
Úvod

Cytomegalovirus (CMV) je herpetický virus z rodiny
beta-herpesviridae. Jedná se o běžný patogen, kterým je
infikováno 50–90 % dospělé populace, přičemž procen-
to séropozitivních jedinců stoupá s věkem (1).

U imunokompetentních jedinců je primoinfekce CMV
nejčastěji asymptomatická, pouze ojediněle vede k horeč-
ce a tonsilitidě a obrazu mononucleosis-like syndromu.
Po primoinfekci následuje latentní fáze, kdy virus přeží-
vá zejména v makrofázích a jeho aktivita je limitovaná
funkcí imunitního systému, především T-lymfocytů hos-
titele. CMV tak latentně perzistuje v hostiteli po zbytek

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010 141

Cytomegalovirus-specifická buněčná imunita: stanovení 
profilu imunitní funkce přináší klinicky relevantní odpověď
Król L.1, 2, Kotus D.1, Thürner D.1, Hubáček P.2, Sedláček P.2, Hrušák O.1, 2, Starý J.2, Kalina T.1, 2

1CLIP – Cytometrie, Klinika dětské hematologie a onkologie, UK 2. lékařská fakulta a FN Motol, 
2Klinika dětské hematologie a onkologie, UK 2. lékařská fakulta a FN Motol

Souhrn
Úvod: Efektivní imunitní odpověď, zejména T-buněčná, je nezbytná pro kontrolu CMV infekce. Děti po transplanta-
ci kmenových buněk krvetvorby jsou vysoce ohroženou skupinou, protože vlivem transplantačních režimů u nich
dochází k sekundárnímu imunodeficitu, což vede k opakovaným, často život ohrožujícím, reaktivacím CMV s nut-
ností léčby virostatiky. Metody: Vyšetřili jsme ex vivo CMV antigenem vyvolanou odpověď mononukleárních buněk
periferní krve 57 zdravých dobrovolníků a 10 pacientů 2 a více let po transplantaci. Měření intracelulárních cytoki-
nů (IFN-γγ  a IL-2), aktivační molekuly CD154 (CD40L) a markeru degranulace (CD107a) pomocí mnohobarevné prů-
tokové cytometrie nám umožnilo definovat různé podtypy CD4+ a CD8+ T-buněčné odpovědi. Výsledky: Porovná-
ním CMV séropozitivních a séronegativních dobrovolníků jsme nalezli v rámci odpovědi CD4+ T-lymfocytů dvě po-
pulace buněk relevantní pro kontrolu CMV infekce: IFN-γγ +/CD40L+ a IFN-γγ +/IL-2+/CD40L+. V rámci odpovědi
CD8+ T-lymfocytů se jednalo o 5 populací: IFN-γγ +/IL-2+/CD107a+/CD40L+, IFN-γγ +/IL-2+/CD40L+, IFN-γγ +/IL2+,
IFN-γγ +/CD40L+ a IFN-γγ +. Při srovnání dětských a dospělých CMV pozitivních dobrovolníků s pacienty s klinicky
plně obnovenou imunitou více než dva roky po HSCT jsme nenalezli statisticky významné rozdíly, což znamená, že
CMV specifická imunita je u nich plně funkčně obnovena. Nakonec demonstrujeme porovnání profilu imunitní funk-
ce pacientů v riziku reaktivace s pacienty s plně obnovenou imunitou. Závěr: Ex vivo stanovení CMV specifické T
buněčné odpovědi je užitečným nástrojem monitorování imunity pacientů po HSCT a vhodně doplňuje již zavedené
metody sledování pacientů pomocí kvantitativního PCR.
Klíčová slova: cytomegalovirus, transplantace kmenových buněk krvetvorby, intracelulární detekce cytokinů, prů-
toková cytometrie, rekonstituce imunity

Summary
Król L. ,  Kotus D. ,  Thürner D.,  Hubáček P. ,  Sedláček P. ,  Hrušák O. ,  Starý J. ,  Kalina T.: Cytome-
galovirus – specific cellular imunity: profile of immune function assesment provides clinically relevant answer

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

Zcela odlišná situace je u imunokompromitovaných pa-
cientů, u kterých bez virostatické terapie může CMV in-
fekce probíhat fulminantně. Rozvíjí se viremie s horeč-
kou a leukopenií a s poškozením orgánů je spojen obraz
rozvinuté CMV nemoci. Cílovými orgány jsou zejména plí-
ce, centrální nervový systém, játra a trávicí systém, u HIV
pozitivních pacientů typicky retina. Nejčastěji se jedná o re-
aktivaci latentního CMV, méně často pak o primoinfekci.

Děti po transplantaci kmenových buněk krvetvorby
(HSCT – hematopoietic stem cell transplantation) jsou vy-
soce ohroženou skupinou, neboť normální funkce imunit-
ního systému, zvláště T-lymfocytů, se vlivem použitých
transplantačních režimů obnovuje za 1 až 2 roky po
HSCT (2). CMV proto zůstává příčinou signifikantní mor-
bidity a mortality i přes výrazné pokroky v diagnostice
a léčbě (3, 4).

Mezi hlavní rizikové faktory u pacientů po HSCT pat-
ří CMV sérostatus dárce a příjemce (5), přičemž nejrizi-
kovější kombinací je CMV séropozitivní příjemce trans-
plantovaný štěpem CMV séronegativního dárce (6) a re-
akce štěpu proti hostiteli (GvHD – graft versus host di-
sease) s nutností léčby kortikoidy, které inhibují funkci T-
lymfocytů (7).

Existuje několik terapeutických schémat, přičemž cílem
všech je zahájit terapii ještě v okamžiku viremie, protože
mortalita rozvinuté CMV nemoci se pohybuje kolem 90
%. V minulosti používaný tzv. preventivní režim, kdy se
všichni pacienti léčili v prvních 3 měsících po HSCT gan-
ciklovirem (GCV), se dnes již téměř nepoužívá. Jeho čas-
tou komplikací totiž byla tzv. pozdní CMV nemoc, opět
s vysokou mortalitou, která se objevila po ukončení pre-
ventivní léčby GCV. Hlavními příčinami pozdní CMV ne-
moci jsou v tomto případě pravděpodobně myelotoxický
účinek GCV vedoucí k pomalé rekonstituci specifické bu-
něčné imunity a nízké množství CMV antigenů, které by
stimulovaly funkci CMV specifických T-lymfocytů.

Proto je dnes standardem v léčbě CMV tzv. preemptiv-
ní režim, kdy jsou všichni pacienti po HSCT monitorová-
ní od dne +7 po HSCT pomocí kvantitativního PCR a při
vzestupu počtu CMV kopií nad určitý práh je zahájena léč-
ba GCV (8, 9). Tento přístup umožnil ušetřit část pacientů
nežádoucích účinků virostatik a vytvořil u nich prostor pro
rekonstituci CMV specifické imunity, protože T-lymfocy-
ty jsou stimulovány určitou podprahovou virovou náloží. 

Dlouhodobá protekce je zprostředkována rekonstitucí
CMV specifické imunity, zejména T-lymfocyty (7). I pře-
sto, že bylo provedeno mnoho studií u imunokompromi-
tovaných pacientů, zůstávají naše znalosti protektivních
faktorů velmi omezené (10–13). Ukazuje se, že dostateč-
nou imunitní odpověď není možno predikovat pouze na
základě počtu CMV specifických lymfocytů (měření po-
mocí CMV tetrametrů) (14) nebo množství lymfocytů
produkujících interferon gama (IFN-γ) (12). 

Protože v dnešní době je standardem monitorování pa-
cientů po HSCT pomocí PCR (15) a neexistuje jasný ko-
relát protekce při studiu lymfocytů pomocí detekce pro-

dukce IFN-γ, rozhodli jsme se vytvořit 8barevný panel
protilátek, který umožňuje simultánní detekci esenciál-
ních funkcí CD4+ a CD8+ T-lymfocytů z 1 vzorku krve
metodou mnohobarevné průtokové cytometrie. Mezi
esenciální funkce se řadí produkce IFN-γ (hlavní prozá-
nětlivý cytokin) a interleukinu 2 (IL-2 – růstový faktor
lymfocytů), zvýšení exprese CD40 ligandu (CD40L –
marker časné odpovědi CD4+ lymfocytů) a membráno-
vé exprese CD107a (LAMP1 protein – marker degranu-
lace CD8+ lymfocytů) po stimulaci CMV antigeny. Na-
víc se domníváme, že ve skupině pacientů léčených při
vzestupu počtu kopií CMV stále existuje část pacientů,
kteří mají dobrou rekonstituci CMV specifických T-lym-
focytů i při nízkých celkových počtech lymfocytů a kte-
ří by mohli být ušetřeni nežádoucích efektů léčby viros-
tatiky. Cílem prezentované studie je ověřit specifictu ur-
čení CMV specifických lymfocytů porovnáním CMV-sé-
ropozitivních dobrovolníků s dobrovolníky naivními
(CMV séronegativními). Vzhledem k zaměření našeho
pracoviště na HSCT v dětském věku jsme porovnávali
frekvence CMV specifických lymfocytů u pacientů čas-
ně po transplantaci a pacientů, kteří úspěšně obnovili T-
buněčnou imunitu více než 2 roky po HSCT. Závěrem po-
rovnáváme vybrané profily pacientů časně po HSCT, kte-
ří CMV kontrolují s těmi, kteří CMV nekontrolují.

Materiál a metodika

Dobrovolníci a pacienti
Krevní vzorky byly získány od 19 zdravých dospělých

dobrovolníků a 38 dětí, u kterých se jednalo o zbytek
vzorku krve, který jim byl odebrán na rutinní vyšetření
krevního obrazu. U všech dobrovolníků byl vyšetřen
CMV sérostatus. Bližší charakteristika dobrovolníků je
uvedena v tabulce 1. Výsledky získané od těchto dobro-
volníků byly porovnány s výsledky skupiny 10 pacientů
2 a více let po HSCT, jejichž charakteristika je uvedena
v tabulce 2, kterým byl odebrán vzorek krve při výročí po
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Tab. 1. Charakteristika zdravých dobrovolníků.
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HSCT. Výsledky pacientů 2 a více let po HSCT navíc
sloužily k vytvoření referenčního rozmezí pro pacienty
časně po HSCT. Koincidenční interval (KI) je ohraničen
10. a 90. percentilem. 

Studie byla povolena Etickou komisí Fakultní nemoc-
nice v Motole. Všichni dobrovolníci dodali informovaný
souhlas, přičemž u nezletilých dobrovolníků byl souhlas
podepsán jejich zákonným zástupcem, a to v souladu
s Helsinskou deklarací. Všichni dobrovolníci byli vyšet-
řování prospektivně.

Zpracování CMV specifických T-lymfocytů
Mononukleární buňky z periferní krve (PBMCs) byly

získány pomocí gradientní separace na Ficoll-Paque
(Pharmacia, Uppsala, Švédsko). Takto získané PBMCs
byly promyty v pufru PBS (phosphate-buffer saline) a by-
ly resuspendovány v 10 ml kompletního média RPMI
1640 (RPMI 1640 doplněné o 10 % tepelně inaktivova-
ného fetálního séra, 100 U/ml penicilinu, 100 μg/ml strep-
tomycinu a 1,7 mM glutamanu sodného) a ponechány
přes noc v inkubátoru při 37 °C v atmosféře s 5% CO2.
Následující den dopoledne byly PBMCs zkoncentrová-
ny na koncentraci 20 x 106 buněk/ml. K buňkám byly při-
dány kostimulační protilátky CD28/CD49d (BD Biosci-
ences, San José, CA, USA) a protilátka CD107 Alexa488
(klon B-T47, Exbio Praha, Praha, Česká republika). Buň-
ky byly rozděleny po 100 μl a přeneseny do 96jamkové
destičky, která obsahovala 1 μg/ml peptidů pp65 a IE-1
a 10 μg/ml CMV lyzátu. Každý test byl proveden v jam-
ce stimulované CMV antigenem a paralelně také v nesti-
mulované a nespecificky stimulované (anti-CD3, 10
μg/ml, Exbio Praha) jamce, které sloužily jako negativní
a pozitivní kontrola. Buňky byly inkubovány 2 hodiny při
37 °C. Poté byl přidán do každé jamky brefeldin A (10
μg/ml, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Stimu-
lace pokračovala další 4 hodiny při 37 °C. Po inkubaci
byly do každé jamky přidány monoklonální protilátky

CD14 Pacific Blue, CD20 Pacific Blue (Exbio Praha),
CD8 Pacific Orange (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
a dále LIVE/DEAD Violet Viability Dye (Invitrogen)
a 2 μl 0,1mM EDTA (Sigma-Aldrich). Povrchové znače-
ní probíhalo ve tmě při pokojové teplotě po dobu 15 mi-
nut. Buňky byly poté promyty promývacím pufrem (PBS
obsahující 0,1% azid sodný a 2% želatinu (Sigma-Ald-
rich)). Následovala fixace a permeabilizace pomocí čini-
del FACS Lyse/FACS Perm 2 (BD Biosciences). Po per-
meabilizaci bylo provedeno značení monoklonálními pro-
tilátkami CD3 PerCP-Cy5.5 (eBioscience), CD4 ECD
(Immunotech, Marseille, Francie) a protilátkami proti in-
tracelulárním markerům IFN-γ PE-Cy7, IL-2 APC (eBi-
oscience) a CD154 PE (Immunotech). Buňky byly poté
znovu promyty.

Peptidy a CMV lyzát
Ke stimulaci CD8+ lymfocytů jsme použili směs pep-

tidů o 15 aminokyselinách (11 překrývajících se), odpo-
vídajících hlavním CMV imunogenním proteinům pp65
a IE-1 (JPT Peptides, Berlin, Německo). Pro stimulaci
CD4+ lymfocytů byl použit CMV lyzát (Vidia, Vestec
u Prahy, Česká republika). Oba typy stimulace byly pro-
vedeny současně v jedné jamce.

Průtoková cytometrie
Obsah každé jamky byl změřen průtokovým cytomet-

rem BD LSR II (BD Immunocytometry Systems, San Jo-
sé, CA, USA) pomocí robotického modulu HTS. Analýza
dat byla provedena pomocí software FlowJo, verze 8.8.6
(TreeStar, Ashland, OR, USA). Klíčovým parametrem pro
zajištění citlivosti detekce v nízkých frekvencích CMV spe-
cifických T-lymfocytů byla akvizice dostatečného množ-
ství buněk (50 000 od každého subsetu T-lymfocytů). Ana-
lýza začala výběrem forward scatter area (FSC-A) proti for-
ward scatter height (FSC-H) k vyloučení dubletů. Buňky
byly dále vybírány podle pozitivity CD3+, přičemž z ana-
lýzy byly vyloučeny CD14 a CD20 Pacific Blue
a LIVE/DEAD Violet Viability dye pozitivní eventy, což
vedlo k odstranění mrtvých buněk a redukci pozadí. Poté
byl vytvořen výběr pro CD4+ a CD8+ T-lymfocyty, na kte-
rých byly samostatně selektovány vždy všechny 4 funkč-
ní znaky. Pomocí funkce Boolean gating ve FlowJo bylo
vytvořeno 16 možných kombinací jednotlivých funkcí pro
každý typ lymfocytů. Tím vzniklo 32 parametrů, které by-
ly předmětem další analýzy.  

Statistická analýza
U všech dat bylo odečteno pozadí. K tomuto odečtu

sloužila data získaná z nestimulované jamky obsahující
pouze CD28/CD49d a dále data ze specificky stimulova-
ných lymfocytů (směsí pp65+IE-1+CMV lyzát) od CMV
negativních dobrovolníků. Byl vytvořen práh, který od-
povídal součtu mediánu a 1 směrodatné odchylky z hod-
not dosažených z těchto specificky stimulových lymfocy-
tů CMV negativních dobrovolníků. Hodnoty, které byly
nižší než tento práh, byly nastaveny na 0 (16). Statistická
významnost meziskupinových porovnání byla zjištěna
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Mann-Whitney U testem.  Protože bylo vzájemně porov-
náváno vždy 15 typů odpovědí pro CD4+ a CD8+, byl stu-
peň statistické významnosti upraven pomocí Bonferroniho
korekce na p < 0,003 – hodnoty v rozmezí p > 0,003 a <
0,01 byly považovány pouze za hraničně významné. Pro
výpočty a zobrazení byl použit GraphPad software, verze
5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Výsledky

Ex vivo stanovení funkční odpovědi T-lymfocytů CMV
pozitivních a CMV negativních dobrovolníků 
na stimulaci CMV antigenem

Stanovili jsme profil imunitní odpovědi T-lymfocytů
po stimulaci CMV antigenem. Měření mnohobarevnou
cytometrií (8 fluorescenčních parametrů) umožňuje sta-
novení fenotypu buňky a zároveň 4 funkční odpovědi
(IFN-γ, IL-2, CD40L a CD107a). Porovnáním CMV sé-
ropozitivního dobrovolníka se séronegativním (obr. 1A
a 1B), vidíme např. v rámci CD8+ T-lymfocytů séropo-
zitivního dobrovolníka buňky produkující zároveň IFN-
γ a IL-2 (pravý horní panel obr. 1A a 1B). Analogicky zjiš-
ťujeme frekvence všech kombinací sledovaných odpově-
dí na každé buňce. Jednotlivé pozitivní buňky, které na-
lézáme u CMV séronegativního dobrovolníka (obr. 1B)
jsou nespecifickým signálem (pozadím), které může vzni-
kat např. spontánní aktivací T-lymfocytů antigenem v or-
ganismu těsně před odběrem krve. 

Ověření citlivosti a relevance detekce CMV
specifických T-lymfocytů u zdravých dobrovolníků

Vzhledem k velmi nízkým frekvencím CMV specific-
kých T-lymfocytů jsme potřebovali ověřit specificitu a re-

levanci detekce jednotlivých funkčních odpovědí. Teore-
tická citlivost s koeficientem variability 50 % při 50 000
změřených událostech v podskupině dosahuje 0,01 %.
Abychom zjistili skutečnou relevanci detekce v takto níz-
kých frekvencích, porovnali jsme kohortu zdravých dob-
rovolníků CMV-séropozitivních (n = 27) s kohortou
CMV-séronegativních (n = 30) (obr. 2). Předpokládali
jsme, že v těch typech funkční odpovědi, kde nalezneme
signifikantní rozdíl, můžeme považovat detekované buň-
ky za buňky CMV specifické. V rámci odpovědi CD4+
T-lymfocytů jsme nalezli významně více zastoupené ty-
to funkční profily (obr. 2, CD4+): IFN-γ spolu s CD40L
(průměr 0,33 %), IFN-γ spolu s IL-2 a CD40L (průměr
0,007 %). V rámci odpovědi CD8+ T-lymfocytů (obr. 2,
CD8+) byla nejčastější formou odpovědi sekrece samot-
ného IFN-γ (průměr 1,27 %), případně IFN-γ spolu s IL-
2 (průměr 0,06 %). Méně časté, avšak významné byly pře-
kvapivé odpovědi dosud vzácně popisovaných CD8+ hel-
perů, které odpovídaly tvorbou CD40-ligandu a zároveň
IFN-γ (průměr 0,05 %), či CD40L+ IFN-γ+ spolu s IL-2
(průměr 0,016 %). 

Porovnání dětských a dospělých CMV pozitivních
dobrovolníků s pacienty více než 2 roky po HSCT

Při srovnání dětských a dospělých zdravých dobrovol-
níků s pacienty s klinicky plně obnovenou imunitou více
než dva roky po HSCT jsme nenalezli statisticky význam-
né rozdíly (obr. 3). Mezi dospělými dobrovolníky a me-
zi rekonstituovanými pacienty po HSCT jsme našli jed-
notlivce, kteří měli podstatně zmnožené CD8+ T-lymfo-
cyty produkující pouze IFN-γ anebo IFN-γ+IL-2+. Lze se
domnívat, že se jedná o buňky, které jsou paměťovým po-
zůstatkem prodělaných CMV reaktivací (včetně klinicky
němých). Hraničně zmožené byly u zdravých dospělých
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Obr. 1. Typická funkční odpověd CD4+ a CD8+ T-lymfocytů stanovená průtokovou cytometrií po ex vivo stimulaci antigenem CMV.

Obrázek ukazuje primární data získaná z průtokového cytometru, zobrazeny jsou v grafu pouze buňky odpovídající CD4+ nebo CD8+ T-lymfocy-
tům (dle označení v záhlaví sloupce). Každý bod reprezentuje jednu buňku. Na panelu A je ukázán CMV séropozitivní dobrovolník po stimulaci
CMV antigenem, na panelu B je dobrovolník séronegativní, kde zobrazené body odpovídají nespecifickému signálu pozadí. 
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Obr. 2. Srovnání frekvence CD4+ a CD8+ T-lymfocytů jednotlivých funkčních typů mezi CMV séropozitivními a séronegativními dobrovolníky.

Na grafu je znázorněna frekvence buněk dané funkce z CD4+ (nahoře) nebo z CD8+ (dole) T-lymfocytů po ex vivo stimulaci CMV antigenem. Kom-
binace funkční odpovědi (sloupec) je anotována pomocí symbolů + a – v řádku každé testované funkce pod grafem. Šedivým podkladem a hvěz-
dičkou jsou zvýrazněny funkční odpovědi, které jsou signifikantně odlišné mezi CMV séropozitivními a séronegativními.
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oproti zdravým dětem CD8+IFN-γ+CD40L+ produku-
jící T-lymfocyty (průměr 0,07 vs. 0,01, p = 0,02). Na-
opak pacienti po HSCT měli oproti dospělým deteko-
vatelné degranulující CD4+ CD107a+ buňky (průměr

0,08 vs. 0; p = 0,01), které byly dříve popsané jako ty-
pické efektory odpovědi proti CMV. Zjištěné rozdíly
mezi skupinami byly překvapivě malé, což je částečně
vysvětlitelné značnou inter-individuální variabilitou. 
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Obr. 3. Srovnání frekvence CD4+ a CD8+ T-lymfocytů mezi CMV séropozitivními dospělými, CMV séropozitivními dětmi a imunitně rekonsti-
tuovanými dětmi více než 2 roky po HSCT.

Na stejném grafu jako v obrázku 2 je zobrazeno zastoupení funkčních typů odpovědi po stimulaci CMV antigenem. Šedivým podkladem jsou vy-
značeny stejné typy odpovědí jako v obrázku 2. 
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Vybrané profily pacientů po HSCT ve srovnání se
zdravými dobrovolníky

V současné fázi studie ještě nemáme k dispozici do-
statečné množství dat pro stanovaní referenčních norem
pacientů pro úspěšnou predikci jejich CMV specifické
imunitní odpovědi. Na základě změřených frekvencí u ús-
pěšně rekonstituovaných pacientů více než 2 roky po
HSCT (n = 10) jsme jako referenční hodnoty frekvencí
jednotlivých funkčních odpovědí stanovili 10. a 90. per-
centil. Porovnáním změřených hodnot u pacientů časně
po HSCT a referenčních hodnot lze usuzovat na úspěš-
nost rekonstituce CMV specifické imunity.

Na vybraných příkladech je možné prezentovat souvis-
lost mezi klinickým ovládnutím CMV reaktivace (tj. pa-
cienti, kteří časně po HSCT měli PCR dokumentovanou
CMV reaktivaci, byli léčeni virostatiky a v dalším obdo-
bí již reaktivace neprodělali) (obr. 4A). Ovládnutí CMV
reaktivací u tohoto pacienta (dárce i příjemce byli v tom-
to případě oba CMV séropozitivní) je provázeno deteko-
vatelnými frekvencemi CD8+ T-lymfocytů s funkční od-
povědí typu IFN-γ+IL-2+. V období lymfocytopenie a či-
lé rekonstituce po HSCT dominuje odpověď samotným
IFN-γ nebo v kombinaci IFN-γ+CD107a+, která se časem
sníží, přestože pacient stále CMV reaktivaci kontroluje.
V rámci CD4+ odpovědi je významná odpověď IFN-γ+IL-
2+CD40L+ a IFN-γ+ CD40L+ (obr. 4B).

Naopak u pacienta s trvající reaktivací CMV, který je
intermitentně léčen virostatiky, chybí jak CD8+ IFN-
γ+IL-2+, tak i CD8+ IFN-γ+. Přítomnost CD4+ helperů
secernujích IFN-γ+IL-2+CD40L+ a IFN-γ+CD40L+ ne-
ní zřejmě pro kontrolu reaktivace dostatečná (obr. 4B).

V případě dvou pacientů, kteří nedosáhli klinické
CMV-specifické rekonstituce ani více než 2 roky po
HSCT, jsme nalezli vysoké frekvence CD8+ buněk pro-
dukujících pouze IFN-γ (nad 5 %, respektive 15 %), při-
čemž polyfunkční odpověď (zahrnující IL-2 či CD40L)
zcela chyběla (obr. 4C a D).

Shrnutí a diskuse

V prezentované práci jsme popsali metodiku ex vivo sta-
novení funkční odpovědi T-lymfocytů na stimulaci antige-
nem CMV. Ukázali jsme, že pro zachycení relevantních
funkčních odpovědí je třeba citlivost stanovení frekvence
CMV specifických T-lymfocytů na úrovni alespoň 0,01 %.
Je ovšem možné, že pokud bychom dosáhli i vyšší citli-
vosti, nalezli bychom další relevantní typy odpovědi. Po-
rovnáním deseti imunitně rekonstituovaných pacientů se
zdravými dětmi i dospělými jsme zjistili, že v odstupu ví-
ce než 2 let po HSCT jsou funkční CMV-specifické lym-
focyty zastoupeny nejen početně, ale i funkčně (v jedno-
tlivých funkčních podskupinách) podobně jako u zdravých
jedinců, přestože pro ideální definitivní potvrzení by by-
lo třeba většího souboru pacientů stejných klinických cha-
rakteristik (věk, léčba, GvHD, imunosuprese atd.). Dále
bude zajímavé identifikovat faktory ovlivňující kvalitu

i délku dosažení plně funkční imunitní rekonstituce po
HSCT. Monofunkční CD8+ T-lymfocyty produkující jen
IFN-γ dosahují relativně vysokých frekvencí u zdravých
CMV séropozitivních dobrovolníků (více než 10 % dob-
rovolníků má hodnoty nad 1 %), ovšem nalézáme je ve vy-
sokých frekvencích též u pacientů, kteří nedosáhli rekon-
stituce imunity schopné zastavit CMV reaktivace. Tato po-
zorování dokumentují přínos stanovení polyfunkčních od-
povědí ve srovnání se stanovením samotného IFN-γ ane-
bo stanovení frekvence specifických CD8+ T-lymfocytů
pomocí MHC-multimerů (17). Monitorování antigen spe-
cifických T-lymfocytů je v současné době dostupná, leč
časově a technicky náročná a drahá metoda, která má po-
tenciál uplatnění především v léčbě imunokompromitova-
ných pacientů (pacientů po HSCT, po chemoterapii, při
imunosupresi po transplantaci solidních orgánů, případně
u HIV pozitivních pacientů). Monitorování může pomoci
při racionálním rozhodování o protivirové terapii, která by
měla být poskytnuta bezodkladně pacientům s reaktivací
viru bez detekovatelné funkční imunitní odpovědi, ale je-
jíž efekt při nadbytečném podání zpomaluje imunitní re-
konstituci, zatěžuje pacienty nežádoucími účinky a v ne-
poslední řadě je ekonomickou zátěží pro zdravotní systém.
Na základě monitorování těchto imunologických paramet-
rů je možno též indikovat pacienty k transplantaci virus
specifických T-lymfocytů, což je postup v současné době
experimentálně provozovaný v několika evropských (Lon-
dýn, Würzburg, Tübingen) a světových (Houston, New
York) centrech. Vzhledem k rozvoji transplantačních pro-
gramů a dalších získaných imunodeficiencí je pravděpo-
dobné, že metody monitorování imunity budou v blízké
budoucnosti klinickými pracovišti vyžadované pro stále
větší počet pacientů. Zavedení monitorování imunity
funkčních odpovědí T-lymfocytů jako rutinního testu v kli-
nické laboratoři bude závislé především na jeho zjednodu-
šení, či zařazení robotizace do jeho provádění, jak je v sou-
časnosti pilotně zaváděno na našem pracovišti.
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