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Cil préce

Cilem mé prace je shrnout literarni data zaméfend na patogenezi, klinickou prezentaci,
epidemiologii a 1é¢bu neuroinfekci zptisobenych virusem Epsteina a Barrové. Piedstavim
vztah virusu Epsteina a Barrové k rozvoji roztrouSené skler6zy. Déale budu hodnotit PCR a
jiné detekéni metody, které jsou urcené pro diagnostiku neuroinfekei zptisobenych virusem

Epsteina a Barrové a predstavim uskali laboratorni diagnostiky.



1. Uvod

Herpetické viry neboli herpesviry jsou vyznamnou skupinou patogennich virust
savel, ptakd a plazd. U ¢lovéka mizou tyto virusy zpusobovat trividlni kozni a sliznic¢ni
1éze, zivot ohrozujici infekce, ale také se podileji na vzniku urcitych malignich nadort.
Herpesviry patii do velké celedi Herpesviridae, ktera se déli do t# podceledi
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae a Gammaherpesvirinae. Pravé do podceledi

Gammaherpesvirinae patii virus Epsteina a Barrové (Raj¢ani a Ciampor 2006).

Virus Epsteina a Barrové (EBV) je znamy téz jako lidsky herpesvirus 4 (HHV — 4)
nebo EB virus. Tento virus je ptendSen oraln¢ a horizontalné tedy mezi jedinci, ktefi
nemuseji byt v piibuzenském vztahu. K prvnimu setkani s infekci dochazi vétsinou v détstvi
bez projevu onemocnéni, virus méa schopnost pretrvavat v latentni podob¢ po zbytek Zivota
jedince a v ur¢ity okamzik byt reaktivovan. Nejcastéjsim projevem infekce EBV je infekéni
mononukledéza (IM), ale virus byva také spojovan snékolika typy rakoviny

a s neuroinfekcemi (Volpi, a dalsi 2013).

Hrubé kulaty virion je 150 az 200 nm v praméru a skladd se z ikosaedralniho
nukleokapsidu, ktery obsahuje linearni dvoufetézcovou DNA (Volpi a Pica, 2013).
Nukleokapsid ma 162 kapsomer a mezi kapsidem a obalem se nachazi amorfni vrstva
proteinli, kterd se nazyva tegument. Cely virion je obalen lipoproteinovym obalem
s glykoproteinovymi vybézky (Rajéani a Ciampor 2006). Cely virion mizeme vidét na

obréazku 1.
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Obr. 1: Struktura virusu Epsteina a Barrové. ™



2. Historie

EBV byl objeven diky klinickému a epidemiologickému pozorovani neobvyklych
typt rakoviny déti v rovnikové Africe. V roce 1958 chirurg Denis Burkitt identifikoval
neznamou formu rakoviny (dnes znamou jako Burkittiv lymfom), kterd postihovala Celisti
mladych africkych déti (Sugden, a dalsi 1994). Zjistil, ze vyskyt lymfomu je ovliviiovan
teplotou a mnozstvim srazek a domnival se, Ze toto onemocnéni je pienasSeno komary, toto

tvrzeni bylo pozdé&ji vyvraceno.

V roce 1964 Michael Anthony Epstein a Yvonne M. Barrova se svymi kolegy
izolovali novy herpesvirus z kultury nadorovych bunék (odtud nazev pro EBV)
(Epstein, a dalsi 1964). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze tento novy virus ma také souvislost
s nasofaryngedlnim karcinomem v jihovychodni Asii a infek¢ni mononukle6zou. EBV
krom¢ toho také zplsobuje B-bunécné Ilymfomy u imunodeficientnich pacienti

(Epstein, a dalsi 1964).



3. Patogeneze EBV

3.1 Obecné informace

V détstvi probiha infekce EBV obvykle bez ptiznaka. Virus §ifi slinami a napada
zpocatku epitelové bunky oropharynxu. Pozd¢ji virus napada B-lymfocyty. Za normalnich
okolnosti je proliferace B-lymfocytt, ktera je fizena EBV, zachycena cytotoxickymi
T-lymfocyty a NK buiikami. Ty jsou schopné zachytit velkou vétsinu nakazenych bunék, ale

malé ¢ast napadenych B-lymfocyti preziva (Sugden, a dalsi 1994).

Podobn¢ jako u jinych gammaherpesvirusi EBV infikuje buiky v téle jedince po
cely zivot. U primarni infekce, kde je klinickym projevem infekéni mononukledza, dochazi
k latentni (neproduktivni) infekci v B-lymfocytech. Po prodélani IM anebo po priméarni
infekci, ktera méla skryty prabéh, DNA virusu zistava v B-lymfocytech ve form¢ latence
typu L. Patogeneze nadort souvisi s latenci typu II/III, pti které se exprimuje membranovy

antigen latence LMP1 a jaderné antigeny EBNA (Rajé¢ani a Ciampor 2006).

3.2 Latentni faze

Nejprve dojde k navazani EBV na B-lymfocyty pomoci interakce EBV gp350/220
obalovém glykoproteinu s molekulou CD21 na B-lymfocyty. Potom dojde k fuzi membrany,
coz umozni vstup virusu do cytoplazmy hostitelské burniky. Po proniknuti do bunky se virus

rozloZi a genom je transportovan do jadra.

Schopnost EBV ¢inné indukovat transformaci rastu B-lymfocytl je vicestupniovy
proces. Nejdiive se klidové B-lymfocyty stanou aktivni a piejdou do buné¢ného cyklu. Poté
se infikované builkky za¢nou mnozit zplisobem zavisejicim na vysoké hustoté bunck a na
autokrinni produkci cytosind, které podporuji rast B-lymfocytd. Postupné se infikované
bunky mnoZi, vyvijeji rychleji a nejsou uz tolik zavislé na autokrinnich mechanismech ristu

(Sugden, a dalsi 1994).

3.3 Lyticka faze

Systém aktivace tohoto onemocnéni neni dosud pfesné znamy, na aktivaci by mohlo
dochazi k replikaci EBV v epitelialnich buiikach, ale také mize dojit ke spontanni replikaci
v B-lymfocytech, které jsou v latentni fazi (Sugden, a dalsi 1994).



Po riznych podnétech muze tedy dojit k reaktivaci virusu, ta je obvykle
asymptomaticka, ale jedinec se stava kratkou dobu zdrojem infekce.
U imunokompromitovanych pacienti pak muze dojit krozvoji nékolika malignich

onemocnéni (Smiskova 2012).



4. Klinickeé projevy EBV infekce

4.1 Infekéni mononukleoza

Infekéni mononukledza (IM) je klinicky nejznaméjSim a nejtypictéjsi forma primarni
infekce EBV. Vzacné muze byt vyvolana cytomegalovirem (CMV). Onemocnéni zacina
nejprve pozvolna. Mezi prvni ptiznaky patii Ginava a nechutenstvi, pozdéji se pridava
horecka, bolest v krku a otok lymfatickych uzlin. Béznd byva také hypertrofie tonzil, na

kterych se objevuji Sedobilé povlaky, to mizeme vidét na nasledujicim obrazku.

Obr. 2: Hypertrofické tonzily s Sedobilymi povlaky. (2

Tento stav vede K bolestivému polykani a nékdy také ke ztizenému dychani.
V prvnich dnech onemocnéni byva patrny také otok vicek (Bassiv ptiznak), u 25-60%
pacientli se objevuji drobné petechie na piechodu tvrdého a mékkého patra (Holzelovo
znameni). U vice neZz poloviny nemocnych se objevuje splenomegalie, hepatomegalie je
méné Castd. Nekdy se objevi i necharakteristicky makulopapulozni exantém. K rozvoji
tézkého sveédivého makulopapulozniho enantému dochdzi u vétSiny piipadi po podani

aminopenicilinového antibiotika (Smiskova 2012).

K Ustupu piiznakl dochézi zhruba po 2 tydnech, Ginava a malatnost mohou pretrvavat
i déle. Jako 1é¢ba se doporuéuje klidovy rezim a jaterni dieta. Zivot ohrozujici komplikaci
mize byt ruptura zvétsené sleziny, encefalitida (tj. zanét mozku), myelitida (tj. zanét michy),
radikulitida (tj. zanét misnich kofentl), transverzalni meningitida (tj. zanét mozkovych blan)

(Smiskova 2012).



4.2 Malignity asociované s EBV

U imunokompromitovanych pacientt EBV miize transformovat rist lymfocyti a to
vede Kkrozvoji malignich onemocnéni. U imunokompetentnich pacientd dochazi
k malignimu onemocnéni vyjimeéné, zalezi na vedlejSich vlivech prostiedi nebo genetickych

vlohach (Smigkova 2012).

4.2.1 Burkittiv lymfom

Tento vysoce maligni naddor se vyskytuje pfedevsim u africkych déti, jejichz imunitni
systém je chronicky aktivovan malérii. Jedna se o nador lymfatickych uzlin, v krevnim
obraze muzeme vidét proliferujici ovalné bunky stmavymi jadry, které jsou podobné
lymfoblastim. Nejcastéji se vyskytuje v krénich uzlinich, jednd se o nador cCelisti. Mezi
hlavni pfiznaky patii zvétSeni lymfatickych uzlin a sleziny, dale poSkozeni kostni diené

athymu, hepatitida a myokarditida (Rajéani a Ciampor 2006). Na nasledujicim obréazku

muzeme vidét Burkittiv lymfom.

Obr. 3: Africké dité s Burkittovym lymfomem. !

Nejcastéjsim vyskytem je Afrika a Papua Nova Guinea, obas se mohou objevit
pfipady 1 jinde po svété. Pokud je onemocnéni nelécené, jedinec umira, ale pokud je 1écba
chemickym terapeutikem zahajena vcas, mlze vést k uzdraveni. Timto typem lymfomu
mohou také onemocnét pacienti, ktefi jsou v pocatecnim stadiu  AIDS

(Perkins a Friedberg 2008).



4.2.2 Nasofaryngealni lymfom

Tento typ nadoru je &asty v jizni Cing a jihovychodni Asii, v téchto oblastech se
jedna o nejcastéjsi druh zhoubného nadoru. Virus napada hlavné epitelové buriky, Vv séru
muzeme vidét zvySenou hladinou IgA proti virovému kapsidovému antigenu
(Smiskova, 2012). Obvykle se projevuje zvétSenymi cervikalnimi lymfatickymi uzlinami,
kam nador metastazuje. Nejcasteji postihuje vékovou skupinu 20-50 let a onemocnéni se
projevuje Castéji u muzi nez u zen. Tento nador je pomérné tézko 1écitelny a nemiva dobrou

prognozu (Xie, a dal$i 2013). Na obrazku ¢islo 4 mizeme vidét nasofaryngealni lymfom.

Tumor protruding
into the posterior

aspect of the right
nasal cavity

Nasal septum

Obr. 4: Nasofaryngealni lymfom. !

Na obrazku vidime lymfom, ktery vyéniva do dorzalni pravé nosni dutiny. Na levé

strané se nachazi skofepy a na pravé nosni prepazka.

4.2.3 Hodginiiv lymfom

HodginGv lymfom (HL) patfi do skupiny lymfoproliferativnich onemocnéni.
V nadorové populaci se vyskytuji buitky Reedové-Sternberga (RS). U necelé poloviny
pacient s klasickou formou HL byla v RS buiikach prokazana ptitomnost genomu EBYV,
u HIV pozitivnich jsou butiky pozitivni na EBV v 100%. Mezi prvni pfiznaky patii zvétSeni
uzlin, hlavné kréni, zvySena teplota, no¢ni poceni, vahovy ubytek a obCas se miize objevit

kasel a dusnost (Kiippers, a dalsi 2012).



4.2.4 Lymfoproliferativni onemocnéni vazané na X chromozém
Lymfoproliferativni onemocnéni vazané na X chromozém (XLP) nebo také
Duncanova nemoc je vrozend imunodeficience. Toto onemocnéni se projevuje pii primarni
infekci EBV u do té doby zdravych chlapcii. Imunitni systém neni schopen zni¢it EBV
ajeho pritomnost aktivuje zejména cytotoxické CD8+ T-lymfocyty, které potom napadaji
predevsim jaterni bunky. Prabéh IM je velmi tézky a doprovazi ho fulminantni hepatitida

a hematofagocytarni syndrom. U chlapct, ktefi pteziji, se mlize rozvinout progresivni

hypogamaglobulinemie a B lymfom (Smiskova 2012).



5. Epidemiologie EBV

Podobné jako ostatni herpesviry lidi, je EBV v populaci velmi rozsifeny. Protilatky
tiidy IgG se vyskytuji u necelych 90% dospélého obyvatelstva. K sérokonverzi (tj. vytvoieni
v oblastech s nizkou hygienou, uz do v€ku 18 mésici. Nejcastéji onemocni mladi lidé
(15-24 let), proto je IM casto oznaCovana jako ,nemoc z libani“. Tito lidé nepfisli do
kontaktu s virusem v mlad$im véku, nemoc se u nich bud’ neprojevi viitbec anebo probiha
jako lehké onemocnéni s vysokou teplotou a faryngitidou. U lidi ve véku nad 40 let se

onemocnéni prakticky nevyskytuje.

K pfenosu dochazi mezi nemocnymi, ale i jedinec s inaparentnim prubéhem
onemocnéni mize byt zdrojem infekce. Virus se §ifi tésnym kontaktem se sekrety dutiny
ustni (sliny) a také kapénkovou infekci. Pfenos pohlavnim stykem je mozny, ale je méné
pravdépodobny, stejné¢ jako pfenos pres krevni transfuzi. Onemocnéni zanechéava
dlouhodobou imunitu. Inkubaéni doba je 30 az 50 dnu. Morbidita IM je odhadovéana na 50
piipadii na 100 000 obyvatel (Rajéani a Ciampor 2006).



6. Lécba neuroinfekci zpisobenych EBV

Infekce centralni nervové soustavy (CNS), které jsou propojené s EBV, jesté nejsou
dikladné prostudované. Infekce EBV jako pfi¢ina neuroinfekci byla prokdzand pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR), kdy byl ptitomny genom EBV v mozkomi$nim moku.
Mezi ptedpokladané moznosti nakazy patii piima invaze CNS nebo také
imunopatogenetické mechanismy. V nékterych pfipadech muze pii IM dochazet
k neurologickym komplikacim, ale n¢kdy se také mohou objevit neurologické ptiznaky bez

projevt IM.

Utinnost  antivirotik u neuroinfekci zptsobenych EBV nebyla prokéazana
(Opavsky, a dalsi 2008). Podle n€kterych studii bylo zjisténo, Ze po poklesu mnozstvi kopii
DNA EBV pod detekéni hladinu se objevila mirna zlepSeni u neuroinfekci nebo také, ze
clearanci (tj. mnozstvi krve, které se za urCitou dobu ocisti od urc¢ité latky) DNA EBV

Z mozkomiSniho moku ptedchazi pokles bilych krvinek.

Néekteré  studie naopak neprokazuji klicovou roli EBV v neuroinfekcich,
napt. magnetickd rezonance nebo histopatologické studie, ale mohou potvrdit vyskyt
nékterych strukturnich zmén, které jsou typické pro uréité neuroinfekce. UloZeni
cirkulujicich komplexti protilatka-antigen mize byt povaZovdno za mozny spoustec
endotelidlnich zmén, které vedou k demyelinizaci (tj. poskozeni myelinovych pochev
u nervovych bunék) a poskozeni tkané (Volpi, a dalsi 2013). Nékteré studie také uvadei, ze
pro mnoho malignit spojenych s EBV je u¢inna chemoterapie, ale az 50% lidi, ktefi se vyléci
z Hodginova lymfomu, umira na komplikace spojenymi s chemoterapiemi nebo po relapsu

onemocnéni (Cohen, a dalsi 2011).

Kjinym vysvétlenim také patii tvrzeni, Ze neuroinfekce spojené s EBV jsou
zpusobeny proniknutim cytotoxickych CD8+ T-lymfocytd do mékkych mozkovych plen
nebo do nervové tkané (Volpi, a dalsi 2013).
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6.1 Neuroinfekce zptusobené EBV

6.1.1 Komplikace CNS pri IM

Identifikovat neuroinfekci zptisobenou EBV je pomérné obtizné, protoze vztah mezi
neurologickymi potizemi a klasickymi ptiznaky IM je proménlivy. Analyzy mozkomiSniho
moku prokazaly, ze neurologické pifiznaky mohou souviset s EBV i v pfipad¢, kdy nejsou
k dispozici klinické nalezy, které by podporovaly diagnézu IM. Odhadované mnozstvi téchto
neuroinfekci je 0,7-26,5 %. Rozsah je velky, protoze tyto vysledky pochézi také od
hospitalizovanych pacientli, skutecny vyskyt je odhadovan na 1-5%. Mezi nejcastéjsi

komplikace patii meningitida a encefalitida (Volpi, a dalsi 2013).

6.1.2 Meningitida

Pacienti s meningitidou, kterd je spojend s EBV, maji vyssi teplotu, bolesti hlavy,
ztuhly krk a pocit na zvraceni. Tlak mozkomisniho moku byva zvySeny, dochdzi ke zvyseni
koncentrace proteinti a k patologickému zvySeni poctu leukocytl. Koncentrace glukézy
apocet bilych krvinek byvd normalni. Avsak zvySeny tlak mozkomisniho moku byva
pozorovan i u pacientli se symptomatickou IM bez neurologickych ptiznak. Dale se
u n¢kterych pacienti mohou objevit zmény v syntéze protildtek uvnitt mozkovych plen
(Volpi, a dalsi 2013). Buiikky mozkomiSniho moku byvaji slozené z riznych bun&tnych
populaci a nebyvaji zjiSténa Zadna genova preskupeni. Stejné tak je tomu 1 encefalitidy

(Wu, a dal3f 2013).

6.1.3 Encefalitida

Védci uvadgji pripady encefalitidy, kterd se objevila po EBV virové reaktivaci
U imunokompetentnich pacientd (Baron, a dalsi 2013). U pacientd, ktefi maji encefalitidu
spojenou s EBV, se objevuje horecka, bolesti hlavy, ztuhly krk a pocit na zvraceni stejné
jako u pacientl s meningitidou. Navic se mohou objevit zmény v duSevnim stavu, ¢lovék
byva podrazdény, dezorientovany, letargicky a mize upadnout i do komatu. U jedné tfetiny
pacientd se vyskytuji mistni abnormality, jako je naptiklad hemiparéza (tj. caste¢né ochrnuti
jedné poloviny téla, které je zptisobeno nékterymi neurologickymi nemocemi) nebo chorea
(tj. nervova porucha, kterd spo¢iva v mimovolnych rychlych pohybech postihujicich rtizné

casti téla) (Opavsky, a dalsi 2008).
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Abnormality mozkomiS$niho moku jsou stejné jako u pacient s meningitidou, ale
podet bunék muZe byt o ndco niz§i ner u pacienti s meningitidou. Casto byvaji
v mozkomi$nim moku detekovany protilatky proti EBV (Barén, a dalsi 2013). U vétSiny
ptipadl byva pocitacova tomografie (CT) a magnetickd rezonance (MRI) normalni, n¢kdy se
ale muze objevit na CT otok nebo léze nebo na MRI atrofic a oblasti se zvySenou intenzitou
signélu v T2 vazenych obrazech (Volpi, a dalsi 2013). Diagndéza EBV encefalitidy ptichazi
v uvahu, kdyz klinicky obraz pacienta poukazuje na herpetickou encefalitidu, ale pomoci
PCR neni mozné detekovat DNA viru herpes simplex. Nejcastéji byvad pouzivana

intravenozni 1é¢ba acyklovirem (Baron, a dalsi 2013).

6.1.4 Lymfomy CNS u AIDS

EBV ma na svédomi nékolik riznych lymfomu, u pacientd infikovanych HIV do
téchto lymfoml zahrnujeme 40-67% non-hodginskych lymfomi a vétSinu Hodginovo
lymfomu. Vyskyt téchto lymfomil je nesrovnatelné vyssi u lidi HIV pozitivnich nez u bézné
populace. U imunokompetentnich pacientti byva vyskyt téchto lymfomt vzacny. Je zndm
ptipad pacienta, u kterého rychle postupovala slabost s chronickou, zanétlivou
demyeliniza¢ni polyneuropatii (Volpi, a dalsi 2013). Lymfomy vznikaji pravdépodobné
reaktivaci viru a DNA viru je poté mozné detekovat ve vSech lymfomech, které jsou spojené
s AIDS a stejné tak i v likvoru (Opavsky, a dalsi 2008).

Mezi ptiznaky patii bolesti hlavy, zmatenost, ztrata paméti, hemiparéza, ztrata feci
a zachvaty. Diagnostika lymfomi se opira nejcastéji o MRI a detekci EBV DNA v likvoru
pomoci PCR. Lézi nebyva obvykle mnoho, jsou velké, kontrastni a mivaji vice loZisek.
Mizeme je vidét v mozku, mozkovém kmenu a bazalnich gangliich. Tyto pfiznaky byvaji
obvykle fatdlni, vétSina jedinci umirda béhem 4 az 6 tydni od uréeni diagnozy

(Volpi, a dalsi 2013).

Velky podil pacientd pozitivnich na herpesviry mélo infekci HIV, coz ukazuje
vyznamny vztah mezi pfitomnosti herpesviri a snizenim imunity pii  AIDS
(Nakamichi, a dalsi 2013). V pocateénim stadiu se objevuji nadory podobné Burkittovym
lymfomim a nadory primarniho centralniho nervového systému (PCNSL) a periferni
non-hodginovské lymfomy se objevuji spiSe v pozdnim stddiu. VSechny tfi typy mohou mit
spojitost s EBV, ale nejvyssi souvislost, necelych 100%, ma PCNSL. DNA EBV miZzeme
detekovat v mozkomisnim moku (Macsween a Crawford 2003).
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Jako terapie u pacientl HIV pozitivnich se pouziva aktivni kombinovana retrovirova
terapie (HAART), cytostatika a radioterapie. Diky tomuto zptusobu 1é¢by dochazi k mirnym

zlepSenim v uz tak $patné prognoze (Opavsky, a dalsi 2008).

Kromé lymfomu je také EBV spojovano s Ustni vlasatou leukoplakii (OHL). Toto
onemocnéni se objevuje nej¢astéji v pozdnim stadiu AIDS. OHL je bezbolestna, objevuji se
bilé 1éze na okrajich jazyka. Casto se vyskytuje pravé u lidi s AIDS, ale byly zaznamenany
i nékteré piipady u jedinct s jinou imunosupresi. EBV muzeme nalézt v lézich na
dlazdicovém epitelu, ale bez maligni transformace. V piipadé potieby byva OHL lécena
pomoci acykloviru (Macsween a Crawford 2003).

6.1.5 Posttransplantaéni lymfoproliferativni onemocnéni

Vznik posttransplantacniho lymfoproliferativnino onemocnéni PTLD je véazan na
pouzivani na posttransplantacni imunosuprese, kterda zplsobi nedostatek cytotoxickych
T-lymfocytd. Tento deficit pak zpusobuje to, ze nejde =zabranit expanzi EBV
transformovanych B-lymfocyti. PTLD zahrnuje nékolik druht proliferativnich onemocnéni,
krom¢ CNS postihuje i lymfatické uzliny, jatra, plice, ledviny, kostni dfen, slezinu slinné

zlazy a stieva (Opavsky, a dalsi 2008).

Histologie se casto velmi lisi, jak u jednotlivych pacientd, tak 1 u jednotlivych
organt. Na histologickém obrazu mtizeme vidét polymorfni lymfocyty, plazmatické buiky
nebo monomorfni imunoblasty. Urovani diagnézy, zda jde o polymorfni nebo monomorfni
PTLD, zalezi ¢asto na jednotlivci, ktery diagnozu uréuje. OvSem pii postizeni CNS maji 1éze

vétSinou monomorfni a agresivni charakter (Volpi, a dalsi 2013).

Vétsina pripadi se vyskytuje do jednoho roku od transplantace organt. Po
transplantaci ledviny je vyskyt lymfomu 1-2%, po transplantaci srdce nebo plic 5-9%.
Posledni dobou se ale zvysuje pocet pozdnich ptipadi PTLD, vétSinou 5 let po transplantaci.
Mezi nejcastéjsi mista vyskytu patii lymfatické uzliny (59%), jatra (31%), plice (29%),
ledviny (25%), kostni dien (25%), tenké stievo (22%), slezina (21%), CNS (19%), tlusté
sttevo (14%), mandle (10%) a slinné zlazy (4%) (Volpi, a dalsi 2013).
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Klinické ptiznaky byvaji také rtizné, u zhruba poloviny lidi se objevuje horecka,
onéco méné se objevuje lymfadenopatie, gastrointestindlni a plicni potize, potize CNS
a ubytek vahy. Prognéza byva velmi zavazna, 88% lidi umird béhem 6 meésicti od urceni
diagnozy. Podle provedené studie bylo PTLD diagnostikovano pomoci nékolika markeri:
klinické projevy CNS, ptitomnost DNA EBV v mozkomi$nim moku a cytomorfologicky
doklad o piitomnosti atypickych lymfocytd (Wu, a dalsi 2013). PTLD je podle WHO
klasifikovano jako casné léze (plazmatické hyperplazie, IM), polymorfni PTLD,
monomorfni PTLD a PTLD s klasickym Hodginovym lymfomem (Furuya, a dalsi 2013).

V prvni linii 1é¢by dochazi ke snizeni imunosupresivni 1é¢by, to umozni obnoveni
poctu cytotoxickych T-lymfocytd a ve vétSiné piipadu tGstup nadoru. U tohoto zptisobu
1écby, ale nastava riziko, Ze jednotlivec nemusi pfijmout transplantovany organ. Bohuzel
I pfes pouzivani chemoterapii, imrtnost je potad stale vysoka (Macsween a Crawford 2003).
V roce 1980 bylo zavedeno pouzivani cyklosporinu a o néco pozdé¢ji pouzivani novych
uéinnych imunosupresivnich 1ékd, jako je anti-CD3 monoklonalni OKT3 a FK506
(Volpi, a dalsi 2013).

V posledni dobé byly testoviny nové formy imunoterapie. Rituximab je
humanizovand mysi monoklondlni protildtka a zaméfuje se na CD20 molekuly, které se
nachazi na povrchu vSech zralych B-lymfocyt. V soucasné dobé je povolena pouze 1écba
CD20 pozitivnich difuznich velkobuné¢nych non-hodginovskych lymfomu. Pouziva se
dohromady s chemoterapii nebo samostatné pro folikularni lymfomy, pokud chemoterapie
selze. Pfesto Zze mé& mnoho pozitivnich vysledkli, dochazi k recidivam nadord
(Macsween a Crawford 2003). Za béznou 1é¢bu na CD20-pozitivni PTLD nereagujici na
imunosupresi védci povazuji sekvenéni terapii s rituximabem a CHOP (cyklofosfamid,

hydroxydaunorubicin, vinkristin a prednison) (Zimmermann a Trappe 2013).

Pro prevenci a 1écbu PTLD pii transplantacich kostni dfené byly pouzity infuze
kultivované EBV, ve kterych se nachazi specifické cytotoxické T-lymfocyty. Bohuzel je
ptili§ nakladné a ¢asové naroc¢né najit spravné darce se shodnym histokompatibilnim systém
(HLA), aby mohl byt tento zpiisob 1é¢by vyuzit pro Sirokou vetejnost. Tento problém by
mohl mit feSeni ve vyvinuti banky se specifickymi cytotoxickymi lymfocyty. Zatim ma tato
kontrolovana studie pozitivni vysledky a dale se v ni pokracuje. Pokud bude i nadale uspésna
a nevyskytnou se né&jaké problémy, mohla by byt tato metoda vyuzitelna i pro dalsi infekce

(Macsween a Crawford 2003).
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6.1.6 Guillain-Barré syndrom
Guillain-Barré syndrom je nejcastéjsi ptiCinou neuromuskularni paralyzy. Pficiny
| patogeneze jsou zatim neznamé, ale u vice nez poloviny pacienti predchazela tomuto

onemocnéni infekce, respiracni nebo gastrointestinalni onemocnéni (Rees, a dalsi 1995).

Mezi ptiznaky patii symetricka svalova slabost, kterd se rychle rozviji, ztrata
Slachovych reflexti, mirné smyslové znaky a autonomickd dysfunkce. Tyto pifiznaky se
objevuji n€kolik dni az 4 tydny od virové nebo bakterialni infekce, proto je EBV spojovan se
Guillain-Barré syndromem. Neékteré studie ale stouto teorii nesouhlasi, byly zkouméany
hladiny protilatek u pacientii s EBV a jen u 8 pacient ze 100 s Guillain-Barré syndromem
byly zjistény EBV-specifické protilaitky IgM. Dikazy, které by spojovaly EBV
se Guillain-Barré syndromem, jsou tedy nejednoznaéné a k diagndze jsou potieby velice
citlivé testy na prokdzani EBV u pacientt se Guillain-Barré syndromem
(Volpi, a dalsi 2013).

6.1.7 Myeloradikulitida a encefalomyeloradikulitida

Mpyeloradikulitida je zanét michy a misSnich kotfenii. Encefalomyeloradikulitida je
zanét mozku, michy a misnich kofend. Podle studia ¢tyf pacientl s t€émito onemocnénimi
byla zjisténa schopnost viru ovliviiovat vice Casti z celé nervove soustavy, jako je mozek,
micha, mi$ni kofeny a periferni nervy. Tato schopnost je dolozena nékolika pfiznaky, mezi
které patii zmény dusevniho stavu, ztuhly krk, slabost a ztrata citlivosti v disledku pfi¢né

myelitidy (Majid, a dalsi 2002).

V mozkomis$nim moku mizeme vidét velké mnozZstvi bun€k, hlavné mononuklearni
se zvySenym mnoZzstvim proteinu, ale normalnim mnozstvim glukozy. U nékterych pacientt
byl pti vySetfovani pomoci MRI zvySeny signal v miSe a lumbosakralnich kofenech, u
nékterych pacientd byla MRI normalni. V provadénych vyzkumech zadny z pacientl
nezemiel, ale byly patrné neurologické deficity jako slabost v dolnich koncetinach a u
jednoho pacienta se vyvinula optickd neuritida. Ve srovnani s jinymi neurologickymi
onemocnénimi  zpiisobenych jinymi herpes viry jsou klinické pfiznaky EBV

myeloradikulitidy a encefalomyeloradikulitidy vyrazné (Majid, a dalsi 2002).
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6.2 Chronicky Unavovy syndrom

Puvod chronického Unavového syndromu (CFS) je dosud pro lékafe neznamy.
Postihuje ptiblizn¢ 0,2-0,7% populace Vv zapadnich zemich. Mezi piiznaky patii
nevysvétlitelné tnavy, které 6 meésici nebo déle, zhorSeni neurokognitivnich funkci,
koncentrace, kratkodobé paméti a kvality spanku. Mezi dalsi piiznaky také patii opakujici se

bolest v krku, hlavy, kloubi, svalti a malatnost.

Je ptedpokladana spojitost s riiznymi viry, jako je napiiklad virus chiipky, Brucella
bovis,Toxoplasma gondii a herpesviry nejcastéji EBV a HHV — 6. Bylo popsano nékolik
riznych mist propuknuti epidemii: Los Angeles v roce 1934, Londyn v roce 1955, okoli
jezera Tahoe v roce 1980, které se nachdzi na hranicich statd Kalifornie a Nevada. Tyto
udaje spolu sklinickymi piiznaky poukazovali na moznost infekéni nakazy. Déle mezi
moznosti nakazy pattil Borna Disease virus, ktery zpisoboval neurologické abnormality u

teplokrevnych zivocichti (Evengard a Klimas 2002).

Detekovat DNA EBYV nebo HHV — 6 v periferni krvi nebo v séru je obtizné pii tomto
onemocnéni, je to mozné bud’ pii akutni primarni infekci anebo pfi reaktivaci. Oba virusy
mizou zpusobit imunosupresi a latentni EBV a HHV — 6 miZe pozménit citokiny
(Volpi, a dalsi 2013).

Jelikoz neni onemocnéni dostate¢né prozkoumané, je celkem obtizné najit vhodnou
lé¢bu. Studie zkoumaly pouzité antivirové terapie, ale nebyly dostate¢né G¢inné, nicméné
acyklovir ma vliv na herpesviry. Ohledné 1é¢by probéhlo né€kolik studii, vétsina 1éki ale
nezabirala na vSechny pfiznaky CFS a fada dalSich 1€kt a 1éCebnych terapii je stale

zkoumana (Evengard a Klimas 2002).

6.3 Vyhlidky pro vakciny

Na mezinarodnim seminafi o EBV vroce 2002 byly navrZzeny dvé vakciny ke
schvéleni. Nebyly ale feceny navrhy jak a kdy by se méla vakcina pouzivat
(Macsween a Crawford 2003). Prevence onemocnéni zplsobenych EBV pomoci oc¢kovani
by mélo pozitivni vysledky pro lidi na celém svété (Cohen, a dalsi 2011). Lékati navrhuji,
aby prvné dostavaly vakciny rozvojové zemé (karcinom nosohltanu v Ciné a Burkittiv
lymfom v Africe), dale by mély byt pouzity na zapadé k prevenci zivot neohrozujici IM,

XLP rodiny a pfijemci séronegativnich transplantatt (Macsween a Crawford 2003).
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Obal virusu, ktery je sloZzen z glykoproteinu gp340, by mél byt pouzit k vyvinuti
vakciny diky jeho schopnosti indukovat neutraliza¢ni protilatky. Tento glykoprotein by se
misil se syntetickym mumaryl dipetidem a poté by mohl byt vhodny i pro sériovou vyrobu
a ptipadné podani pro ¢lovéka (Morgan, a dalsi 1989). Glykoprotein gp350 specificka
protilatka obsahuje neutralizaéni aktivitu EBV vséru infikovanych pacienti
(Cui, a dalsi 2013). Je mozné, ze tyto vakciny budou zmiriovat pocatecni replikaci viru
a Sifeni béhem primarni infekce a tim 1 potla¢i masivni reakci cytotoxickych T-lymfocytt na
antigeny, ktera vyvola imunopatologii vedouci k projevu ptiznakt. Vakcina prokazala 78%

ucinnost pii prevenci IM, ale ne v prevenci EBV infekce (Cui, a dalsi 2013).

Vakcina EBV je ve vyvoji u Medimmune, ale G¢innost a mechanismus jsou zatim
nejisté. Vakcina na bazi peptidi by méla byt vyhodna k indukci specifické imunitni
odpovédi (Cohen, a dalsi 2011). Vyiesila by problém specificnosti cytotoxickych
T-lymfocyti, alelickych variaci lidskych HLA genti a riizné epitopy riiznych kmentit EBV.
Dal$i moznosti by bylo vytvaiet terapeutické vakciny ve formé genetickych konstrukei, které

by slouzili k vytvoteni a posileni specifické¢ imunitni odpovédi.

Duvod pro prevenci IM pomoci neutralizace virusu nebo snizeni replikace virusu po
infekci zavisi na piredpokladu, Zze mnozstvi vakciny, ktera je podadvana na zacatku, je
schopno urcit zdvaznost onemocnéni. Toto tvrzeni ale nebylo potvrzeno dal§imi studiemi
(Macsween a Crawford 2003). K oc¢kovani zdravych jedinci je potfeba velmi ucinna
a bezpe€na vakcina, proto je tieba jeSté vice prozkoumat patogenezi virusu a sehnat dobry
zviteci model. V minulosti byl vyuzivan Tamarin, ktery patii do fadu primatti, pro prevenci

nadort, ten ale neni vhodny pro vyzkum IM.

Nedavno byl objeven lymphocryptovirus, ktery je podobny EBV. Tento virus se
piirozené¢ vyskytuje u druhu Rhesus monkey. Tento objev vypada slibné, protoze virus
zpusobuje podobné onemocnéni jako IM, zda zpusobuje virus nadory, se zatim zjistuje. Do
budoucna se ocekava, ze by tento zvifeci model mohl pomahat pti zkoumani slozitosti EBV

infekce v oblasti riznych onemocnéni (Cohen, a dalsi 2011).

Vyvoj vakciny by také usnadnilo identifikovani markert, které¢ piredpovidaji vyvoj
ochrany proti EBV infekce, proto by se mélo také zaméfit na zkuSenosti ziskanych ze studii
vakcin u jinych virust, které také souviseji s malignitami, jako je napiiklad lidsky

papilomavirus nebo virus hepatitidy B (Cohen, a dalsi 2011).
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7. Vztah EBV K rozvoji roztrousené sklerdzy

7.1 RoztrousSena skleroza

RoztrouSena skler6za (MS) je chronické zanétlivé onemocnéni CNS, kterda vede
k demyelinizaci a ruznym formam neurodegenerace. V soucasné dobé je malo znamo
0 mechanismech, které zpusobuji toto onemocnéni. Jednim z moznych vysvétleni je
autoimunita proti antigenim CNS, dal$im moznym vysvétleni by mohly byt pietrvavajici
infekce CNS nebo jinde v téle, které by spoustély imunopatologické reakce a to bud’ ptimo
anebo pomoci autoimunity. Jedna z moznosti, ktery virus by mohl spoustét pretrvavajici
reakce, je EBV (Lassmann, a dalsi 2011). Mezi dal$i moznosti vzniku MS se zarazuje i vliv
zivotniho prostiedi, nedostatek vitaminu D a koufeni. Prevalence MS se také zvysSuje se

zemepisnou Sitkou (Disanto, a dalsi 2012).

MS se miiZze projevovat riznymi zpusoby podle mista poSkozeni mozku. Mezi
nejCastéj$i priznaky patii ztrata citlivosti a mravenceni v koncetinach. Miize dojit k poruseni
celkové nebo castecné hybnosti a koordinaci pohybd. Dale se objevuji poruchy vidéni,
nekontrolované kmitani ocima nebo dvojité vidéni. Jeden z prvnich ptiznaki mize byt také
zanét o¢niho nervu. V tomto pfipad¢ si nemocny stézuje na bolest za okem, ma rozmazané
nebo dvojité vidéni, Casté vypadky vidéni a Spatné vniméni ostrosti barev. V nékterych

pfipadech miZou nastat potiZe s plynulou fe¢i, Gnava nebo deprese (Pilutti, a dalsi 2014).

7.2 Vztah roztrousené sklerozy a EBV

Tvrzeni, zda ma EBV vliv na vznik MS, neni stale potvrzené, ruzné studie ukazuji
ruzné vysledky. Nedavné studie ukézaly, Ze existuje jen malo dikazl o pfitomnosti EBV
vV CNS u pacienti s MS. S témito studiemi kontrastuji jiné, které naopak ukazuji, Ze byly
pfitomny EBV pozitivni buniky a u nékterych pacientii také folikuly B-lymfocytl, které
obsahovaly EBV. Tato otazka, zda EBV hraje opravdu roli pti vzniku MS, je velice dulezita,
protoze tento fakt by mohl pomoci diagnostice a studiu patogeneze MS

(Peferoen, a dalsi 2010).
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7.2.1 Diikazy o vztahu EBV a roztrousené sklerozy

Pied deseti lety byly zvetejnény vysledky analyzy, ze EBV-séropozitivni jedinci jsou
nachylngjsi ke vzniku MS. V dal§i studii bylo zjisténo, Ze Ctyinasobné zvySeni séra
anti-EBNA-2 protilatek vede ke Ctyfnasobné vyssi pravdépodobnosti vzniku MS. Okolo
90% B-lymfocytd v MS aktivnich a chronicky aktivnich 1ézi bilé hmoty a okolo 80%
plazmatickych bungk infiltrovanych do mozku bylo infikovano EBV. Imunohistochemické
detekce latentnich a lytickych proteint EBV spolu s pfitomnosti infiltrovanych
CDB8+ cytotoxickych T-lymfocytt nasvéd¢ovalo tomu, ze imunitni odpovéd’ na MS aktivni
léze je sekundarni infekce EBV (Volpi, a dal$i 2013). Sériové studie také prokazaly, Ze
vyskyt MS je nizsi u lidi, kteti nejsou pozitivni na EBV, ale riziko rozvoje se zvysuje po
EBV infekci. Odhaduje se primérny interval mezi infekci a rozvoj MS mezi 5 a 6 lety

(Pender 2011).

Nicméné nekolik dalSich studii, které byly provedeny ve stejné dobé&, tuto spojitost
nepotvrzuji. Vyzkum produkce anti-EBV protilatek ve vzorcich mozkomisniho moku od
nemocnych i zdravych pacienti ukaZze negativni vysledky (Willis, a dals$i 2009). Je zndmo,
7ze se u zdravych jedinci nevyskytuji plazmatické bunky v CSF, vyskytuji se pouze
U pacientll s infekénimi nebo zanétlivymi onemocnénimi a produkuji protilatky, které jsou
namifené proti specifickym antigenim. Plazmatické bunky, které se vyskytuji v CSF pii MS,
jsou generovany pomoci zarode¢ného zrani, které je fizené antigenem a jsou zdrojem
intratekalné syntetizovanych oligoklondlnich ty¢i v CSF. Specificnost rAbs v CSF
pravdépodobné duplikuje oligoklondlni tyce, které jsou poté namifeny proti antigentim

(Volpi, a dalsi 2013).

Také se stale uvazuje o tom, Ze by EBV m¢l vliv jen na aktivaci MS, ale na rozvoj by
uz vliv nemé¢l. EBV vyuzivd fadu mechanisma, jak puasobit na imunitni systém, vcetné
molekularni mimikry, kde vlastné napodobuje molekuly, které nejsou organismu cizi, déale
indukuje Sok tepla u proteinii a superantigenii nebo zabiji autoreaktivni B-lymfocyty
(Borkosky, a dalsi 2012). Chronické pretrvavani EBV v CNS by mohly piimo fidit
imunopatologické reakce, které zpusobuji poskozeni tkan¢ u pacientli. EBV je postizena
velka vétSina obyvatelstva, to nejspi$ zpusobilo, ze si védci uz diive nespojili MS s infekci
EBV (Pender 2011).
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Dalsi studie poukazuji na to, ze EBV nemusi byt fadn¢ kontrolovany a tim mutze dojit
k rozvoji infekce a Ze intracerebralni aktivace infekce muze udrzet chronicky zanétlivy
proces vedouci k MS. Tito védci objevili vysokou frekvenci bunék infikovanych EBV mezi
B-lymfocyty infiltrujicich 1éze bilé hmoty mozkové pleny a MS, ale uz ne v jinych

zanétlivych onemocnéni CNS. EBV byla zjisténa u 95% zkoumanych vzork.

Skupina védcl se pokusila vyfesit problém vztahu pomoci PCR a metodologie,
shrnuli zkusenosti ze vSech laboratofi. Potvrdili shodu, Zze pii polymerazové fetézové reakce
technologii je mozné snadno detekovat infekci EBV v kontrolni tk&ni nebo lymfoblastovych
bunéénych liniich. Nicméné infekce v celych ¢astech nemocného mozku nebo v jednotlivych
bunkach izolovanych z CSF se vyskytovala jen zfidka. Pozitivni vysledky byly ziskany
pomoci pre-amplifikaénich technik PCR nebo selektivni izolaci mist s vétSim mmnozstvi

B-lymfocyti pomoci laserové mikrodisekce (Lassmann, a dal$i 2011).

Vyssi procentu vyskytu EBV bylo zaznamenano i u jinych onemocnéni, jako je
napiiklad non-neurologické onemocnéni mozku (46%), Parkinsonova choroba (42%) nebo

Alzheimerova choroba (25%) (Lassmann, a dalsi 2011).

Pravdépodobnym vysvétlenim vSech téchto odchylek budou nejspis rozdilné metody
detekce. Bylo prokézano, ze PCR ma vyssi senzitivitu a specifi¢nost nez imunohistologické
metody detekce (Volpi, a dalsi 2013). Rozdilné vysledky pti pouziti podobnych metod
mizou byt zplisobeny riznymi zpusoby zpracovani vzorki nebo S neSetrnym zachdzenim
s pitevnimi mozkovymi vzorky, aby tkan byla v optimalnim stavu. Vztah mezi MS a EBV
nebo piipadné¢ jiné hypotézy musi byt tedy stadle vice prozkoumavany

(Lassmann, a dalsi 2011).
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8. Zhodnoceni PCR a jinych detekénich metod pro

diagnostiku neuroinfekci

8.1 Diagnostika EBV

Infekce EBV muiize mit rizné klinické pfiznaky, od méné zavaznych infekci, které se
daji dobfe 1éCit az po zivot ohrozujici infekce. Sérologické markery jsou nejbézngji
pouzivané pro stanoveni diagndzy. Sérologické markery pro stanoveni infekce EBV jsou
protilatky 1gG a IgM proti VCA, heterofilni protilatky, protilatky 1gG proti EBV early
antigen-diffuse (EA-D) a nuklearni antigen (EBNA-1). Védci vytvorili dvé tabulky
(tabulka 1), aby zjistili, jestli bylo vyuzito 3 nebo 5 markert a bylo zjisténo, Ze tyto tabulky

jsou schopny interpretovat vice nez 95% sérologickych vysledk.

Tab. 1: Sérologické vzory pro uréeni diagnézy EBV infekce

Ptedpokladana Heterofilni
o VCA IgG VCA IgM EBNA-1 IgG EA IgG .
EBV diagnoza protilatky

EBV naivni - - - - -

Primarné
- + - +/- +/-
akutni

Predchozi

Infekce

Reaktivace

Zotaveni

Neznamé +/- - +/- +/- -

Néadory spojené s EBV jsou charakterizovany vysokymi titry proti EA, protilatkami
IgG proti VCA a snizenou EBNA. Nicméné tyto sérologické markery nejsou dostacujici pro
diagnozu. Problém nastava u pacienttl s imunosupresi a také v tom, ze EBV je po primarni
infekei ptitomna u 90% lidi. Béhem poslednich let pokroky v molekularni biologii umoznili
detekovat i minimalni mnozstvi DNA EBV. V rtiznych laboratofich jsou pouzivany rizné
metody a techniky k uréovani diagnéz EBV infekce a vysledky jsou odlisné. Velky problém
také nastava u pacientll s transplantovanymi organy, u nich je nejlep§im feSenim
kvantitativni PCR (Volpi, a dalsi 2013).
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8.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je revolu¢ni metoda, ktera byla vyvinuta
Karrym Mullisem (Erlich 1989). Cela reakce probiha v termocykleru, ktery podle potieby
upravuje teplotu. Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoutetézcové
DNA a naslednéd renaturace osamocenych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy, které
jsou v reakéni smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro
syntézu nového fetézce DNA. Vzhledem k tomu, DNA polymerdaza mize ptidat nukleotid
pouze na diive existujici 3'-OH skupiny, je tfeba primer, na které se mize pridat na prvni
nukleotid. Testovani mozkomisniho moku pomoci PCR je dnes béznd metoda pii urovani

diagn6zy u neuroinfekci (Nakamichi, a dalsi 2013).

8.2.1 Zakladni princip PCR
Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tii kroky: denaturace,

hybridizace (dosednuti primerd) a elongace, extenze a syntetickd faze. Nejprve se DNA
kratce zahteje na 90°C a poté zchladi na 60°C za pfitomnosti nadbytku primert, ty pak
hybridizuji s komplementarni jednofetézcovou DNA. Druhy fetézec je pak dosyntetizovan
termorezistentni DNA polymerazou. Nové syntetizovany DNA duplex je separovan zahiatim
a cyklus se opakuje. V kazdém cyklu se zdvoji vzdy ptislusna sekvence DNA. Tato sekvence
mize byt pomnozend az milionkrat béhem 25 cykla (Erlich 1989). Zjednodusené schéma

muzeme vidét na obrazku 5.

— —PGRP"M' + dNTPs + DNA pol.

—— e OFII0E DNA DNA + primers
= naw DNA

‘ * denature DNA, anneal &

extend primers.
1
I i
1

— L_, iy
— denature, anneal & extend

| I i

e

— L, denature, anneal & extend.
H H

— T

n M ot
stc. 8l

Obr. 5: Schéma PCR (Erlich 1989).

22



8.2.2 Pouziti PCR pfi detekci EBV

Studie EBV z diivodu nedostatku béznych kultiva¢nich technik. Dfive byla diagnéza
EBV zavisla jen na sérologickych testech, ale sérologie je pouze nepiimy marker a je obtizné
zjistit pfitomnost imunosuprese, tyto problémy pak zplsobovaly nespravné pochopeni
patogeneze i onemocnéni, zpusobenych EBV (Telenti, a dalsi 1990). Da se fict, ze tyto
problémy pomohla vyfesit PCR, ta dokaze identifikovat i malé¢ mnozstvi virovych sekvenci
DNA v krvi i jinych vzorcich. Casto byva metoda PCR vyuzivana s magnetickou rezonanci,

pouziti obou metod vede Kk nejlepSimu rozeznani onemocnéni (Nakamichi, a dalsi 2013).

Hlavni vyhodou je jeji vysoka citlivost. Pro pomnozeni urcité sekvence staci velmi
malé mnozstvi EBV v konkrétnim vzorku. Vyuziva se toho, ze PCR funguje jen v pfipadé,
kdyz na templatova vldkna nasednou primery. Tim je mozno vir v krvi pacienta, protoze
genetickd informace mikroorganismt se li$i od lidské, takze je mozné navrhnout primery,

které budou fungovat pouze v ptipadé, kdyz se v krvi pacienta objevi DNA virusu.

Pokud chceme urcit typ latence EBV u infikovanych bun¢k, vzorek exprese virové
genetické informace musi byt analyzovan pomoci riznych technik. Jednou z nich je reverzni
transkripce-PCR (RT-PCR). RT-PCR je citliva metoda, které se bézné pouziva k detekci
virové genové exprese. Ale je Casové a pracovné naro¢na. Navic je toho malo znamo
0 kvantitativni urovni transkripce EBV latentnich genl v bunkéch, které¢ byly infikovany
virem. Kvantitativni rozdily v EBV genové expresi souvisi s patogenezi chorob, které jsou
spojené s EBV a mohly by tedy poskytnout smyslupIné informace o progndze a terapii
(Kubota, a dalsi 2008). Dalsi informace o virové genové expresi by mohly pomoci 1épe
posoudit stav pacienta, také by méla byt zkoumdna exprese EBV genu u piijemct

transplantovanych organd.

Vyhodnoceni specifické bunééné imunity u EBV je vyhodné pro dalsi vyvoj
onemocnéni spojenych s EBV. Analyza lidského leukocytového antigenu 1. tfidy je rychly
zpusob, jak kvantifikovat specifické cytotoxické T-lymfocyty. Pomoci tetramerovych testi
mize fada odborniki posuzovat EBV specifické cytotoxické T-lymfocyty u pacientd
S transplantovanymi  organy. To mize zlepSit predpovédi pacienti sPTLD
(Volpi, a dalsi 2013). Casto byva s PCR vyuzivana také magneticka rezonance (MRI). MRI
je zobrazovaci metoda, kterd se vyuziva k zobrazovani vnitinich organli. Ziskdvame fezy
urCité casti a ty dale spojujeme az ve 3D obraz. Magnetickd rezonance vyuziva velké

magnetické pole a elektromagnetické vinéni s vysokou frekvenci (Edelman a Warach 1993).
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9. Uskali laboratorni diagnostiky  neuroinfekci

zpusobenych EBV

Problémem pfi pouziti citlivych technik, jako je PCR, je moznost kontaminace
vzorku tkané pii ptipravé tak malého mnozstvi. V laboratofich si vSimli, ze k Castému
zneCisténi dochazi pti tkanové homogenizaci. Tento problém Casto zpisobi falesné pozitivni
vzorky. Reseni je takové, Ze vzorek musi byt vyhradné ze sterilni tkané a musi byt pfenesen
do sterilni plastové trubky. Tato uprava vyrazné snizila vyskyt faleSné pozitivnich vzork

(Saito, a dalsi 1989). Velky diraz musi byt také na specidlni naroky odbér vzorku.

Pokud pouzivame pii PCR Taq-polymerazu, ma PCR sva omezeni. Tag-polymerédza
nema korektorskou aktivitu, takze pfi syntéze nového vldkna mize ud¢€lat chyby. A protoze
v PCR je produkt vzdy od ptedchoziho cyklu, tyto chyby se nahromadi. Tuto nevyhodu
muzeme obejit pouzitim termostabilni polymerazy, ktera je ale méné vykonnd, proto se casto
pouzivaji smési Taq-polymerazy a termostabilni polymerazy s korektorskou aktivitou, ty se

pak vzajemné dopliiuji (Chesky, a dalsi 2000).

Vyhodou PCR je to, ze metoda je také rychld a méné invazivni, coz je piijemnéjsi pro
pacienty, zkrati se jim pobyt v nemocnici a nejsou potieba agresivni terapeuticka opatieni.
Mnoho laboratofi udava, ze zavedenim molekuldrnich technik a hlavné PCR se vyrazné
zlepsila diagnostika encefalitidy a meningitidy. PCR méa velky potencial pro diagnézu CNS,
ale stale pfetrvavaji potize pii  vySetfovani pacienti s oslabenou  imunitou
(Chesky, a dalsi 2000).

Také porad neni zcela jasné, jaké vzorky maji byt vlastné testovany, aby byly
vysledky spravne, jestli mononuklearni bunky periferni krve, periferni krev, plazmu nebo

sérum (Volpi, a dalsi 2013).

Velkou vyhodou MRI je, jedinec nenese zadna rizika zplsobend zarenim.
Nevyhodou MRI je urcita hlu¢nost zatfizeni, moZznou komplikaci je také alergicka reakce na

kontrastni latku, ale pravdépodobnost, Ze vznikne je velmi nizka (Edelman a Warach 1993).

24



10. Diskuze

Jak uz bylo tfeCeno spojeni mezi EBV a neuroinfekcemi nebylo jesté dostatecné
prostudovano, stejn¢ jako propojeni EBV a roztrousené sklerdzy. Je velmi dilezité zjistit, do
jaké miry EBV ovliviiyje tato onemocnéni at’ uz pro lepsi a rychlejsi diagnostiku nebo pro
zjisténi vice informaci o patogenezi a Sifeni virusu a samoziejmée nasledné 1€cby a objeveni
ucinné a bezpecné vakciny (Peferoen, a dalsi 2010). Progndza u téchto onemocnéni byva
zavazna, takze je urcité¢ velmi zadouci, Ze se vakciny zacaly testovat. V urcitych piipadech
napfiiklad pfi vyskytu lymfomu v rozvojovych zemich by zfejmé pomohlo i zlepSeni 1¢kaiské
péce v téchto zemich a piipadné pozorovani déti, u kterych byl imunitni systém aktivovan

malarii.

U jedinct, ktefi jsou HIV pozitivni, se vyuziva aktivni kombinovana retrovirova
terapie HAART v kombinaci s cytostatiky a radioterapii (Opavsky, a dalsi 2008). Jako 1é¢ba
PTLD se nejprve vyuziva snizeni imunosupresivni latky, to ale mize zpisobit, Ze jedinec
nepfijme transplantovany organ. [ proto jsou v posledni dobé& testovany nové formy
imunoterapie. Jeden z nich je rituximab, ten se zamétuje na CD20 molekuly, které se nachazi
na povrchu vSech B-lymfocytl. Pro prevenci a 1é¢bu PTLD pfi transplantacich kostni dien¢
byly vyuzivany infuze kultivované EBV, ve kterych se nachazi specifické cytotoxické
T-lymfocyty (Macsween a Crawford 2003). Podle m& by mohl mit tento zptsob 1é¢by
budoucnost i s vytvofenim banky se specifickymi cytotoxickymi lymfocyty, bohuzel bude

nejspis jesté néjakou dobu trvat, aby mohl byt vyuzit pro Sirokou vetejnost.

Urcité je také spravné a zadouci, Ze se zacali testovat rizné vakciny, které by slouzily
jako prevence infekce EBV. Vakciny z glykoproteinu gp340 nebo z glykoproteinu gp350 by
mély zmirnovat replikaci a $ifeni virusu. Vakcina ale zatim prokazuje ucinnost pouze pfi
zabranéni projevll IM a ne pfi prevenci infekce EBV (Cui, a dalsi 2013). K dalsimu rozvoji
objevovani vakcin by mél pomoci i dobry zvifeci model nebo studium vakcin u jinych

virusa, které také souviseji s malignitami (Cohen, a dalsi 2011).
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RoztrouSena skler6za by podle mé také mohla byt spojend s EBV. Nékteré studie toto
tvrzeni podporuji a jiné vyvraceji. Bylo provadéno a stale je provadéno spoustu studii, které
se timto problémem zabyvaji. Studie také prokézaly, ze vyskyt MS je niz$i u lidi, ktefi
nejsou pozitivni na EBV, ovS§em EBV je rozsifeno u 90% populace, takze toto tvrzeni plati
jen ptiblizné 10 % lidi (Pender 2011). Také se stale uvazuje o tom, ze by EBV mél vliv jen
na aktivaci MS, ale na rozvoj by uz vliv nemél. Tento vztah nebo ptipadné i jiné hypotézy by

tedy mély byt studovany vice do hloubky.

Pokroky molekularni biologie a vynalezeni novych a novych detekénich metod
usnadiuje 1ékafim i1 védcim jejich préaci. Pouzivanim PCR se zlepsila diagnostika
neuroinfekei. Mezi jeji vyhody patii urcité jeji vysoka citlivost, dokaze identifikovat i velmi
malé mnozstvi virové DNA. Tyto metody jsou také méné invazivni, coz je vyhodou hlavné
pro pacienty (Chesky, a dalsi 2000). Pomoci pokrokti v molekularni biologii jisté brzy védci

objevi nové zpisoby 1é¢by onemocnéni, které jsou zptisobené EBV, ale i jinych.
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11. Zavér

Infekce EBV je v dnesni dobé velmi rozSifena, a proto je dilezité se zabyvat jak
samotnou infekci, tak Sifenim virusu a samoziejmé jeho 1é€bou. Protilatky tfidy IgG ma az
90% lidi na svété. Clovék se vétsinou prvné setkava s virusem uz v raném détstvi a to bez
projevu onemocnéni, k projevu dochazi nejcastéji v obdobi dospivani. Virus ma schopnost
pretrvavat v téle v latentni fazi a za urcitych podminek byva reaktivovan. Tato schopnost se
vyskytuje 1 u jinych herpesvirti.

NS4

mononukledza ¢asto nazyvana nemoci z libani, nakazi se nejcastéji mladi lidé. K pienosu
dochazi mezi nemocnymi lidmi, ale i jedinec, u kterého se nemoc neprojevuje, miize byt
zdrojem infekce. EBV miize zplsobovat slizni¢ni a kozni 1éze, ale také zivot ohrozujici
infekce a byva spojovan s n¢kolika druhy malignit. Nejznaméjsi a nejtypictéjsi onemocnéni
EBV je infekéni mononukledza. U africkych déti, jejichZ imunitni systém je pied infekci
aktivovan malarii, EBV zpiisobuje Burkittiv lymfom. Jedna se o nador lymfatickych uzlin.
Mezi dal§i malignity patii nasofaryngedlni lymfom. Ten je rozsifeny v jizni Cing
a jihovychodni Asii a virus napada pfevazné epitelové buniky. Mezi lymfoproliferativni
onemocnéni patii Hodgintiv lymfom, i ten byva spojovan s EBV. Dalsi onemocnéni, které je
zpiisobovano EBV, je lymfoproliferativni onemocnéni vazané na X chromozém. Je to
vrozena imunodeficience a projevuje se po primarni infekci EBV u do té doby zdravych

chlapcti.

Infekce CNS spojené s EBV zatim nejsou dikladné prostudované. Podle nékterych
studii dochazi ke zlepSeni neuroinfekci po poklesu mnozstvi EBV DNA po detekéni hladinu.
Nekteré studie zase neprokazuji vyraznou roli EBV pifi neuroinfekcich. Mezi tyto
neuroinfekce patfi meningitida a encefalitida. Builky mozkomiSniho moku byvaji sloZené
Z raznych bunéénych populaci a nebyvaji zjiSténa Zadnd genova pieskupeni. Jsou uvadény
ptipady, které se objevi po virové reaktivaci. Nejcastéjsi 1écbou je 1écba acyklovirem.
V mozkomi$nim moku byvaji detekovany protilatky proti EBV. EBV ma na svédomi
nékolik riznych lymfomd, u pacienti HIV pozitivnich je vyskyt téchto lymfomu vyssi. Jako
terapie u pacienti HIV pozitivnich se pouZziva aktivni kombinovand retrovirova terapie

(HAART), cytostatika a radioterapie.
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Vznik posttransplantaéniho lymfoproliferativniho onemocnéni PTLD je véazan na
pouzivani na posttransplantacni imunosuprese, kterd zptusobi nedostatek cytotoxickych
T-lymfocyti, pak nejde zabranit expanzi EBV transformovanych B-lymfocytt. Jako 1écba se
pouziva snizeni imunosupresivni 1écby, ale zde nastava riziko, Ze jedinec nemusi pfijmout
transplantovany organ. V posledni dobé byly testovany nové formy imunoterapie, vysledky
maji dobré, ale v nékterych piipadech dochazi k recidivam nadord. Mezi dal$i onemocnéni
patii Guillain-Barré syndrom. Mezi piiznaky patii dlouhotrvajici nevysvétlitelné unavy,
které prichazi piiblizné 4 tydny po infekci.

Prevence onemocnéni zpiisobenych EBV pomoci ockovani by meélo pozitivni
vysledky pro lidi na celém svété. K vyvinuti vakciny se pouziva glykoprotein gp340 nebo
glykoprotein gp350. K o¢kovani zdravych jedinci je potieba dikladné prozkoumana
a bezpecna vakcina, proto je dilezité jesté vice prozkoumat patogenezi viru a k tomu je

potieba dobry zviteci model.

Roztrousena sklerdza je chronické zanétlivé onemocnéni CNS, stale neni potvrzena
spojitost mezi roztrousSenou sklerézou a virem EBV. Také se stale uvazuje o tom, ze by EBV
mél vliv jen na aktivaci MS, ale na rozvoj by uz vliv nemél. Zjisténi, jestli hraje EBV roli pfi
rozvoji roztrousené sklerdzy, by bylo klicové pti diagnostice, studiu patogeneze a 1écby

roztrousené sklerozy.

K detekci EBV byly dfive vyuZivany ptedevSim sérologické markery. Pokroky
v molekularni biologii umoznili detekovat i minimalni mnozstvi DNA EBV pomoci
polymerazové fetdzové reakce. Casto je vyuZivana dohromady s magnetickou rezonanci.
Kurceni typu latence EBV u infikovanych buné¢k je vyuZivana reverzni transkripce-PCR.

Tyto metody jsou rychlé a mén¢ invazivni, coZe je piijemnéjsi hlavné pro pacienty.
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