohledu použití při HSCT stojí za zmínění následující virostatika.  

 

3.2.1. Acyklovir 

Acyklovir je syntetický analog purinového nukleosidu 

inhibující in vitro a in vivo lidské  herpesviry. Účinný je proti 

HSV 1 a 2, VZV a v menší míře také proti EBV, CMV a HHV-

664. Inhibiční účinek acikloviru proti je vysoce selektivní. 

Enzym tymidinkináza (TK) ve zdravých, neinfikovaných 

buňkách nevyužívá aciklovir jako svůj substrát a proto je 

toxicita vůči savčím hostitelským buňkám nízká. TK 

zakódovaná viry HSV, VZV a EBV přeměňuje aciklovir na 

aciklovir monofosfát, který se dále mění na difosfát a nakonec 

na trifosfát. Aciklovir trifosfát interferuje s DNA polymerázou 

viru a inhibuje tak replikaci DNA viru s výsledným ukončením 

řetězce.  

Acyklovir se vylučuje v nezměněné formě do moči.  

Obrázek 4. 

Schéma aktivace acykloviru na jeho účinnou formu acyklovir 

trifosfát.  

 Zdroj: 

http://biology.kenyon.edu/slonc/bio38/stancikl_02/What_Antiviral_Therapies_are_

Used.html&h=489&w=936&sz=275&hl=cs&start=1&usg=__hkcSCd7KcXzh0TI9

WL0zgDHNoQg=&tbnid=7f8Xjx7lxI4hGM:&tbnh=77&tbnw=148&prev=/images

%3Fq%3Dvalacyclovir%26gbv%3D2%26ndsp%3D18%26hl%3Dcs%26sa%3DN; 

25.9.2008 
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Všechny nežádoucí účinky jsou zpravidla reverzibilní a obvykle jsou hlášeny u pacientů s poruchou 

jaterních funkcí, nebo s jinými predisponujícími faktory. Jako velmi vzácné nežádoucí účinky (méně než 

1/10 000) se projevují poruchy krvetvorby a lymfatického systému, jako jsou anémie, leukopenie a 

trombocytopénie, hepatitida a žloutenka, akutní renální insuficience. Vzácně (méně než 1/10 000 a více než 

1/1 000) se objevuje anafylaxe, dyspnoe, přechodné zvýšení hladin bilirubinu a jaterních enzymů, 

angioedém, zvýšení hladiny močoviny v krvi a kreatininu. Méně často (méně než 1/100 a více než 1/1 000) 

jsou pozorovány kopřivka, zrychlené vypadávání vlasů. Často jsou pozorovány nevolnost, zvracení, 

průjem, bolesti břicha, svědění, kopřivka (včetně reakce fotosenzibility), únava, horečka. Velmi často (více 

než 1/10) jsou pak pozorovány bolest hlavy, závrať, agitovanost, zmatenost, třes, ataxie, dysartrie, 

halucinace, psychotické příznaky, křeče, ospalost a encefalopatie.  

Aciklovir se pouze částečně absorbuje v gastrointestinálním traktu. Při opakovaném perorálním podání 

vysokých dávek acicloviru po dobu několika dnů došlo k vývoji gastrointestinálních projevů jako 

nevolnosti a zvracení, nebo neurologických příznaků jako bolesti hlavy a zmatenosti.  

Lék se vyrábí ve více lékových formách – suspenze pro i.v. podání, tablety případně krém pro zevní 

použití s firemními názvy Aciclovir, Herpesin, Provirsan, Ranvir a Zovirax.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

acyklovir valacyklovir 

Obrázek 5. 

Struktura molekuly acykloviru a valacykloviru. 
 
Zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/52/Acyclovir.jpg; 30. 9..2008 
http://stanford.wellsphere.com/detailedSearch.s?keyword=Valacyclovir; 30.9.2008 
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3.2.2. Valacyklovir 

 

Je odvozen od acykloviru. Ve formě pro-látky (pro-drug) je obsažen v tabletách. Po vstřebání pak 

v organismu dojde ke změně valacykloviru na účinný acyklovir.  

Nežádoucí účinky jsou proto v principu shodné s acyklovirem, jako jsou náhlé potíže s dechem, 

mluvením nebo polykáním, otok rtů, obličeje nebo krku, silné závratě nebo mdloby, svědění kůže nebo 

vystupující kožní vyrážka, gastrointestinální obtíže jako je nevolnost, zvracení, průjem a bolest žaludku a 

dále bolesti hlavy. Velmi vzácně se pak objevují poruchy krvetvorby (lymfopenie, granulocytopénie, 

trombocytopénie).  

Přípravek je na českém trhu dostupný ve formě tablet jako Vatrex.  

 

3.2.3. Ganciklovir 

 

Ganciklovir je také nukleosidový analog 65. Na rozdíl od acikloviru však účinkuje především na viry ze 

skupiny β-herpesvirů, tedy CMV, HHV-6 a HHV-7 (viz níže). Do účinné formy ho transformuje protein 

genu UL97 (thymidinkináza) a následně funguje při syntéze virové DNA pomocí virové polymerázy 

(produkt genu UL54)65obdobně jako aciklovir v případě α-herpesvirů. 

Mezi hlavní vedlejší nežádoucí účinky gancikloviru patří myelosupresivní účinky (zejména 

neutropenie (25–40 %), méně pak trombocytopenie (20 % u pacientů po transplantaci a 9 % u pacientů s 

AIDS). Ke gastrointestinálním obtížím patří nauzea, zvracení a průjem,  může však mít vliv i na jaterní 

funkce (vzestup transamináz). Mezi neurologické příznaky podávání gancikloviru patří zmatenost a křeče, 

nefrologické komplikace podávání pak spočívají v renální insuficienci (vzácně u pacientů po transplantaci 

srdce). Zcela vzácně se pak v průběhu podávání projeví exantém či eosinofilie. 

 Lék se vyrábí pouze ve formě pro i.v. podání (firemní název Cymevene) a ve formě gelu do očí 

(firemní název Virgan). 
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3.2.4. Valganciklovir 

 

Je obdobou gancikloviru. Stejně jako valaciklovir je pro-drug pro aciklovir, tak valganciklovir je pro-

drug, který se hydrolýzou mění na účinný ganciklovir. I v tomto případě jsou tedy nežádoucí účinky u obou 

léků obdobné. Jeho nespornou výhodou však je dobré perorální vstřebávání, které se u samotného účinného 

gancikloviru nikdy uspokojivě nepodařilo vyřešit. Narozdíl od gancikloviru může tedy lék být podáván 

ambulantně.  

Lék je dostupný ve formě tablet pod jménem Valcyte .  

 

 

 

 ganciklovir valganciklovir 

 

Obrázek 7. 

Mechanismus     aktivace 

valgancikloviru (VGCV) a 

následně gancikloviru (GCV) 

virovou thymidinkinázou 

(UL97) na GCV-monofosfát 

(GCV-MP), poté na disfosfát 

(GCV-DP) a následně na 

účinnou formu trifosfátu 

(GCV-TP), která inhibuje 

syntézu nové virové DNA 

inhibicí virové polymerázy 

(UL54). 

Zdroj: http://www.medscape.com/content/2003/00/46/61/466160/466160_fig.html; 
30.9.2008 

Obrázek 6. 
 

Struktura molekuly gancikloviru a valgancikloviru. 
 

Zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/b/b6/Ganciclovir.svg/120px-Ganciclovir.svg.png; 30. 9..2008 
http://www.thedrugmonitor.com/valganciclovir-molecule.gif;  30.9.2008 
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3.2.5. Foscarnet 

 

Foscarnet je malá molekula odvozená od kyseliny mravenčí. Inhibuje DNA polymerázu téměř všech 

známých lidských herpesvirů, včetně aciklovir rezistentních mutant HSV. Nejvíce se však používá k léčbě 

CMV infekcí (inhibice polymerázy – UL54)66. 

 Mechanimus účinku spočívá ve vazbě foscaviru na virovou polymerázu, čímž dojde k její inhibici a 

tak k inhibici virové proliferace. Inhibice probíhá jinak než vazbou na elongační místo jako v případě 

acikloviru, či gancikloviru, a tak je možné používat foscarnet s uvedenými léky také v kombinaci se 

synergistickým účinkem. Proto je kombinaci s jinými virostatiky zpravidla vyšší účinnost při nižším riziku 

možných nežádoucích účinků takové terapie. 

Nežádoucí účinky podávání jsou akcentovány zejména u renálních poruch, protože se z organismu 

vylučuje nezměněn ledvinami. Vzácně může dojít k akutnímu selhání ledvin, projevům urémie a polyurie, 

může se objevit metabolická acidóza a diabetes insipidus. Občas je hlášeno zvýšení plazmatických 

koncentrací jaterních enzymů (ALT, AST, GGT), stejně jako zvýšení plazmatických koncentrací LDH, 

alkalické fosfatázy a amylázy. Často se může objevit nauzea, zvracení a průjem. Ojediněle pak abdominální 

bolest, nechutenství, zácpa a pankreatitida. V průběhu léčby a po jejím ukončení se může často snížit 

hemoglobinémie. Občas se objevuje trombocytopénie, hypokalémie, hypomagnezémie a hypo-nebo 

hyperfosfátémie. U některých pacientů je nutná léčba hypokalcémie. Kalcémii je nutné kontrolovat každé 

dva dny v průběhu indukční léčby a jednou za týden v průběhu udržovací léčby. Objevují se také bolesti 

hlavy, únava, parestézie, třes, ztráta chuti k jídlu, ataxie, neuropatie a hypoestézie, stejně jako excitace, 

stavy zmatenosti nebo úzkost, deprese, psychóza, hyperaktivita a agresivní reakce a křeče. Občas se mohou 

objevit změny na EKG, hypertenze a pokles TK. Velmi vzácně komorové arytmie. Často je pozorován rash 

(exantém), třes, svalová slabost a vzestup tělesné teploty. Při podání koncentrovaných roztoků Foscaviru 

(nad 12 mg/ml) do periferní žíly se často objevuje flebitida (tromboflebitida). U přecitlivělých jedinců 

může vyvolat ulcerace genitálu.  

 

 

 

 

 

Obrázek 8. 

Struktura molekuly foscarnetu. 
 
Zdroj: 
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Foscarnet.svg; 
30. 9..2008  
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3.2.6. Cidofovir 

 

Je nukleosidový analog, který inhibuje ve své účinné formě, tedy ve formě cidofovir-bis-fosfátu 

syntézu nové virové DNA. K aktivaci molekuly cidofoviru je použita v případě CMV především virová 

thymidinkináza (UL97) a lék je používán zejména při léčbě CMV nemoci (např. CMV retinitidy u HIV 

pozitivních pacientů). Nicméně účinnost tohoto léku je prokázána také v případě dalších virových skupin 

jako jsou například adenoviry, či polyomaviry 67,68. 

Mezi nejběžnější nežádoucí účinky (zaznamenané u více než 1 pacienta z 10) patří neutropenie, bolesti 

hlavy, nauzea, zvracení, alopecie, vyrážka, slabost a horečka. Mezi nejobávanější účinky však patří jeho 

nefrotoxicita projevující se  zejména proteinurií a zvýšenou hladinu kreatininu v krvi. Nefrotoxicita se 

může projevit jak akutně, tak s odstupem od podání. Pro snížení těchto účinků jsou jednak pacienti dobře 

hydratováni, jednak je v případě podání také použito nefroprotektivního léku probenecid. 

 Mimo systémového podání jako v případě terapie CMV nemoci lze cidofovir použít také lokálně pro 

terapii BK virus pozitivní hemorhagické cystitidy. 

Dávkování pro případ CMV nemoci, či symptomatické  

adenovirové pneumonie je 5 mg/kg/týden.  

V případě hemorrhagické cystitidy je pak dávkování 

1 mg/kg třikrát týdně. 

 

 

 

 

 

 

3.2.7. Maribavir 

 

Je v klinice relativně nové a velmi potentní virostatikum založené na benzimidazol L-ribosidu. Jeho 

mechanismus účinku spočívá ve vazbě a inhibici cytomegalovirové thymidinkinázy (UL97) a také inhibici 

virové enkapsidace 69. Protože až dosud není in vivo popsán vznik CMV rezistentní mutanty proti tomuto 

 
Obrázek 9. 

Struktura cidofoviru. 

Zdroj: http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Cidofovir.png; 30.9.2008 
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léku a profil nežádoucích účinků je velmi příznivý, plánuje se zejména profylaktické použití maribaviru u 

vysoce rizikových pacientů po HSCT a to jak v primární, tak sekundární profylaxi. Pravdou ovšem je, že 

inhibiční účinek maribaviru je popsán také pro jiné viry, například pro EBV69. 

Zajímavé je také jeho potenciálně velmi slibné synergistické použití s foscarnetem.  

Nežádoucí účinky jsou spojené především se změnami chuti a pocitem kovové chuti na jazyku, který 

s prodlužující se dobou podávání odeznívá. Byly popsány také gastrointestinální obtíže jako průjem a 

zvracení a bolesti břicha stejně jako neurologické účinky a dalších. Nicméně s výjimkou již zmíněných 

změn chuti vyšly všechny další nežádoucí účinky ve dvojitě slepé studii s placebem jako statisticky 

nesignifikantní.  

Lék je zajím v posledním stádiu klinických testů ve formě tablet a jeho uvolnění pro standardní 

dodávání pacientům je plánováno na první polovinu roku 2009. Intravenózní formule se v současné době 

připravuje.  

Dosavadní podávání ve studii bylo s dávkováním jednou, či dvakrát 400 mg denně. 

  

 

 

   
Obrázek 10. 

Struktura maribaviru. 

Zdroj: New Concepts of Antiviral Therapy
70
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4. DNA viry detekované po HSCT 

 

4.1. Herpesviridae 

 

Je početná skupina lidských virů. Všichni členové mají dvoujvláknovou DNA a genomem velikosti 

přibližně 125-240 kb, která kóduje přibližně 100 genů. Kapsida má ikosahedrální strukturu a je obalena 

lipidovou membránou. Celková velikost virionu se pohybuje kolem 100 nm. Obecná struktura lidských 

herpesvirů s popisem je zobrazena na obrázku 11. Jejich specifickým znakem je latentní setrvávání 

v organismu po primoinfekci a následná možnost reaktivace v čase těžké imunosuprese. 

 

Obrázek 11.  

Obecná struktura herpesviru. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Příznaky primoinfekce či reaktivací jsou uvedeny níže. U všech těchto virů je ale nutno zmínit, že 

nemalé procento primoinfekcí probíhá s minimem příznaků, či zcela inaparentně, zvláště v časném dětském 

věku. Horší průběh primoinfekce se pak popisuje zpravidla u starších pacientů. 

  

 

kapsida 

Zdroj: http://web.njit.edu/~pkb3/herpesvirus_biographix.jpg; 31.9.2008 

tegument 
virový genom 

membrána 

glykoproteinový komplex I 

glykoproteinový komplex III 
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Viry se množí pomocí rotujícího kruhu cirkulární episomické DNA. Tím způsobem dojde ke vzniku 

dlouhého vlákna opakujících se virových genomů, které se následně sestřihují do délky jednotlivých 

genomů.  

Herpesviry mají ve svém geonomu celou řadu proteinů, pomocí kterých jsou schopny ovlivnit chování 

buněk imunitního systému a tak uniknout jeho pozornosti. Dobře je tato schopnost dokumentována 

například u EBV (viz níže). 

Používaná virostatika pak de facto odpovídají jednotlivým skupinám virů. α-herpesviry dobře reagují 

na acyklovir, β-herpesviry jsou pak léčitelné pomocí gancikloviru, foscarnetu či cidofoviru, γ-herpesviry 

jsou pak farmakologicky nejhůře ovlivnitelnou skupinou s mírným ovlivněním acyklovirem či cidofovirem. 

V poslední době jsou vyvíjeny další potenciálně účinné léky jako například maribavir.  

 

 

 

 

 

 

 

zdroj: http://virologia.ua.es/dmsander/Big_Virology/EM/hsv2.gif  

 

Obrázek 13. 

Genetická příbuznost jednotlivých 

skupin herpesvirů.  

    

 

 

 

 

 

 

 

Zdroj: Fields Virology 

Obrázek 12. 

Elektronová mikroskopie zachycující kapsidu a 

membránová obal herpesviru 
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4.1.1. α - (alfa) - Herpesvirinae 

 

Do této skupiny lidských herpesvirů patří dva rody. Jde o rod Simplexvirus, do kterého patří Herpes 

simplex 1 a 2 (HSV-1, HSV-2), a o rod Varicellovirus kam z lidských virů patří Varicella-Zoster Virus 

(VZV). Taxonomicky se jedná o lidský herpesvirus 1, 2 a 3 (Human herpesvirus – HHV- 1, 2 a 3). Všechny 

tři viry jsou především neurotropní a v latentní formě zůstávají po primoinfekci v nervové tkáni. 

 Bez jakékoli prevence se α-herpesviry reaktivují velmi často. Například HSV-1 a 2 se reaktivují až 

u 80% pacientů (Zdroj: http://www.ebmt.org/5WorkingParties/IDWP/IDdocs_unproteced/ECIL%202007/ECIL2%202007%20 

HSV%20 recommendations.PPT#4; 10.10.2008; EBMT – European Group for Blood and Marrow Transplantion; IDWP – Infectious 

diseases working party při EBMT) . Z toho důvodu, stejně jako relativně zanedbatelných nežádoucích účinků 

acykloviru je již roky ve světě, včetně České republiky, používána profylaxe acyklovirem. Profylaxe začíná 

přibližně týden před HSCT a pokračuje různě dlouhou dobu podle imunologického stavu pacienta, 

průměrně však přibližně do půl roku po HSCT. Profylaktické podávání v době okolo HSCT je v dávce 500 

mg/m
2

/dávku v kapací infuzi na 60min a 12 hodin s maximem 750 mg/dávku a pokračuje p.o. formou 

v dávkách: 9 mg/kg/dávku po 8 hodinách (0-2 roky), resp. 10 mg/kg/dávku sirup, 200 mg po 8 hodinách (2-

10 let) a nad 10 let 400 mg po 8 hodinách. Po propuštění z transplantační jednotky v rámci ambulantního 

sledování pokračuje prevence v dávkách 9 mg/kg/dávku po 8 hodinách (0-2 roky), resp. 10 mg/kg/dávku 

sirup, 200 mg po 12 hodinách (2-10 let) a nad 10 let 400 mg po 12 hodinách. Tato profylaxe je účinná i 

proti reaktivaci VZV. 

 

4.1.1.1.Lidský herpesvirus 1 a 2 (HHV-1 a 2) – Herpes simplex 1 a 2 (HSV-1 a 2) 

 

U pacientů imunokompromitovaných pacientů bez profylaxe je popisován jako příčina časných 

těžkých neurologických komplikací např. ve smyslu hemorrhagických encefalitid, ale je příčinou také 

stejně jako benigní cerebelární ataxie, gingivostomatitid, faryngotonzititid a pneumonií71. Mimo to je 

samozřejmě příčinou oparů a kožních erupcí jako v běžné populaci72, které mohou být nicméně závažnou 

komplikací například ve spojitosti s bakteriální superinfekcí. 
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Dojde-li k objevení příznaků onemocnění, je použit acyklovir intravenózně v dávce 250 mg/m2/dávku 

v kapací infuzi na 60min po 8 hodinách s maximem 500 mg/dávku po dobu 7-10 dnů, nebo p.o. formou 

v dávce 9 mg/kg/dávku po 6 hodinách (0-10 let), respektive 10 mg/kg/dávku sirup, nebo 400 mg po 4 

hodinách (mimo noční dávky; nad 10 let). Případně terapie valacyklovirem v dávce 250 mg 2x denně po 

dobu 2-3 týdnů (ve věku 0-10 let s případnou redukcí dávky podle váhy), či ve dvojnásobné dávce pro 

pacienty starší deseti let. 

 

4.1.1.2.Lidský herpesvirus 3 (HHV-3) - Varicella-Zoster Virus 

  

U pacientů po HSCT bez profylace se reaktivuje až v 50% případů. V případě reaktivací je popisován 

jako příčina  herpes zoster (pásového oparu), planých neštovic a pneumonií (Zdroj: 

http://www.ebmt.org/5WorkingParties/ IDWP/wparties-id.html; 10.10.2008). 

 Pro terapii symptomatické infekce se používá intravenózní dávkování 500 mg/m2/dávku v kapací 

infúzi na 60min po 8 hodinách (maximum 750 mg/dávku) po dobu 7 - 10 dní, nebo v p.o. formě tablet 8 

mg/kg/dávku  po 4 hodinách (mimo noční dávky; 0-10 let), resp. 20 mg/kg/dávku sirup, respektive 

800 mg po 4 hodinách (mimo noční dávky; nad 10 let). Další možností je terapie valacyklovirem 

v dávce 1000 mg 3x denně po dobu 2-3 týdnů (ve věku 0-10 let s případnou redukcí dávky podle váhy), 

nebo ve dvojnásobné dávce pro pacienty starší deseti let. 
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4.1.2. β - (Beta) - Herpesvirinae 

 

Skupina β-herpesvirů patří v souvislosti s imunosuprimovanými pacienty po transplantacích obecně 

k nejzajímavějším. Tato skupina virů se dělí opět na dva rody. Do rodu Cytomegalovirus patří z lidských 

virů pouze cytomegalovirus – CMV (taxonomicky HHV-4 Human Herpesvirus 4) . Do rodu Roseolovirus 

pak patří HHV-6 (Human herpesvirus 6; šestý lidský herpesvirus) a HHV-7 (Human herpesvirus 7; sedmý 

lidský herpesvirus). 

Jde o skupinu relativně blízce příbuzných virů, které však jsou patogenicitou, zejména ve spojitosti 

v CMV dalece překročí patogenní význam dalších virových skupin včetně virů  patřících mezi RNA (jako 

např. RSV či lidský metapneumovirus). I z toho důvodu je této skupině věnována značná pozornost jak ve 

smyslu detekce, tak ve smyslu terapie.  

Zvlášť v poslední době se pak terapie nesoustředí pouze na používání ověřených či nových virostatik, 

ale v některých centrech se pracuje také na in vitro kultivaci antigen specifických lymfocytů z buněk dárce, 

které jsou posléze podány pacientovi73. V případě nemožnosti dosáhnout na tuto technologii se pak 

relativně často používá alespoň pasivní sledování přítomnosti CMV specifických buněk v periferní krvi po 

HSCT. Podle dosud publikovaných prací je potřeba ke kontrole CMV infekce, či reaktivace přibližně 400 

CD4+ a CD8+ specifických buněk / ml periferní krve.   

 

4.1.2.1.   Lidský cytomegalovirus 

 

Je jedním z nejnebezpečnějších virů po transplantacích obecně a patří do samostatného rodu 

Cytomegalovirus (viz obrázek 13). Jeho reaktivace je pozorována v přibližně 30 % pacientů po alogenních 

HSCT53. Zatímco u orgánových transplantací, jako jsou např. transplantace jater, je profylaktické podávání 

valgancikloviru zcela běžné74, je v současné době u HSCT uplatňován přístup pečlivé monitorace virové 

reaktivace/infekce po transplantaci a následná cílená terapie75. Ze zapojení proteinů UL97 a UL54 pak 

vyplývá v případě prolongované terapie možnost pro vznik rezistentních mutant virů, které následně mohou 

vést k rozvinutí plně symptomatické CMV nemoci.  

I v případě CMV je imunitní systém hostitele virovou infekcí ovlivňován. Virové proteiny UL146 and 

UL147 jsou virovými chemokiny CXC (vCXCL1), které fungují přes chemokinový CXCR2 receptor, se 
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stejnou účinností jako lidský IL-876. Potentním virovým chemokinem je pak také protein UL131, který 

ovlivňuje endotelie, dendritické buňky i leukocyty77,78. Tak se v rámci infekce k sobě dostávaní nakažené a 

dosud nenakažené buňky, čímž se infekce nadále rozšiřuje. Další strategií CMV jak uniknout pozornosti 

imunitního systému je pak downregulace prezentace proteinů na MHC-I79.  

U pacientů po alogenní HSCT je rozvinutá CMV infekce asociována s horečkou nejasné etiologie, 

poklesem v krevním obrazu, pneumonitidou, kolitidou, encefalitidou, retinitidou, hepatitidou a některými 

dalšími orgánovými postiženími75. Mimo přímého patogenního působení viru jako takového, se pak na 

poškození organismu pacienta může podílet jak podávání virostatik (viz výše), tak poškození tkání při 

rekonstituci imunity pacienta po transplantaci zánětlivou reakcí zaměřenou proti CMV75. Rozsáhlé 

poškození tkáně v případě CMV nemoci, je pak asociováno s vysokou mortalitou, která např. v případě 

rozvinuté CMV pneumonie dosahuje přes veškerou terapii a podpůrnou péči až 90%80. 

První linie léčby je zpravidla založena na podávání gancikloviru (v dávce 5 mg/kg/den po 12 hodinách 

po dobu dvou týdnů, následováno 5 mg/kg a den po dobu dalšího týdne), či valgancikloviru (v dávce 900 

mg/m2 dvakrát denně). V druhé linie pak zůstává podání foscarnetu (v dávce 120 mg/kg/den po dobu 1-2 

týdnů následováno dávkou 90 mg/kg/den po dobu 2 či 1 týdne). Jako poslední linie léčby pak v současné 

době zbývá velmi potentní, však velmi toxický cidofovir (v dávce 5 mg/kg/týden, nebo 1 mg/kg třikrát 

týdně). Zvláště u pacientů s chronickou extenzivní GvHD a tedy protrahovanou poruhou specifické 

imunity, kteří trpívají opakovanými reaktivacemi s léčbou 46 se stává v současné době velkým problémem 

vznik a selekce rezistentních mutant viru – především na první linii léčby (viz výše).   

 

4.1.2.2. Šestý lidský herpesvirus (Human herpesvirus 6 – HHV-6) 

 

Je blízce příbuzný CMV (viz obrázek 9). Patří spolu s HHV-7 do rodu Roseolovirus a dělí se na dvě 

varianty – A a B. 

 Varianta A zůstává až dosud virem s neznámým patogenním působením na člověka (orphan virus). 

Byla prokázána častěji u pacientů s demyelinizačními neurologickými onemocněními (jako je např. 

roztroušená skleróza)81,82, nicméně i zde zůstává jeho patogenní účinek otazníkem. 

Varianta B je v případě primoinfekce známou příčinou benigního exatémového onemocnění dětského 

věku – známého jako roseola infantum, či šestá exantémová nemoc83. Nemoc se projevuje horečkami 
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trvajícími zpravidla dva dny, které následně rychle odezní spolu s výsevem zcela diskrétního prchavého 

exantému. Také je popisován jako příčina mononukleóza-like syndromu83.U pacientů po HSCT je nicméně 

HHV-6 popisován jako příčina horeček nejasné etiologie, pozdějšího přihojování krevních destiček, ale 

také hepatitid, pneumonií, encefalitid (obdobně jako CMV) 84.  

HHV-6 se váže na buňku pomocí buněčného receptoru CD46 85, který fyziologicky působí v regulaci 

komplementové kaskády. To však není, stejně jako u dalších herpesvirů jedinou interakcí HHV-6 

s imunitním systémem. HHV-6 kóduje mimo jiné proteiny, které ovlivňují jak imunitní systém, tak 

samotné šíření viru v organismu. Jako příklad lze uvést protein U83, který funguje jako agonista 

chemokinů působících přes CCR2. Navíc i v nakažené buňce dochází k syntéze chemokinových receptorů. 

Tím jsou tedy virovými analogy chemokinů do oblasti nakažených buněk další, dosud nenakažené buňky a 

na druhou stranu, je-li někde zánět, nakažená buňka je silněji přitahována do oblasti zánětu, tedy do oblasti, 

s vyšším výskytem neinfikovaných buněk. Navíc HHV-6 úspěšně inhibuje syntézu INF-γ, stejně jako IL-2 

a naopak zvyšuje syntézu IL-10 a IL-1286. Tím tedy jednak zmenší proliferační aktivitu lymfocytů a navíc 

posune imunitní reakci směrem k Th2, tedy protilátkové odpovědi, která je v kontrole probíhající infekce 

neúčinná86.    

Možností, která je schopna molekulárně biologickou diagnostiku HHV-6 značně zavést, je 

chromozomální integrace DNA HHV-6. Dědičnost tohoto integrovaného viru z rodičů na děti byla popsána 

prvně v roce 199387. Díky dědičnosti je pak HHV-6 DNA prokazatelná ve všech tkáních nositele88. Proto se 

jako důkaz chromozomální integrace HHV-6 používá detekce virové DNA v bezkrevné tkáni (vlasy,nehty).  

Integrují se obě varianty viru83. Zajímavé také je, že se zatím ani in vitro, ani in vivo nepodařilo prokázat 

reaktivaci chromozomálně integrovaného HHV-6 do produktivní infekce s tvorbou infekčních virových 

partikulí. Chromozomální integraci virové DNA se zatím nepodařilo prokázat u žádného dalšího 

herpesviru. 

Terapie produktivní primoinfekce HHV-6 zpravidla není nutná. V případě reaktivace u 

imunokompromitovných pacientů se pak dají použít k terapii stejný postup i dávkování jako v případě 

terapie CMV83. 
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4.1.2.3. Sedmý lidský herpesvirus (Human herpesvirus 7 – HHV-7) 

 

Je spolu s HHV-6 členem rodu Roseolovirus. Jeho patogenicita je velmi nízká83. U 

imunokompetentních pacientů je popsán také jako příčina roseola infantum a mononukleóza-like 

syndromu. U imunokompro- mitovaných pacientů se pak popisuje např. jako příčina pneumonitid, 

encefalitid a hepatitid84. Zapojení HHV-7 do patogenních procesů po HSCT však stále není zcela 

objasněnou kapitolou detekce virových agens. 

Terapie, je-li nutná, pak je spektrum léků i dávkování shodné s CMV infekcí.  
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4.1.3. γ - (Gama) - Herpesvirinae 

 

Do této skupiny virů patří z lidských patogenních virů dva – virus Epstein-Baarové (EBV) a osmý 

lidský herpesvirus (Human herpesvirus 8 – HHV-8) (viz obrázek 9). Jejich obecné chování v organismu 

včetně latence v organismu odpovídá obecnému chování herpesvirů (viz výše). V souvislosti s HSCT je 

v zapojení do patogenních procesů zatím popisován pouze EBV, člen rodu Lymphocryptovirus. 

 

4.1.3.1. Virus Epstein-Baarové (EBV) 

 

Je lymfotropní virus. Jeho buněčným receptorem je komplementový receptor 2 (CR2 – CD21), který je 

přítomen zejména na B lymfocytech89,90. Primoinfekce probíhá opět s různou obtížností od zcela 

inaparentní infekce po plně rozvinutou infekční mononukleózu. Při tomto stavu dochází k proliferaci B 

lymfocytů a jejich objevení pod obrazem patologických buněk v periferním krevním obraze91. U 

imunokompetentního pacienta se pak jedná o proliferaci alespoň částečně kontrolovanou imunitou 

pacienta. V případě imunokompromitovaného pacienta však tato kontrola zcela chybí. Podobným 

způsobem je zřejmě virus zapojen také do proliferace B lymfocytů v případě Burkittova lymfomu, či 

Hodgkinovy choroby91,92. 

Pro pochopení jeho působení je třeba alespoň ve zkratce zmínit normální vývoj B lymfocytu, protože 

virové proteiny působí na více stupních. Po vzniku B lymfocytu dochází k vývoji BCR (B-cell receptor), 

který je vlastně membránovou formou imunoglobulinu, která váže antigen. Signál pro přežití po úspěšné 

přestavbě BCR dostává buňka pomocí signální kaskády s anti-apoptotickým proteinem bcl-2. Protein EBV 

BHRF-1 je pak virovým analogem bcl-293. Po vytvoření BCR a stimulaci pomocí antigen prezentující 

buňky pak dostává B lymfocyt kostimulační signál pomocí vazby CD40 a CD40L (CD40 ligand – CD154), 

který je nutný pro další množení B lymfocytu. LMP-1 (Latent Membrane Protein – 1) EBV je pak virovým 

proteinem zasahujícím do této kaskády vazbou na vyvazuje TRADD (TNF Receptor Associated Death 

Domain) TRAF faktorů z pro-apoptotické cesty (TNF Receptor Associated Family), čímž spouští kaskádu 

vedoucí až NFκB a následně  další množení B lymfocytu94,95. Pro dokončení proliferační podpory B 

lymfocytu virem je pak třeba zmínit, že EBV obsahuje a produkuje virový homolog interleukinu 10 (IL-

10)96, který je růstovým faktorem B lymfocytů. Malé RNA kódované EBV (EBER) pak navíc cestou IRF-3 
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(Interferon Regulatory Factor) signalizační cesty, vedou k podpoře produkce i samotného buněčného IL-

1097. Cesta IRF-3 je běžně aktivována přes TLR-4 (Toll-Like Receptor) po vazbě lipopolysacharidu Gram 

negativních bakterií. Schéma podpory proliferace B lymfocytu je pak na obrázku 14. 

 

Obrázek 14. 

Vliv infekce EBV na vývoj B lymfocytů vedoucí k proliferaci buněk a v případě imunokompromitovaného 

pacienta až k B lymfocytární imortalizaci a rozvoji EBV-LPD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Z výše uvedeného vyplývá, že není-li B lymfocytární proliferace regulována, jako v případě pacientů 

po HSCT, může vést působení viru k EBV asociované lymfoproliferaci (EBV-LPD). EBV-LPD může mít 

projevy od příznaků infekční monukleózy, před příznaky proliferace B lymfocytů v lymfatických uzlinách 

(obdoba lymfomu) až ke stavu, který připomíná akutní leukémii včetně jejích komplikací a tak může vést 

ke smrti pacienta98,99. 

EBV-LPD může být různě rozvinutá a podle toho se rozlišují tři formy. První formou je 

mononukleosa-like syndrom s příznaky jako jsou horečka, bolest v krku, myalgie, tonzilární hypertrofie, 

krční lymfadenopatie, hepatopatie (bilirubinémie). Pokročilejším stádiem je forma tumorózní forma, kde se 
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k výše uvedeným příznakům přidávají ještě sekundární symptomy přítomnosti zvětšení lymfatické tkáně - 

bolest, obstrukce (např. GIT, či dýchacích cest) s možností následné perforace, gastrointestinálním 

krvácení, respirační tísní a podobně. Poslední,plně rozvinutou formou je pak diseminovaná EBV-LPD s 

proliferací B lymfocytů nejen v uzlinách, ale také v periferní krvi a kostní dřeni, Objevují se také vysoké 

horečky a/nebo multi-orgánové selhávání99. 

Terapie EBV-LPD je založena v první řadě na snížení imunosuprese pacienta. Je-li třeba razantně 

zasáhnout, pak se podává monoklonální protilátka proti CD-20 antigenu B lymfocytů 

(rituximab=MabThera©)98. 
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4.2. Adenoviry 

 

Jsou početnou skupinou DNA virů s ds DNA genomem velikosti přibližně 35 kb. Všech jejích téměř 

šedesát známých sérotypů má ikosahedrální kapsidu bez obalu membránou100. I v geneticky 

konzervovaných oblastech jako je například hexonový gen se ale jednotlivé sérotypy velmi liší a činí  tak 

přímou detekci rozsáhlejší skupiny adenovirů jedním testem nesnadnou.  

Podle podobnosti a patogenních účinků se pak dělí do šesti skupin A-F 100 (viz tabulka 5.). 

 

Tabulka 5. 

Rozdělení adenovirů a jejich patogenního působení mezi pacienty po alogenní HSCT 101. 

Skupina Sérotypy Lokalizace infekce 

A 12, 18, 31 Respirační, močové a GIT infekce; u pacientů po HSCT vzácné. 

B1 3, 7, 16, 21 Respirační, oční, močové a GIT infekce. 

B2 11, 14,34, 35 Respirační, močové a GIT infekce. 

C 1, 2, 5, 6 Respirační, močové a GIT infekce – také hepatitidy. 

D 
8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-

30, 32, 33, 36-39, 42-49 
Oční a GIT infekce; u pacientů po HSCT vzácné. 

E 4 Oční a respirační infekce; u pacientů po HSCT vzácné. 

F 41 GIT infekce; u pacientů po HSCT vzácné.  

 

Adenoviry jsou viry primárně se množící ve tkáních pacienta. Je-li tedy virus, či jeho DNA prokázána 

v periferní krvi, pak se jedná vždy o virémii z primárního místa pomnožení, především z GIT. 

 Jde o jedny z nejčastějších agens lidských virových infekcí vůbec. U imunokompetentních jsou 

příčinou mnoha onenocnění od stavu popisovaného jako „common cold“ - tedy běžné nachlazení, infekce 

respiračního traktu (jako jsou např. bronchitidy), přes průjmová onemocnění GIT až po oční infekce jako 

jsou konjunktivitidy (viz tabulka 5)100. 
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U imunokompromitovaných pacientů jsou pak popsány jako příčina těžkých a často fatálních 

pneumonií, colitid, hepatitid či hemorrhagických cystitid. V těchto případech je zpravidla průběh infekcí 

mnohem rychlejší, než v případě herpesvirů102. 

Terapie rozvinuté adenovirové nemoci, především pneumonie, je v současnosti založená na podávání 

cidofoviru (v dávce 5 mg/kg/týden)100,103. 
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4.3. Polyomaviry 

 

Jedná se o malé neobalené viry s cirkulární ds DNA o velikosti přibližně 4,7-5,4 kb stočené do podoby 

šroubovice (supercoil). Opět se jedná o neobalené viry. Z obecného pohledu je tato skupina známá 

onkogenním potenciálem popsaným zejména na SV40 díky působení svých antigenů, například vazbou na 

p53 buněčný antionkogen104, nebo například výskytem viru JCV z mozkových lézích progresivní 

multifokální leukoencefalopatie u HIV pozitivních pacientů105.  

V souvislosti s HSCT je pak popisován zejména v souvislosti s BKV asociovanou hemorrhagickou 

cystitidou106. Otázkou je také výskyt a patogenní působení respiračních polyomavirů WU a KI popsaných 

v roce 2007104. 

Terapií BKV hemorrhagické cystitidy je mimo hyperhydratace, či výplachů močového měchýře, které 

brání alespoň mírně vzniku koagul také cidofovir 107. V jeho případě zůstává otázkou dávkování. Mimo 

systémového podávání v dávkách 5 mg/kg/týden a 1 mg/kg třikrát týdně bylo publikováno také lokální 

podávání cidofoviru ve formě výplachů, případně některých další experimentálních postupů 108. 
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5. Cíl práce 

 

Cílem práce bylo zavést podle publikovaných metodik kvantitativní detekci DNA virů u pacientů po 

alogenní HSCT a následně určit frekvenci jednotlivých virů mezi dětskými a dospělými pacienty. Zároveň 

bylo cílem u často se vyskytujících virů určit hranici významné a potenciálně nebezpečné reaktivace pro 

zahájení léčby. 
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6. Metody  

 

Veškerá detekce virových reaktivací byla prováděna přímou detekcí pomocí kvantitativní real-time 

PCR (RQ-PCR).  

Izolace DNA z plné krve a likvoru byla provážena pomocí QIAmp Blood MIDI a MINI Kitů (Qiagen, 

Hilden, SRN), DNA ze vzorků tkání pak byla izolována pomocí QIAmp DNA kit (Qiagen, Hilden, SRN), 

moč pak byla izolována pomocí UltraClean Tissue DNA Isolation Kit firmy MoBio.   

K testování byly použity primery a sondy z již publikovaných esejí pro detekci HSV109, VZV110, 

CMV111, HHV-6112, HHV-7113, EBV114, adenovirů115 a BKV116. Ve všech vzorcích jsme také kvantifikovali 

albuminový gen117. 

S výjimkou kalibrační křivky pro albumin, která byla konstruována po spektrofotometrickém změření 

koncentrace smíšeného roztoku lidských DNA, byly všechny ostatní křivky konstruovány pomocí 

dekadického ředění plasmidu se zaklonovanou cílovou sekvencí, pomocí TOPO cloning KIT od firmy 

Invitrogen do dodávaného kmene E. coli. 

V případě detekce adenovirů jsme se podíleli ve spolupráci s kolegy z Leiden University Medical 

Centre a kterou jsme po té jako skupina řešící evropský grant zabývající se adenoviry u pacientů po HSCT 

publikovali na návrhu MGB (Minor Groove Binder) sondy115 (článek č. 11). Výhodou MGB sondy je 

možnost použití krátkého řetězce DNA, který by u běžné TaqMan sondy byl nedostatečný. V případě 

adenovirů, jejichž obrovské množství sérotypů a jejich variability velmi znesnadňovalo jak navržení 

primerů, byl tento přístup jedním z možných řešení. Primery byly navrženy pro detekci sérotypů skupin A-

C, přičemž sérotypy skupin B a C jsou po HSCT detekovány častěji (viz tabulka 5). I tak jsou pro detekci 

použity tři primery k zajištění dostatečné senzitivity eseje.  

Pro detekci variant HHV-6 jsme kvůli zvýšení senzitivity eseje u detekce velmi nízkých kvantit viru 

navrhovali vnější primery k primerům již publikovaným (viz článek č. 6).  

K detekci jsme používali především PCR chemikálie dodávané s polymerázou HotStar firmy Qiagen 

(Hilden, SRN). Testování pak bylo provedeno na strojích Applied Biosystems ABI 7700, 7300, 7500 a také 

na strojích BioRad IQcycler.  
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Výsledky jsme v případě herpesvirů vyjadřovali normalizované na 10 000 lidských genomických 

ekvivalentů (g.e.), u zbylých virů pak na 1 ml vstupního biologického materiálu. 
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7. Výsledky 

 

V od ledna 2001 do října 2008 jsme vyšetřili vzorky od 217 dětských a 382 dospělých pacientů po 

alogenní HSCT. Medián věku pacientů při HSCT byl 8,9 (rozmezí 0,2-18,5 roku ) u dětí a 45,6 roku 

(rozmezí 18,7-75,1 roku ) u dospělých. Vyšetřili jsme celkem 7 520 vzorků od dětských pacientů (medián 

31 vzorků na pacienta), kteří byli transplantováni na jednotce transplantace kostní dřeně Kliniky dětské 

hematologie a onkologie (KDHO) 2. LF UK a FN Motol a 8 237 vzorků od dospělých pacientů 

transplantovaných v Ústavu hematologie a krevní transfúze (ÚHKT) (medián 20 vzorků na pacienta). 

Celkem se jednalo o 14 867 vzorků krve (6 964 vzorků od pacientů z KDHO a 7 903 vzorků od pacientů 

z ÚHKT). Mimo to jsme testovali také 890 vzorků moči, stolic, likvorů, bronchoalveolární laváže, 

výplachů z endotracheální kanyly, či vzorků získaných při pitvách zemřelých pacientů (560 od pacientů z 

KDHO a 330 od pacientů z ÚHKT).  

Analýza provedená v lednu 2008 a zobrazená na obrázku 15 charakterizuje vyšetřované skupiny 

dětských a dospělých pacientů, stejně jako rizikové faktory pro virové reaktivace v průběhu transplantační 

přípravy (viz také článek 1 a 2), typy štěpů i počet a typ letálních komplikací vyskytujících se po HSCT 

v této skupině pacientů. 
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Obrázek 15. 
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8. Reaktivace α-herpesvirů 

 

Reaktivace HSV a VZV jsme testovali v 3 057 vzorcích od 147 dětských pacientů a v 2 649 vzorcích 

od 302 dospělých pacientů.  

HSV jsme detekovali ve 48 vzorcích periferní krve (1,5%) od 24 dětských pacientů (medián 

pozitivních 11,3 kopie HSV na 10 000 g.e.) a v 5 vzorcích periferní krve (0,1%) od pěti dospělých pacientů 

po HSCT (medián pozitivních 5,01 kopie HSV na 10 000 g.e.). Mimo to jsme detekovali HSV v celkem 7 

vzorcích  získaných z dýchacích cest a kožních eflorescencí od 3 dětských a 3 dospělých pacientů (medián 

821,4 kopie HSV na 10 000 g.e.).  

Přítomnost VZV jsme testovali celkem v 3 046 vzorcích od 136 dětských pacientů a v 2 496 vzorcích 

od 267 dospělých pacientů.  

VZV jsme detekovali v 18 vzorcích periferní krve (0,6%) od 8 dětských pacientů (medián pozitivních 

1,2 kopie VZV na 10 000 g.e.) a v 13 vzorcích periferní krve (0,5%) od pěti dospělých pacientů po HSCT 

(medián pozitivních 1,2 kopie VZV na 10 000 g.e.). Mimo to jsme detekovali VZV v celkem 6 vzorcích  

získaných z kožních eflorescencí a jednom vzorku likvoru od 1 dětského a 5 dospělých pacientů (medián 

pozitivity ve vzorku z kožních eflorescencí 888 749 902 kopie VZV na 10 000 g.e.). Na obrázku 16 je 

dokumentován obrovský rozdíl ve kvantitě detekované v periferní krvi a obsahu puchýřků pásového oparu, 

či planých neštovic po HSCT.  

I u našich pacientů jsou tedy reaktivace HSV a VZV velmi vzácné. Žádný s pozitivních pacientů v 

době reaktivace již nebyl profylakticky léčen acyklovirem. U všech pacientů došlo po nasazení terapeutické 

dávky acykloviru k významnému zlepšení a následně odeznění příznaků infekce. 
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Obrázek 16.  
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9. Detekce β-herpesvirů 

 

9.1. CMV 

 

Celkem jsme přítomnost CMV testovali v 6 863 vzorcích krve od 217 dětských pacientů a 7 849 

vzorcích od 382 dospělých pacientů. Navíc jsme přítomnost CMV testovali také v 879 vzorcích tkání a 

tělních tekutin jako jsou likvor, bronchoalveolární laváže, stolice, výplachy z endotracheální kanyly, 

biopsie či vzorky tkání zemřelých pacientů.  

Od roku 2003 jsme začali pre-emptivní terapii virostatiky nasazovat při překročení hladiny 100 

normalizovaných kopií v periferní krvi. Celkem tuto hranici překročilo 55 dětských (25,3%) a 123 

dospělých (32,1%) pacientů. Symptomatická CMV infekce se pak objevila u 22 dětských a 46 dospělých 

pacientů a objevení se příznaků zpravidla odpovívalo naměřené kvantitě kolem 1 000 kopií CMV na 

10 000 g.e.. Nejčastěji se jednalo o pokles v krevním obraze. U několika z nich však i přes terapii došlo 

k rozvoji plně symptomatické CMV nemoci a to jako CMV pneumonie (5 dopělých, 6 dětí), CMV kolitida 

(7 dospělých, 1 dětský pacient) a encefalitidu (1). Fatální průběh pak měla CMV infekce u 9 dospělých a 7 

dětí; z nich u 2 dospělých a 2 dětí se na fatálním průběhu podepsala kombinace CMV a invazivní mykózy, 

s výjimkou jednoho pacienta pak byla u všech dalších pacientů podávaná vyšší imunosupresivní terapie, 

hlavně jako terapie GvHD. Obrázek 17 pak znázorňuje kumulativní incidenci CMV v jednotlivých 

hladinách normalizované pozitivity u dětských pacientů. Obrázek dokumentuje častou přítomnost 

benigních reaktivací, bez nutnosti terapie, jak jsou prezentovány například na obrázku 18. Příklad 

opakované léčené reaktivace, stejně jako dokumentovaný pokles CMV v reakci na léčbu je prezentován 

v přiloženém publikovaném článku č. 1 a také v článku č.7. CMV reaktivaci jsme tedy celkem úspěšně 

léčili u 159 pacientů po HSCT (89%), kteří překročili naši hranici pro terapii.  

Lékem první volby byl zpravidla ganciklovir, v případě dospělých pacientů pak často valganciklovir. 

Pokud terapie nebyla úspěšná byla nasazena terapie foscarnetem a několikrát byl použit také cidofovir, 

případně kombinace uvedených léků. V terapii plně rozvinuté CMV pneumonie byl také použit v deseti 

případech hyperimunní globulin (Cytotect). 

Z důvodů popsaných v úvodu jsme výsledky jsme hodnotili i s ohledem na séroreaktivitu proti CMV 

dárce a příjemce. Na obrázku 19 je znázorněna kumulativní incidence CMV pozitivity vyjádřená 
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v kombinaci dárce a příjemce. I v naší analýze je jasný dopad seologického vyšetřování před HSCT velmi 

sporný, zejména s ohledem na to, že jeden z pacientů, kteří byli transplantováni jako nerizikoví (D-/R- 

kombinace) vyvinul následně fatální CMV pneumonii. I na základě tohoto pozorování lze tedy o validitě 

sérologických testů u pacientů dlouhodobě léčených chemoterapií pochybovat a nelze je vždy brát za zcela 

spolehlivé.  

 

Obrázek 17. 

Kumulativní incidence CMV   

v jednotlivých hladinách  

pozitivity.   

 

 

 

 

 

 

Obrázek 18.  

Příklady benigní, neléčené reaktivace CMV. 
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Obrázek 19. 

Na obrázku je dokumentována kumulativní incidence CMV detekce do jednoho roku po HSCT podle 

sérologické odpovědi D/R před HSCT mezi dětskými pacienty. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 20. 

Ukázky rozdílu normalizované kvantity CMV v plicní tkáni (modře) a periferní krvi (červeně) před úmrtím 

u osmi pacientů. Pacienti č. 1 a 8 zemřeli na kombinaci CMV, mykózy a GvHD, pacient č. 6 pak na floridní 

CMV pneumonii s GCV-rezistentní mutantou.   
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Dalším problémem, ke kterému nás tento případ úmrtí na CMV pneumonitidu u D-/R- pacienta 

přivedl, je rozdíl kvantity CMV DNA v postižené tkáni a periferní krvi, odkud se běžně CMV detekuje (viz 

obrázek 20). Za šest let detekce CMV u pacientů po HSCT jsme vypracovali postup, při kterém se při pitvě 

pacienta snažíme odebrat nefixované vzorky z téměř všech tkání zemřelého pacienta. Z grafu na obrázku 

20 je pak jasně vidět dvou- až tří-řádový rozdíl v detekované normalizované kvantitě v postižené tkáni 

(zejména plicní) a detekcí těsně před úmrtím v periferní krvi. S výjimkou pacienta č. 6 z obrázku se u všech 

jednalo o infekci, kterou se dařilo alespoň částěčně kontrolovat virostatickou terapií. U pacienta č. 6 se 

infekci nepodařilo kvůli typu HSCT, času od HSCT a také vyvinutí GCV-rezistentní mutanty viru 

zvládnout (podrobněji viz níže v článku č. 7).  

Protože terapie plně rozvinuté CMV nemoci je stále velmi svízelná, zvlášť v případě vývoje 

rezistentních mutant viru, rozhodli jsme se naše úspěšné použití původně velmi zavrhované kombinace 

cidofoviru a foscarnetu při léčbě symptomatické CMV encefalitidy s retinitidou publikovat v časopise 

Pediatric Transplantation (článek č.1). Na tomto případě jsme pak mimo možnosti vcelku bezpečného 

použití kombinace neurotoxických léků demonstrovali také důležitost přítomnosti specifické imunity, 

v našem případě zcela bazálně reprezentovanou počtem CD4+, CD8+ a NK buněk, pro kontrolu CMV 

infekce. Mimo to jsme se díky této zkušenosti zaměřili také na detekování rezistentních mutant viru. Mimo 

zavedení metodiky restrikčního stěpení na pracovišti lékařské virologie 2. LF UK a FN Motol detekujících 

tyto GCV rezistentní mutanty118, jsme také navázali spolupráci s dr. Davidem Boutolleau z Paříže a nechali 

vytypované vzorky 22 dětských pacientů suspektních z přítomnosti rezistentních mutant CMV 

osekvenovat. Výsledky těchto sekvenací s detekcí mutant v UL97 i UL54 jsou prezentovány v tabulce 6. U 

čtyř z nich (žlutá pole v tabulce) jsme mutace v testovaných genech prokázali. 

Ve článcích č. 2 a 3 jsme pak do analýzy pacientů transplantovaných vysoce neshodným dárcem 

MMUD po přípravě ATG, stejně jako u pacientů po MMUD HSCT transplantovaných pro leukémie 

zavzali do hodnocení také výskyt virových komplikací, coby známých faktorů ovlivňujících přežití po 

HSCT. V obou článcích jsme se věnovali prognóze pacientů ve vysokém riziku potransplantačních 

komplikací jako jsou pacienti transplantovaní s velkou HLA neshodou a s velkým rizikem reaktivací 

virových infekcí po HSCT jako jsou pacienti s použitým ATG v průběhu přípravného režimu.  
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Tabulka 6.  
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9.2. HHV-6 

 

Celkem jsme HHV-6 detekovali v 6 792 vzorcích krve od 217 dětských pacientů a 7 822 vzorcích od 

382 dospělých pacientů. HHV-6 DNA jsme detekovali u 96 pacientů dětských (44,2%) a 54 pacientů 

dospělých (14,1%). U žádného z našich pacientů jsme nepozorovali symptomy HHV-6 reaktivace, které 

bychom léčili virostatiky.  

Variantu viru jsme určovali v 69 případech a pouze u tří pacientů jsme určili variantu A viru. Ve všech 

třech případech jsme následně také prokázali chromozomální integraci HHV-6. Tato detekce byla 

provedena pomocí nested PCR (viz metody a článek č. 6).  

Již v roce 2003 jsme u jednoho pacienta pozorovali vysokou nálož HHV-6 DNA ve vzorku před 

transplantací, kdy byl pacient zcela bez symptomů HHV-6 infekce. Rozhodli jsme se vyčkat a případnou 

virostatickou terapii nasadit až v případě dalšího vzestupu kvantity HHV-6 DNA po transplantaci. Po 

HSCT však u něj kvantita virové DNA klesla na nízkou hladinu a neprojevily se jakékoli komplikace, které 

bychom mohli asociovat s HHV-6. Pacient nás zaujal také detekcí varianty A viru. S odtupem tří let jsme 

pak u tohoto pacienta prokázali chromozomálně integrovaný HHV-6 (CI-HHV-6) (viz HHV-6 v úvodu). 

Zároveň jsme otestovali archivované vzorky DNA určené původně pro detekci minimální reziduální 

nemoci (MRN) v kostní dřeni a periferní krvi před HSCT (článek č. 4). V grafu ve článku je jasně vidět 

obdobná nálož HHV-6 DNA detekovaná více jak tři roky před HSCT, stejně jako obdobná kvantita více jak 

tři roky po HSCT ve vzorcích vlasů.  

Protože se až dosud o nositelích i možném patogenním působení integrovaného HHV-6 genomu 

mnoho neví, rozhodli jsme se publikovat několik našich pacientů s CI-HHV-6. V prvním případě se jedná o 

dospělou pacientku, která nebyla transplantována, ale byla léčená s příznaky těžké aplastické anémie 

(SAA) v roce 2005. Protože jsme v té době na CI-HHV-6 ihned nepomysleli, pacientka byla nejprve léčena 

virostatiky a po dvou měsících neúspěšné terapie pak teprve vysokodávkovanou imunosupresivní terapií 

(ATG, CsA a kortikoidy) opět bez jakéhokoli vlivu na kvantitu HHV-6 DNA v periferní krvi (článek č. 5). 

Tento výsledek je v souladu s integrací HHV-6 DNA do chromozomu a s tím, že nedochází k jeho 

reaktivaci do stádia  produktivní infekce s tvorbou virových partikulí. Pokud by totiž k produktivní infekci 

docházelo, a u pacienta s těžkou aplastickou anémií charakterizované také snížením specifické imunity, se 
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taková reaktivace dá předpokládat, pak by nasazená virostatické terapie vedla ke snížení normalizované 

virové nálože v periferní krvi. 

Protože jsme také chtěli získat přehled o frekvenci CI-HHV-6 v populaci České republiky, otestovali 

jsme také vzorky dětských pacientů s leukémiemi z již zmíněných vzorků DNA původně určených pro 

detekci MRN. V naší studii jsme prokázali přítomnost CI-HHV-6 u pěti pacientů z 339 (1,47%), což zcela 

odpovídá dosud publikovaným datům (viz úvod). U žádného jsme také neprokázali spojitost přítomnosti 

HHV-6 DNA s komplikacemi pozorovanými při terapii cytostatiky u ALL (článek č. 6). 

Poslední článek popisující naše zkušenosti s CI-HHV-6, který je v současné době v recenzním řízení, je 

článek věnující se náloži HHV-6 DNA a CMV DNA u dvou pacientů po alogenní HSCT, kteří zemřeli na 

komplikace spojené s CMV pneumonií. U obou pacientů jsme získali pro detekci také vzorky tkání. Na 

normalizovaných výsledcích HHV-6 DNA je dobře dokumentována obdobná kvantita nálože ve tkáních a 

v periferní krvi před HSCT. Mírně nižší kvantity pak mohou být přisouzeny prokrvení tkání hematopoézou 

dárce, který nebyl, jak je vidět na grafem longitudinálního sledování, nositelem CI-HHV-6. Řádově nižší 

kvantity jsou pak ve vzorcích s větším zastoupením hematopoetické tkáně jako jsou slezina a kostní dřeň. 

Současně je na vzorcích tkání vidět také obrovský rozdíl ve kvantitě CMV DNA ve tkáních, kde je 

detekovatelná kvantita nejvyšší v poškozeném orgánu, v těchto případech tedy plicní tkáni. Zároveň se nám 

u jednoho z prezentovaných pacientů podařilo ve spolupráci s University Colledge London popsat nové 

místo chromozomální integrace na krátkých raménkách chromozómu 18. Příklady FISH jsou prezentovány 

v článku (článek č. 7).    
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9.3. HHV-7 

 

Přítomnost HHV-7 jsme testovali v celkem 6 792 vzorcích od 217 dětských pacientů 7 822 vzorcích od 

382 pacientů dospělých. HHV-7 DNA jsme detekovali v 319 vzorcích od 62 dětských pacientů (28,6%) a 

141 vzorcích od 51 pacientů dospělých (13,4%). Medián pozitivity byl 3,45 kopie HHV-7 na 10 000 g.e. 

(rozmezí 0,17 – 7 689 kopi) u dětí a 1,69 kopie HHV-7 na 10 000 g.e. (rozmezí 0,19 - 645 kopie) u 

dospělých. U žádného z našich pacientů jsme nepozorovali symptomy HHV-7 reaktivace.  

Protože jsme mezi dětskými pacienty detekovali HHV-7 relativně často, zaujal nás článek publikovaný 

kanadskými kolegy o výskytu HHV-7 mezi dětmi, které také prodělaly alogenní HSCT.  U kanadských dětí 

byl však HHV-7 detekován pouze v 5,5% pacientů. Proto jsme v reakci na tento článek ve formě dopisu 

editorovi publikovali naše zkušenosti s tímto virem. Zajímavostí, která až dosud nebyla nikde publikována, 

je průkaz HHV-7 DNA také ve vzorcích štěpu a vzorcích periferní krve dárců (článek č. 8).   



 107

 

 

Článek 8 



 108

10. Detekce γ-herpesvirů – EBV 

 

Přítomnost EBV jsme testovali v celkem 7 334 vzorcích od 217 dětských a a 8 133 vzorcích od 382 

dospělých pacientů. EBV DNA byla detekována celkem v 2 304 vzorcích (31,4%) od 175 dětských 

(80,6%) a 1 032 vzorcích (12,7%) od 222 dospělých (58,1 %) pacientů po HSCT.  

Vyšší normalizovaná kvantita kolem 1 000 kopií na 10 000 g.e., která se podle našich dosavadních 

zkušeností s detekcí a klinickými projevy EBV-LPD zdá jako vhodná hranice pro vysoce suspektní EBV-

LPD, byla překročena pouze u 25 dětských pacientů a 9 pacientů dospělých. Mezi dětskými pacienty po 

HSCT jsme kvantifikovali EBV také u 4 pacientů zemřelých před zavedením pravidelné detekce na EBV-

LPD. U dalších 6 dětských pacientů jsme pak pozorovali klinické známky EBV-LPD ve smyslu proliferace 

B lymfocytů v periferní krvi a u všech se nám podařilo dalšímu rozvoji nemoci zabránit podáním anti-CD 

20 protilátky (rituximab/MabThera). U jednoho dětského pacienta došlo v rámci postransplantační 

proliferace až k rozvoji mnohočetného EBV pozitivního lymfomu především v oblasti žaludku 

dokumentovaném také na scanu pozitronové emisní tomografie (PET) (viz obrázek 21). Tento pacient byl 

následně přeléčen podle standardního protokolu léčby lymfomů. U jednoho dospělého pacienta jsme EBV-

LPD v lokalizované formě detekovali a úspěšně přeléčili také.  

Na základě retrospektivních vyšetřování pacientů s prokázanou EBV-LPD i prospektivních pacientů, u 

kterých se podařilo lymfoproliferaci detekovat v perirní krvi pomocí průtokové cytometrie, jsme hranici 

1 000 kopií na 10 000 g.e. určili jako vysoce suspektní z EBV-LPD a v současném diagnosticko-

terapeutickém postupu je dosažení této hranici indikací k vyšetření průtokovou cytometrií, pro potvrzení 

diagnózy EBV-LPD. Potvrdí-li toto vyšetření proliferaci B lymfocytů, pak je pacient indikován k podání 

monoklonální protilátky rituximab.  

Naše zkušenosti s EBV-LPD včetně dokumentování proliferace B lymfocytů a účinku rituximabu na 

tuto proliferaci jsme publikovali v Časopise lékařů českých (článek č. 9). U jednoho z dětských pacientů 

transplantovaných pro vzácný imunodeficit (DiGeorgův syndrom) jsme také pozorovali EBV-LPD a 

úspěšně jí rituximabem zaléčili. Tuto transplantaci jsme podrobně popsali v článku přijatém do Pediatric 

transplantation (článek č. 10).  
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Obrázek 21. 

PET scan pacienta s lymfomem vyvinutým na základě potransplantační EBV-LPD. Žluto-oranžová místa 

zachycují místa akumulace podané látky – tedy především lymfom.  
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11. Adenoviry 

 

Jak bylo popsáno v úvodu, je detekce adenovirů pomocí PCR obtížná především díky velkému počtu 

sérotypů. V naší laboratoři detekujeme adenovirovou DNA od roku 2003 pomocí eseje, na jejímž designu 

jsme se podíleli (viz Metody a článek č. 11). V případě adenoviru, jako viru, který se primárně neváže na 

leukocyty jsme také výsledky vyjadřovali v počtu kopií na 1 ml plné krve.  

Od roku 2003 jsme provedli detekci adenoviru v celkem 5 098 vzorcích od 165 dětských a 295 

dospělých pacientů. Z toho bylo 2 349 vzorků periferní krve dětských pacientů a 2 309 vzorků periferní 

krve dospělých pacientů. Zbylých 440 vzorků tvořili další biologické vzorky jako např. vzorky stolice či 

výplachy z endotracheální kanyly apod.  Pozitivitu jsme detekovali v 56 vzorcích periferní kve (2,4%) od 

17 (10%) dětských pacientů a v 39 vzorcích periferní krve (1,7 %) od 18 (6,1%) pacientů dospělých. 

Zároveň jsme však pozorovali jistou epidemicitu adenovirových infekcí, kdy jsme ve třech letech 

podrobného sledování všech našich alogenně transplantovaných pacientů detekovali pozitivitu ve třiceti 

vzorcích periferní krve od 4 dětských a 8 dospělých pacientů s mediánem pozitivity 3 300 kopií / ml 

(rozmezí 600 – 4 554 000) a většinu zbylých pozitivních vzorků (46) jsme získali od května do listopadu 

2006, kdy jsme detekovali celkem 14 pozitivních pacientů (10 dětských a 4 dospělích pacientů) 

s mediánem pozitivity 5 400 kopií / ml (rozmezí 600 – 17 028 600). Sekvenací jsme u několika pozitivních 

pacientů určili adenovirové sérotypy 2 (skupina C) a 31 (skupina A).   

Na základě zkušeností našich a center spolupracujících na řešení evropského grantu sledujícího 

adenovirové infekce u pacientů po HSCT, byla jako hranice pro razantní terapii adenovirové infekce určena 

kvantita 105/ ml periferní krve.  

Naše zkušenosti s detekcí adenovirů u pacientů po HSCT jsme publikovali v podobě posteru (viz níže) 

na 33. kongresu Evropské společnosti pro transplantace krve a kostní dřeně (European Blood and Marrow 

Transplantation). Abstrakt byl pak publikován ve sborníku abstrakt tohoto kongresu, který je vydáván jako 

příloha časopisu Bone Marrow Transplantation.   
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12. Polyomaviry - BKV 

 

Detekce BKV byla prováděna především u pacientů s makroskopickou hemorrhagickou cystitidou, 

tedy cystitidou podle klasifikace Světové zdravotnické organizace (WHO) grade 2 a 3.  BKV DNA jsme 

detekovali ve vzorcích krve a ve vzorcích moči, byly-li dostupné. Moč jsme testovali po izolaci DNA kitem 

firmy MoBio určeným pro izolace DNA z moči a stolice. Výsledky jsme i v tomto případě vyjadřovali na 1 

ml biologického vzorku.  

Celkem jsme na přítomnost BKV testovali u 741 vzorků (168 vzorků moči, 454 vzorků plné periferní 

krve) od 31 dětských a 41 dospělých pacientů v převážné většině s hemorrhagickou cystitidou. BKV jsme 

detekovali v 152 vzorcích moči s mediánem pozitivity 4,28x109 / ml (rozmezí 1000 – 1,02x1012 / ml) od 49 

pacientů a v 115 vzorcích periferní krve s mediánem pozitivity 2,31x106 / ml (rozmezí 8000 - 1,02x1010 / 

ml) od 15 pacientů. Mimo to jsme u dvou pacientů získali a testovali také vzorky tkáně močového měchýře 

získané při patologicko-anatomickém vyšetření po smrti pacienta. Kvantity detekované v pozitivních 

vzorcích jsou prezentované na obrázku č. 22, porovnání kvanty v moči, krvi a tkáních u jednoho z pacientů 

je pak na obrázku č. 23. Nálože ve tkáních jsou normalizované na 10 000 g.e. protože poměr v tomto 

případě může proliferační aktivitu viru lépe zachytit. Na obou obrázcích je vidět opět o jeden až dva řády 

vyšší nálož v moči oproti kvantitě v krvi, na obrázku 19, je pak vidět jasný rozdíl ve kvantitě poškozeného 

močového měchýře, ve tkáních ledvin a střeva, kde je BKV detekován a pak ve zbytku organismu.  
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Obrázek 22. 

 

Obrázek 23. 
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13. Závěr 

 

Infekce DNA viry tvoří u pacientů po HSCT nezanedbatelnou skupinu komplikací. I  u našich pacientů 

jsou pak získaná data v souladu s obecným pohledem na nebezpečnost virových infekcí v pořadí CMV, 

EBV, dále adenovirus a pak zbylé viry. Vývoj nových virostatik, imunosupresiv, či buněčné terapie, stejně 

jako kvantitativní virová detekce pak na toto pole přináší řadu dalších otázek ať již ve vztahu k vlastnímu 

průběhu virových infekcí, třeba ve formě a průběhu CMV orgánových poškození při cílené virostatické 

terapii, či ve smyslu detekce jednotlivých virů v dalších biologických vzorcích a jejich dopadu na úpravu 

terapie (např. vzorky bronchoalveolární laváže, či stolice).  

Námi dosud získané výsledky umožnily standardizovat monitoraci těchto infekcí a jejich úspěšnou 

léčbu u mnoha pacientů.  
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