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Souhrn

Vychodiska: Lidsky cytomegalovirus (human cytomegalovirus - hCMV) je rozsifeny herpesvi-
rus, pficemz u imunokompetentnich jedincl probiha infekce timto virem obvykle asympto-
maticky. U imunokompromitovanych pacientl vsak mize zpUsobit zavazné klinické kompli-
kace. V kontextu nddorovych onemocnéni hCMV vykazuje onkomodulacni ucinky ovliviujici
nadorovy rlist, odpovéd imunitniho systému a ucinnost l1écby. Stéle vice dikazl naznacuje,
Ze terapeutické strategie cilené na hCMV by mohly zlepsit prognézu onkologickych pacientd.
Presto zlistava detekce tohoto viru v nadorové tkani nebo télnich tekutinach problematicka,
pficemz vysledky se casto lisi v zavislosti na pouzité metodologii a typu vzorku. Cil: Tato prace
poskytuje komplexni piehled o roli hCMV v nddorovych onemocnénich. Popisuje genom hCMV
a funkcijeho kli¢ovych protein(i se zamérenim na jejich roli v onkomodulaci. Podrobné rozebira
mechanizmy virové interakce s buné¢nymi signalnimi drdhami, dopady infekce a reaktivace na
klinicky pribéh onkologickych onemocnéni a zvlastni pozornost vénuje vlivu hCMV na glio-
blastom, v¢. studii hodnoticich efekt antivirové [é¢by. Dale jsou diskutovany standardni dia-
gnostické metody v¢. imunohistochemie, ELISA a polymerazové fetézové reakce, pficemz jsou
uvedeny nejcastéji pouzivané komer¢né dostupné diagnostické sady schvélené pro klinickou
praxi. Zavér prace shrnuje hlavni vyzvy spojené s diagnostikou a lé¢bou hCMV v kontextu on-
kologie a vénuje se perspektivdm budoucich terapeutickych pfistup(, v¢. vyvoje dendritickych
vakcin.
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VLIV A STANOVENI LIDSKEHO CYTOMEGALOVIRU U ONKOLOGICKYCH ONEMOCNENT

Summary

Background: Human cytomegalovirus (hCMV) is a widely prevalent herpesvirus that typically remains asymptomatic in immunocompetent
individuals. However, in immunocompromised patients, it can cause severe clinical complications. In the context of cancer, hCMV exhibits onco-
modulatory effects, influencing tumor growth, immune response, and treatment efficacy. Growing evidence suggests that therapeutic strategies
targeting hCMV could improve cancer patient prognosis. Nevertheless, detecting this virus in tumor tissue or body fluids remains challenging,
with results often varying depending on the methodology used and the type of sample analyzed. Aim: This study provides a comprehensive
overview of the role of hCMV in cancer. It describes the hCMV genome and the functions of its key proteins, focusing on their involvement in
oncomodulation. The study thoroughly examines the mechanisms of viral interactions with cellular signaling pathways, the effects of infection
and reactivation on the clinical course of cancer, and pays special attention to the impact of hCMV on glioblastoma, including studies assessing
the effectiveness of antiviral therapy. Furthermore, standard diagnostic methods, including immunohistochemistry, ELISA, and polymerase
chain reaction, are discussed, along with the most commonly used commercially available diagnostic kits approved for clinical practice. The
study concludes by summarizing the key challenges associated with hCMV diagnosis and treatment in oncology and explores future therapeutic

approaches, including the development of dendritic cell vaccines.
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Uvod

Lidsky cytomegalovirus (human cyto-
megalovirus - hCMV) je virus s dvoufre-
tézcovou DNA z rodiny Herpesviridae,
ktery se podobné jako ostatni viry této
skupiny vyznacuje schopnosti perzis-
tence areaktivace v hostitelském organi-
zmu. Prevalence hCMV je znaéné vysoka,
pficemz v industrializovanych zemich
dosahuje pfiblizné 70 % a v rozvojovych
zemich az 100 % [1].

U zdravé populace probihd infekce
hCMV vétsinou asymptomaticky, avsak
u imunokompromitovanych jedinc(
muze primoinfekce nebo reaktivace vést
k zavaznym klinickym projeviim. Vyznam
hCMV nar(std i v kontextu nadorovych
onemocnéni, kde byly popsany jeho on-
komodulacni tGcinky, které mohou ovliv-
nit chovani a progresi nadord, efektivitu
[é¢by i imunitni odpovéd organizmu. Stu-
die naznacuji, Ze cilend 1é¢ba zamérena
na hCMV nad ramec standardni terapie
muUze zlepsit kvalitu Zivota pacientl a pfi-
spét k delSimu celkovému preziti [2,3].

Detekce hCMV u onkologickych pa-
cientl vsak zlstava predmétem inten-
zivniho zkoumani a diskuzi. Vysledky se
znacné lisi v zavislosti na pouzitém bio-
logickém materidlu, metodach detekce
a jejich provedeni. Pozitivni nalezy se
proto pohybuji v Sirokém rozmezi od
0 do 100 %. Zlatym standardem pro de-
tekci presto zlstava imunohistoche-
mické vysetieni (immunohistochemistry
- IHC) a polymerazova fetézova reakce
(polymerase chain reaction - PCR).

Role lidského cytomegaloviru

u onkologickych onemocnéni

V roce 1973 byl poprvé pozorovén on-
kogenni potencidl hCMV, kdy tento virus
transformoval krec¢i embryondlni fib-
roblasty [4]. Prestoze se tehdy uvazo-
valo o jeho mozné roli v onkogenezi,
nedostatek presvédcivych dlkazl vedl
k tomu, Ze byl pozdéji povazovan spise
za onkomodulaéni virus. Onkomodu-
laci Ize definovat jako proces, pfi kterém
virus méni vlastnosti nadorovych bunék
a ovliviuje progresi onemocnéni [5]. Te-
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Obr. 1. Schéma struktury genomu hCMV (upraveno podle [11]).

IR, - dlouha vnitini repetitivni sekvence, IR, - kratka vnitfni repetitivni sekvence, TR -
dlouhd terminalni repetitivni sekvence, TR, - kratka terminalni repetitivni sekvence UL -
dlouha unikétni sekvence, US - kratkd unikatni sekvence

prve v poslednich letech se viak obje-
vuji studie, které znovu oteviraji otazku
jeho pfimého onkogenniho potencialu,
pfesto dosud nepatfi mezi sedm uzndava-
nych onkogennich vir( [6,7].

Se svou velikosti 240 kbp se hCMV
radi mezi nejvétsi virové genomy infiku-
jici ¢lovéka [8]. Sklada se ze dvou domén
oznacovanych jako unikatni dlouha (U))
a unikatni kratka (U,), které jsou lemo-
vany dvojici inverzné se opakujicich sek-
venci (TR a IR, IR, a TR,) (obr. 1) [9]. Ge-
notypy hCMV je mozné rozliSovat podle
gent kédujicich nékteré glykoproteiny.
Za zékladni se povazuje rozdéleni podle
typu glykoproteinu B, ktery je kddovan
genem UL55, na pét genotyptli gB1, gB2,
gB3, gB4 a gB5. Podle glykoproteinu H
kédovaného genem UL75 se virus dale
déli na genotypy gH1 a gH2. Vysoce po-
lymorfni gen UL73, ktery kéduje glyko-
protein N, umoznuje rozliseni dalsich
sedmi genotypud: gN1, gN2, gN3a, gN3b,
gN4a, gN4b a gN4c. Jednotlivé alely
genu a jejich kombinace vsak nelze spo-
lehlivé spojit s konkrétnim fenotypem
viru s ohledem na patogenezi nebo rezi-
stence na antivirotika [10].

hCMV kéduje stovky protein(, které
zasahuji do mnoha procesu v infikova-
nych hostitelskych bunkach, a maji tak
zasadni vliv na jejich funkci [12]. Prvni
jsou exprimovany geny oznacované
jako immediate-early, které fidi jak vi-
rovou, tak bunécnou expresi genl za
Ucelem optimalizace hostitelského pro-
stfedi k produkci virové DNA. Déle jsou
transkribovany ¢asné (early) virové geny
ovliviujici replikaci virové DNA a nako-
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nec jsou prepisovany geny pozdni (late)
koédujici strukturdlni proteiny viru [13].

K sifeni hCMV dochazi predevsim pro-
stfednictvim télnich tekutin (slinami,
krvi, transplacentarné, matefskym milé-
kem apod.) [14]. Po primdarni infekci
hCMV prechazi do latence a v infikova-
ném jedinci pfetrvava po zbytek zZivota.
U hCMV muzeme rozliSovat tfi subtypy
infekce — primarni, sekundarni a super-
infekci [15]. Primarni infekce nastava po
expozici vnimavého jedince. V monocy-
tech a CD34+ hematopoetickych kme-
novych bunkach v kostni dfeni virus na-
sledné prechdzi do latence [16]. Dalsim
vyznamnym rezervoarem infekce jsou
tkanové endotelidlni buriky [17]. Za ur-
¢itych podminek mize nastat reakti-
vace viru s nasledujici sekundarni in-
fekci. Reaktivace nastava u jedincud se
snizenou funkci imunity, napf. HIV pozi-
tivnich pacientd, jedincl po transplan-
tacich nebo s onkologickym onemocné-
nim. O superinfekci se jednd v pfipadé,
Ze kontakt s infekéni osobou zpUsobi re-
infekci u jedince navzdory tomu, Ze jiz
jednou infekci hCMV prodélal [15].

Na klinicky dopad hCMV infekce
a reaktivace u onkologickych pacient( je
mozné nahlizet dvéma zpUsoby. V prv-
nim pfipadé lze virovou infekci vnimat
v kontextu oslabené imunity onkolo-
gickych pacient(, kvili ¢emuz se virus
nasledné reaktivuje a mUze byt pfici-
nou zvysené mortality. U téchto jedincli
muze reaktivace hCMV velmi rychle pre-
jit v Zivot ohroZujici onemocnéni. Pa-
cienti maji Sirokou skalu priznak( v¢.
horecky, enterokolitidy, pneumonitidy,
retinitidy, hepatitidy, encefalitidy a ne-
fritidy [18,19]. Tento prabéh infekce ma-
zeme pozorovat i u dalsich skupin imu-
nokompromitovanych osob.

V tomto kontextu hraje u reaktivace
vyznamnou roli potlacena funkce imu-
nitniho systému. Klicovym procesem
je diferenciace progenitorovych bunék
a cytokinova signalizace spojend se za-
nétem [20,21]. Diferenciace myeloidnich
progenitori na makrofagy nebo dendri-
tické burky zpusobuje reaktivaci diky in-
dukci genového lokusu MIE (major im-
mediate early region), nezbytného pro
spusténi lytické infekce [22].

Druhy typ pfipadu hCMV infekce u on-
kologickych pacientl je pfitomnost vi-

rové DNA a protein( u solidnich nadord,
kde je pozorovéan vliv viru na mikro-
prostiedi nadoru. Mnoho studii taktéz
poukazuje na onkomodula¢ni efekt to-
hoto viru [5,12]. Navic je dllezité rozli-
Sit plivod virové DNA u nadord, jelikoz
se mUze jednat pouze o ndhodny nélez,

K lepsimu pochopeni vztahli mezi in-
fekci hCMV a nadorovou progresi je da-
lezité zminit i klinicky vyznamnou sou-
vislost mezi reaktivaci latentniho viru
a onkologickou Ié¢bou. Genotoxické te-
rapie, jako je ionizujici zafeni nebo che-
moterapie, indukuji poskozeni DNA a re-
plikac¢ni stres ve zhoubnych i zdravych
bunkach [23,24]. Recentni studie uka-
zuji, ze pravé stres vyvolany genoto-
xickou terapii maze vést k reaktivaci la-
tentniinfekce hCMV. Merchut-Maya et al.
prokazali, Ze infekce hCMV sama o sobé
zpomaluje postup replika¢ni vidlice, zvy-

Suje jeji asymetrii a zpomaluje odpovéd

na poskozeni DNA. Déle ukazali, ze po-
skozeni DNA zplisobené genotoxickymi
latkami zvySuje expresi ¢asnych viro-
vych genl (IE72/86), ¢imz podporuje vi-
rovou reaktivaci. Proteiny hCMV jsou
Castéji detekovany v rekurentnich na-
dorech po terapii nez v primarnich bio-
ptickych vzorcich, coz naznacuje sou-
vislost mezi lé¢bou, reaktivaci viru
a naslednou progresi nadoru. Tento fe-
nomén, kdy protinddorova terapie pa-
radoxné podporuje virovou reaktivaci
a zvysuje replikacni stres a genomovou
nestabilitu, mUze pfispivat k agresivnéj-
$imu chovani nadoru a rezistenci vici
|é¢bé [25,26].

Studie poukazujici na souvislost mezi
infekci hCMV a progresi a rozvojem on-
kologickych onemocnéni jsou nejcastéji
spojovany s karcinomem prsu [27,28],
kolorektalnim karcinomem [29] nebo
nadory mozku [30,31].

Onkomodula¢ni potencidl je zapfi-
¢inén proteiny, které jsou kdédovany
geny hCMV. Nejcastéji jsou v této sou-
vislosti studovany geny UL7123 (IE1),
UL122 (IE2) [32], US28 [33] nebo
UL76 [34]. Produkty téchto genl néa-
sledné zasahuji do bunécnych procest
a maji za nasledek napt. deregulaci bu-
né¢ného cyklu [35], necitlivost k bu-
nécné smrti [36] nebo Unik pred imunit-
nim systémem (tab. 1) [37].

Bezprostiedné po vstupu viru do
bunky se spousti exprese proteint
IE1 a IE2, ty nasledné reguluji expresi
dalSich gen(, a to jak virovych, tak i gent
hostitelské buriky [38]. Oba tyto proteiny
se mohou vazat na ¢leny rodiny pro-
teinG Rb. Protein IE1 interaguje s p107,
zatimco IE2 se vdaze na protein Rb (pRb).
Tato vazba pfispiva k hyperfosforylaci
pRb, ¢imz ztraci svou inhibi¢ni funkci.
Vysledkem je uvolnéni transkripénich
faktort E2F, které podporuji pfechod
bunky do S-faze a naslednou replikaci
genetické informace [39].

Protein IE2 je schopny interagovat
s p53, pficemz tato interakce vede k po-
tlaceni transaktiva¢ni funkce p53 a na-
slednému snizeni transkrip¢ni aktivity
p53-dependentnich gend [40]. Oba tyto
proteiny mohou inhibovat indukci apo-
ptézy tumor nekrotizujicim faktorem
alfa (TNF-alfa) [36]. Schopnost bloko-
vat apoptézu je klicova pro replikaci viru
a pretrvavani v hostitelské burice.

US28 je virovy receptor spfazeny
s G proteinem (G protein-coupled recep-
tor — GPCR). Tento receptor je exprimo-
vany béhem lytické replikace i béhem vi-
rové latence, pro kterou je nezbytny. US28
se vaze na sirokou $kalu chemokin(, ale
vykazuje také obzvlasté vysokou konsti-
tutivni aktivitu. Tato aktivita moduluje
Sirokou sit buné¢nych drah. Diky tomu
méni prostredi hostitelské bunky ve pro-
spéch viru [41]. Exprese US28 vyvolava
pro-angiogenni a transformovany feno-
typ tim, Ze reguluje expresi vaskularniho
endotelidlniho rdstového faktoru (vascu-
lar endothelial growth factor - VEGF)
a aktivuje rlist bunék a progresi bunéc-
ného cyklu [42]. B€hem lytické infekce
podporuje protein US28 proliferacni sig-
naly prostfednictvim mitogenem ak-
tivované proteinkindzy (MAPK), Wnt
a NF«kB [43], ¢imzZ ovliviuje chemotak-
tické a mitotické procesy.

Vliv lidského cytomegaloviru na

lécbu onkologickych onemocnéni
Onkomodulaéni u¢inky hCMV byly po-
zorovany u fady malignit, pficemz nej-
vyssi prevalence hCMV-pozitivnich na-
dorovych bunék byla zaznamenana
u glioblastomu (GB), IDH-wildtype a kar-
cinomu prsu [52,53]. Recentni publi-
kace (2024) se zaméfila na studium vlivu
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Tab. 1. Funkce a onkomodula¢ni vyznam klicovych proteinti hCMV.
Protein Regulacni funkce Onkomodulacni potencial Zdroj
pUL123 (IET) vstup do S faze bunécné déleni [32,44,45]
suprese p53 a pRb necitlivost k rdstovym supresoriim
deregulace exprese cyklinu E nesmrtelnost
aktivace telomerazy zanét
inhibice apoptozy zvysené prezivani bunék
indukce chromozomalnich aberaci genomova nestabilita a mutace
pUL122 (IE2) vstup do S faze bunécné déleni [5,32]
vazba na p53 necitlivost k rdstovym supresoriim
aktivace PI3K/Akt drahy zvydené prezivani bunék
indukce exprese TGF-beta potlaceni imunitniho systému
puUS28 aktivace drahy IL6/JAK/STAT3 bunécné déleni [5,42,46]
indukce exprese VEGF rist nadord
aktivace NF-kB zvysend angiogeneze
zvysené prezivani bunék
pUL76 indukce chromozomalnich aberaci genomova nestabilita a mutace [34]
pUL97 fosforylace a inaktivace pRb vyhybani se rlistovym supresoriim [47]
pUL36 (VICA) inhibice aktivace kaspézy 8 a apoptézy zvysené prezivani bunék [48]
pUL37x1 (vMIA) inhibice mitochondriemi zprostfedkované apoptézy zvysené prezivani bunék [49]
pUL111A (vIL10) aktivace STAT3 bunécné déleni, migrace a metastazovani [50]
produkce homologt imunosupresivnich cytokininG  aktivace telomerazy
potlaceni imunitniho systému
pUL83 (pp65) zvysena frekvence mutaci genomové mutace [51]
antagonista aktivacniho receptoru NKp30 unik pred imunitnim systémem
hCMYV - lidsky cytomegalovirus, NF-kB — nuklearni faktor kappa B, TGF - transformujici rlstovy faktor, VEGF - vaskularni endote-
lidIni rGstovy faktor

hCMV na karcinom prsu na mysich mo-
delech a klinickych vzorcich karcinomu
prsu. Single-cell sekvenovani (sekve-
novani jednotlivych bunék) spole¢né
s analyzou prostorového transkrip-
tomu ukazalo, Ze pFitomnost viru pfi-
spiva k imunosupresivnimu prostredi.
hCMV potlacuje proliferaci a aktivaci
tzv. natural killers (NK) bunék a pod-
poruje akumulaci Th2 lymfocyt(, ¢imz
zhorsuje schopnost imunitniho sys-
tému bojovat s nddorem. Na mysich mo-
delech vedla infekce mysim CMV k na-
rdstu mozkovych metastaz a kratSimu
preziti [54].

GB predstavuje nejcastéjsi primarni
nador mozku. PrestoZe je standardni
Ié¢ba GB velmi agresivni a zahrnuje chi-
rurgickou resekci ndsledovanou radiote-
rapii a chemoterapii, median celkového
preziti zlstava pfiblizné 15-16 mé-
sicd [55,56].V poslednich letech se cilena

|é¢ba zamérend na hCMV jevi jako slibna
lé¢ebna strategie s potencidlem pro-
dlouzit celkové preziti pacientl a zlepsit
kvalitu jejich Zivota. Princip 1é¢by spociva
v podavani antivirotik, které inhibuji viro-
vou DNA polymerazu, ¢i cilené imunote-
rapie. Prvni klinicka studie zaméfena na
aplikaci antivirotika valgancikloviru byla
realizovédna ve Svédském Institutu Ka-
rolinska (2013). V této studii bylo 42 pa-
cientd s GB rozdéleno do dvou ramen -
jednomu byla kromé standardni |é¢by
po dobu 6 mésicl podavana antiviro-
tika (dvé tablety valgancikloviru v ddvce
450mg 2x denné po dobu 3 tydnd, na-
sledné jedna tableta 2x denné az do 24.
tydne), druhé rameno uzivalo placebo.
PrestoZze nedoslo ke zmenseni velikosti
nadorl, median celkového preziti pa-
cientll l1écenych valganciklovirem dosa-
hoval 24 mésicl ve srovnani se 14 mé-
sici u kontrolni skupiny [57]. Tato studie

byla oviem kritizovana za nevhodny me-
todicky koncept, zejména kvuli zkres-
leni typu ,immortal time bias”. Jedna se
o zkresleni, kdy je do studie nespravné
zahrnuto obdobi, béhem kterého ne-
mohla nastat nezadouci udalost (napf.
smrt), coz mize vést k pfecenéni ucin-
nosti lé¢by nebo intervence [58]. Nové;si
publikovana studie této Svédské skupiny
(2022), kterd byla navrzena tak, aby Iépe
eliminovala podobna zkresleni, ukazala,
Ze pacienti s relabujicim GB |éceni stan-
dardni terapii doplnénou antivirotikem
dosahli medidnu preziti 12 mésicl, za-
timco pacienti bez této pridavné [écby
pouze 7 mésicu [2].

Dllezitym prognostickym faktorem
se ukdzala byt také hCMV séropoziti-
vita. Pacienti diagnostikovani IgG+ vy-
kazovali signifikantné kratsi celkové
pfeziti ve srovnani s pacienty s hCMV
IgG— (530 vs. 404 dni) [59]. Navic bylo
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Obr. 2. Schématické znazornéni procesu pripravy a aplikace dendritické vakciny (upraveno podle [64]).

hCMV - lidsky cytomegalovirus

zjisténo, Ze pacienti s GB, u nichz bylo
pomoci IHC detekovano méné nez 25 %
hCMV-pozitivnich nadorovych bunék,
prezivali v priiméru o 20 mésicd déle
a jejich onemocnéni progredovalo poz-
déji nez u pacientl s vy$si ndlozi hCMV.
Tito pacienti zaroven vykazovali niZsi ex-
presi antigenu IE1 klicového pro repli-
kaci hCMV [60,61].

Zavaznym problémem, ktery se muze
objevit az u 20 % pacientl s gliomem
nebo mozkovymi metastazemi pod-
stupujicich radioterapii, je nahlé zhor-
$eni neurologickych funkci (napf. feci ¢i
motoriky) béhem 4 tydnl po zahdjeni
[é¢by. Tento jev je Casto spojen s reakti-
vaci hCMV, coz vede ke zvyseni agresi-
vity nadorovych bunék a k moznému
urychleni recidivy onemocnéni. Podani
antivirotik v téchto pfipadech vede k vy-
raznému zlepseni neurologického stavu
pacientll a kvality jejich Zivota. U pa-
cientli s hCMV asociovanou encefalopa-
tif byl median preziti 99 dni (1leté preziti
22 %), zatimco u pacientt bez prokazané
hCMV viremie dosahoval median preziti
570 dni (1leté preziti 69 %) [62].

V soucasnosti probiha nékolik klinic-
kych studii zaméfenych na vyuziti vak-
cin na bazi dendritickych bunék. Tyto
vakciny vyuzivaji zvysené exprese hCMV
v nadorové tkani pacientd s GB a pod-
poruji aktivaci hCMV specifické T-bu-
nécné imunity, kterd nasledné cilené [i-
kviduje nadorové buriky. Dendritické
burky jsou izolovany bud' z periferni
krve, nebo z CD34+ hematopoetickych
kmenovych bunék pacienta. Nasledné

jsou ex vivo senzibilizovany hCMV an-
tigeny a poté opétovné podéany pa-
cientovi s cilem podpofit vznik speci-
fické imunitni odpovédi (obr. 2) [63,64].
Pouze 5 % takto upravenych dendritic-
kych bunék dosahne lymfatickych uzlin,
coz snizuje jejich ucinnost. Z tohoto
dlivodu je nezbytné pouziti adjuvans,
napf. difterického nebo tetanického to-
xoidu, kterd vyrazné zvysuji efektivitu
imunizace [65].

Dosavadni klinické studie v ranych fa-
zich potvrdily, Ze vakciny cilené na fosfo-
protein pp65 mohou vyvolat specifickou
T-bunéc¢nou imunitni odpovéd [65,66].
Napf. studie NCT00639639 [66] apli-
kovala hCMV cilené dendritické bunky
jedendacti pacientdm s nové dia-
gnostikovanym GB nad rdmec stan-
dardni terapie. Median celkového preziti
téchto pacientl dosahoval 41 mésicQ,
zatimco u kontrolni skupiny, které byly
podavany neupravené dendritické
buriky, bylo medidnové preziti pouze
19 mésicll [66]. Navazujici studie s na-
zvem ELEVATE (2015-2020) méla tato
pozorovani potvrdit na vétsi kohorté pa-
cient(l. Z dosavadnich tfi klinickych stu-
dii, zahrnujicich celkem 23 pacientd,
prezila tretina déle nez 5 let [3].

Standardni metody detekce
hCmv

V soucasné dobé existuje hned nékolik
metodickych pristupd pro detekci cyto-
megalovirové infekce u ¢lovéka, z nichz
je vétsina komer¢né dostupnd v po-
dobé standardizovanych testovacich sad

(tab. 2). Nej¢astéjsimi dlvody pro testo-
vani hCMV u pacientl je potieba zjis-
téni pfitomnosti viru ¢i jeho reaktivace
pfi transplantacich organ(, kdy jsou pa-
cienti imunokompromitovani, a preven-
tivni testovani téhotnych Zen, obzvlasté
pokud u nich byla prokazana séropozi-
tivita po dfivéjsi infekci hCMV, ¢i novo-
rozencll [67]. V posledni dobé existuje
ale také predpokladana souvislost mezi
infekci hCMV a rozvojem nékterych né-
dorovych onemocnéni, kterd vzbuzuje
jesté vétsi potrebu testovani, avsak pro
tyto Ucely bohuzel dosud nejsou schva-
lené a komeréné dostupné testovaci
sady. V zékladnim principu se testy daji
rozdélit na ty, co detekuji samotny virus
(DNA, RNA, proteiny), a testy detekujici
imunitni odpovéd na pFitomnost viru
v organizmu (IgG, IgM, IgA). Dle jiného
¢lenéni jsou rozliSovany testy detekujici
nukleové kyseliny, proteiny ¢i cytopa-
ticky efekt.

Serologické metody cilici na detekci
protildtek IgG a IgM, komplement fixacni
reakce nebo ELISA (z angl. enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) patii mezi
nejzndméjsi a historicky nejvyuzivanéjsi
zejména ke zjisténi, zda se organizmus
pacienta jiz dfive s infekci hCMV setkal.
Nékteré diagnostické postupy, vyvijené
zvlasté v posledni dobé, jsou zaméreny
také na vyhledavani hCMV specifickych
T-lymfocytl (QuantiFERON-CMV, T-spot.
CMV, T-track.CMV) [68]. Jejich ptitom-
nost vsak odrazi spise aktualni stav imu-
nitni odpovédi na akutné probihajici in-
fekci nez samotnou pfitomnost hCMV,
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Tab. 2. Komeréné dostupné sady pro testovani hCMV schvalené pro pouziti v klinické praxi.
Test Metoda Typ vzorku Firma Osvédcenipro  Zdroj
pouziti k diagnos-
tickym uéeliim
Cytomegalovirus (CMV) Total ELISA krevni sérum/plazma Eurofins Viracor FDA (USA) [77]
Antibody EIA
CLIA CMV IgG CLIA krevni plazma/sérum  Bio Vendor Group CE-IVD (EV) [78]
CLIA
CMV IgG/IgM Rapid Test sérologie - lateral flow  plna krev/plazma/ CTK Biotech IVD (EV) [79]
strip assay sérum
LIAISON® Cytomegalovirus CLIA sérum Diasorin CE-IVD, FDA [80]
(CMV) Diagnostic Solution (EU, USA)
RealStar® CMV PCR Kit 1.0 qPCR krevni plazma/ne-  Altona Diagnostics CE-IVD (EV) [81]
srazliva krev (EDTA)
GeneProof Cytomegalovirus gPCR mozkomisni mok, GeneProof CE-IVD (EV) [82]
(CMV) PCR Kit - (IVDR) nesrazliva krev (EDTA),
plazma, sérum, moc¢
Cobas® CMV /COBAS Ampli- gPCR plazma (EDTA) Roche Diagnostics CE-IVD, FDA [83]
cor HCMV monitor test (EU, USA)
ABBOTT REALTIME CMV qPCR plnd krev/plazma Abbott CE-IVD (EV) [84]
Aptima® CMV Quant Assay gPCR plazma (EDTA, PPT), Hologic CE-IVD, FDA [85]
sérum (EU, USA)
QuantiFERON-CMV CMV-specifickd imu- plnd krev — mono- Qiagen CE-IVD (EV) [86]
nitni odpovéd T-lym-  klondIni buriky z pe-
focytl / ELISA detekce riferni krve
IFN-y
Dextramer® CMV Kit (IVD) detekce CMV-speci- plna krev Immudex IVD (EU, USA) [87]
fickych CD8+ T-lymfo-
cytd, flow-cytometrie
T track.CMV stanoveni reakti- Li-heparin krev — Mikrogen CE-IVD (EU) [88]
vity CD8+, CD4+a NK  monoklonalni buriky Diagnostik
bunék technologif z periferni krve
ELISpot (IFNy-)
CLIA - chemiluminiscen¢ni imunoanalyza, EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova, ELISA — enzyme-linked immunosorbent
assay, IFN-y — interferon y, NK — natural killer, PPT — plasma preparation tube, gPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce

proto metoda pro stanoveni hCMV u on-
kologickych pacientd neni vhodna.
Diagnostické testy zaméfené na detekci
samotného viru vyuzivaji specifického roz-
poznani virovych antigent ¢ nukleovych
kyselin, ale také pozorovani jizzminéného
cytopatického efektu pfi kultivacnich tes-
tech. Kultivacni testy navic umoznuji zjis-
téni citlivosti viru z klinického materidlu
na jednotliva antivirotika, kvali ¢asové na-
ro¢nosti viak nejsou vhodné pro prvotni
rychlou diagnostiku. Histopatologie na-
bizi sledovani hCMV antigenu a cytopa-
tickych zmén pfimo ve vzorku tkané. Na
zacatku 90. let minulého stoleti zacal byt

pouzivan imunocytologicky test Antige-
nemia, ktery umoznuje vizualizaci hCMV
antigen(l ¢asné faze v leukocytech peri-
ferni krve. Tato diagnostickd metoda vy-
Zaduje izolaci krevnich leukocyt(, jejich
naneseni na mikroskopické sklo a na-
sledné imunoperoxiddzové znaceni vi-
rového antigenu pomoci monoklondini
mysi protilatky. Pfipravené preparaty jsou
poté manudlné vyhodnocovény pomoci
mikroskopie, coz metodu fadi mezi ty
pracné;si [69].

Detekce DNA hCMV zalozend na PCR
je v dnesni dobé nejpouzivanéjsim pfi-
stupem. V provedeni s pribéznou kvan-

tifikaci (kvantitativni PCR (gPCR), re-
verzné transkrip¢ni kvantitativni PCR
(RT-PCR)) predstavuje ucinny ndastroj pro
¢asnou detekci reaktivace hCMV stejné
jako primarni infekce, ale také sledovani
odpovédi na lé¢bu [70]. Pfed provede-
nim gPCR testu je vétSinou nezbytnd izo-
lace DNA z odebraného vzorku, kterym
muze byt Siroké spektrum klinického ma-
terialu, jako je napf. krevni plazma, moc¢,
sliny, tkan, ale také bronchoalveolarni
lavaz. Detekce pomoci gPCR ma s anti-
gennimi testy kvalitativné srovnatelné
vysledky, je v3ak citlivéjsi a naroky na
zpracovani vzork( jsou zde nizsi [71].
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Obr. 3. Imunohistochemické barveni FFPE preparatud. A) Stromalni burika s nukledrnimi i cytoplazmatickymi inkluzemi hCMV (Sipka);
B) mnohocetné stromalni bunky s nuklearni inkluzi hCMV (Sipky); C) hCMV kolitida s prikaznymi burikami infikovanymi hCMV (hnédé
tecky); D) hCMV vilitida s prikaznymi burikami infikovanymi hCMV (hnédé tecky). A, B): plivodni zvétseni 600x, barveni hematoxylin-eo-
zin. C, D): plivodni zvétseni 200x, imunohistochemické barveni — Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus Clones CCH2 + DDG9 (Dako)

FFPE — formalinem fixovany a zality do parafinu, hCMV - lidsky cytomegalovirus

Testovani pfitomnosti hCMV u pa-
cientll s nadorovym onemocnénim se
provadi pfedevsim ze samotné nado-
rové tkdné. Metodou, ktera se zde nej-
vice nabizi, je IHC mikroskopickych
preparatd z rez( tkani (viz oddil Imuno-
histochemické stanoveni pfitomnosti
hCMV nize). Po extrakci nukleovych ky-
selin také PCR a jeji modifikace, napf.
PCR, RT-PCR, nebo tzv. nested PCR. Me-
tody zalozené na PCR byly pouzity pro
detekci hCMV ve vzorcich kolorektdl-
niho karcinomu [72]. V nékolika studiich
byl také zvolen komplexnéjsi pfistup de-
tekce hCMV ve vzorcich nddorové tkané
zahrnujici kombinaci metod IHC, fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH), prd-
tokové cytometrie ¢i PCR. Tyto studie
byly zaméfeny zejména na neuroblas-
tom [73], meduloblastom [74] a GB [75],
pficemz v nékterych byl zminén i mozny

pfinos antivirotik v nadorové terapii pfi
pozitivni infekci hCMV. Ojedinélejsi stra-
tegif je detekce cirkulujici virové mik-
roRNA hcmv-miR-UL112-3p pomoci tes-
tovaci sady TagMan. Tato metoda byla
pouzita ve studii sledujici vyskyt hCMV
u pacientl s GB, ale také s revmatoidni
artritidou ¢i diabetes mellitus [76].

Imunohistochemické stanoveni
pFitomnosti hCMV

Histologické a imunohistochemické vy-
Setfeni v rutinni klinické praxi predsta-
vuje zlaty standard prikazu hCMV ne-
moci s organovym postizenim [89-91].
Soucasné IHC vykazuje vyssi senziti-
vitu priikazu aktivni hCMV infekce v po-
rovnani se zdkladnim barvenim hema-
toxylinem a eozinem (HE), a proto je
toto vysetfeni doporucovano k defini-
tivni diagnostice hCMV nemoci s or-

ganovym postizenim [90]. Aktivni in-
fekce s tvorbou virionl je dominantné
prokazana v endotelialnich, stromal-
nich, epitelidlnich bunkach i makrofa-
zich. Mikroskopicky jsou v prehledo-
vém barveni HE patrné burnky s ndpadné
zvétSenymi nepravidelnymi jadry s ba-
zofilnimi intranukledrnimi inkluzemi
(Cowdryho télisko) a okolnim projasné-
nim. Podobné inkluze je mozné zastih-
nout i v cytoplazmé infikovanych bunék
(obr. 3A, B) [92,93].

IHC vysetfenim mohou byt prokazany
rlizné antigeny hCMV, jez jsou koordino-
vané exprimovany v pribéhu hCMV in-
fekce. IHC priikaz hCMV nemoci s orga-
novym postiZzenim je zaloZzen na detekci
nestrukturadlniho DNA vazebného pro-
teinu p52 a immediate-early hCMV an-
tigenu rutinné pouzivanou bivalentni
protildtkou CCH2/DDG9 (obr. 3C, D).
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Vyuziti této protilatky v diagnostice
hCMV pozitivnich tumor( vsak neni
vhodné [94,95]. Naopak IHC prikaz imu-
nomodula¢niho proteinu pp65, nej-
castéji produkovaného virového pro-
teinu v burice, vytvarejiciho neinfekéni
virové ¢astice v podobé denznich téli-
sek, a immediate-early 1 (IE1) antigenu
byl pozitivni ve vysokém procentu roz-
dilnych typtd nadorl centrdlni nervové
soustavy [31,96-98], ale i v karcino-
mech prsu [99,100], prostaty [101], ko-
lorekta [102], slinnych Zl4z [103], ova-
ria [104-106] a také v alveolarnim
sarkomu [107].

IHC priikaz kombinovany spolu s PCR
vede k vyssi senzitivité vysetreni. PCR je
vyhodnéjsi pro kvantifikaci virové na-
loze. IHC kvantifikaci umoznuje hod-
noceni denzity, je vsak zatizena vyssi
subjektivitou [89].

Zaveér

AZ 70 % populace se béhem Zivota setkd
s hCMV infekci, kterd mlze prevazné
u imunokompromitovanych jedinct
zpUsobit zavazné zdravotni potize. Spo-
jitost hCMV s onkologickym onemocné-
nim muze navic vyrazné ovlivnit pribéh
a agresivitu maligniho onemocnéni. On-
komodulaéni vlastnosti aktivniho hCMV
byly jednoznaéné prokéazany, nicméné
otdzka virové karcinogeneze stale vy-
Zaduje hlubsi porozuméni. V soucasné
dobé nebyly popsany mechanizmy reak-
tivace, ale vice studii poukazuje na vy-
znamné prispévky virovych proteind do
tzv. znak( rakoviny (hallmarks of can-
cer) [108]. Aktualné probihajici klinické
studie cilici na hCMV vyuzivaji pfevazné
antivirotickou 1é¢bu ¢i dendritické vak-
ciny jako pfidavek ke standardni protina-
dorové |é¢bé u dané diagndzy. V soucas-
nosti je zfejmé nejvétsi vyzvou spravna
diagnostika hCMV pozitivnich nadora.
Existuje spektrum diagnostickych sad
zaloZzenych prevadzné na metodach PCR
a ELISA, stejné tak jako standardni IHC
barveni (pretransplantacni vysetfeni),
avsak vétsina téchto konkrétnich tech-
nik nebyla testovéna na vyuziti pro dia-
gnostiku nadord. V disledku toho cili na
fazi akutni infekci, nikoliv na reaktivaci,
coz vede v rlznych studiich ke zna¢né
rozdilnym vysledk(im, kdy napf. u GB
se hCMV pozitivita pohybuje v rozmezi

0-100 % v zavislosti na pouzité metodé
a biologickém vzorku [31].

Z dostupnych dat a klinickych studii
tedy vyplyva, Ze cileni na hCMV vedle
standardni terapie mUze zvysit preziti
pacientl a ovlivnit celkovy dopad lécby,
ale také mlze byt vedlejsim efektem
podani antivirotik, kdy dojde k aktivaci
imunitniho systému [109,110]. Bohuzel
aktualné chybéjici informace objasnu-
jici biologicky mechanizmus virové reak-
tivace pravé v nadorové tkani nechava
soucasnou medicinu spise tapat.
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