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Souhrn:

Bakalatska prace je zamétfena na sledovani zmén zastoupeni T-lymfocytl v pribehu ¢asu u
HIV pozitivnich pacientl. Na zakladé dostupnych dat z priutokového cytometru se graficky
znézornily zmény v zastoupeni CD3+, CD4+ a CD8+ lymfocytl u 10 vybranych pacientt.
Vysledky pozorovani potvrzuji, ze nejméne zmén dochazi v poc¢tu CD3+ lymfocyti, zatimco
nejvetsi pokles je sledovan u CD4+ lymfocytt a nejvetsi narast u CD8+ lymfocyta. Vlivem
antiretrovirové terapie dochazi k normalizaci hodnot nejdiive u pacientd diagnostikovanych
Vv primarni infekci, zatimco pacienti diagnostikovani v chronické infekci maji mnohem delsi

dobu trvani 1écby.
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The bachelor thesis is focused on monitoring changes in the count of T-lymphocytes over
time in HIV-positive patients. The changes of CD3+, CD4+, and CD8+ lymphocytes in 10
selected patients are graphically processed from available flow cytometry data. The results
of the observation confirm that the least changes occur in the count of CD3+ lymphocytes,
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UVOD

V bakalaiské praci se zabyvame virem HIV a jeho dopadem na lidsky organismus.
HIV je lentivirus, ktery s postupem ¢asu zpisobuje V téle infikovaného imunodeficit a muze
pii absenci antiretrovirotik pfejit do syndromu ziskaného selhani imunity, tedy AIDS. A¢-
koliv je HIV celosvétovym problémem a infikovanych neustéle pribyva, jeho prevenci lidé

nedévaji dostate¢nou vahu.

Svétova zdravotnicka organizace na konci roku 2021 evidovala globalné ptes 38 mi-
liont HIV pozitivnich osob, ale skuteény pocéet nakazenych lze jen odhadovat z dtivodu ne-
dostate¢ného mnozstvi diagnostikovanych. Z psychologického hlediska by mohlo jit o strach
lidi nechat se otestovat, at’ uz kvuli obavam piedsudki, nebo kvili obavam z mozného od-
haleni skrytého zdravotniho problému. V Ceské republice se snazi zahnat stigma o preven-
tivnim testovani napiiklad spolek Prague Pride, ktery kazdoro&né spoleéné s Ceskou spoleé-

nosti AIDS umoziiuje anonymni otestovani zadarmo.

HIV pacienti potitebuji komplexni péci, kterou zahrnuje kvalitni antiretrovirova
1écba, péce o dusevni zdravi, edukace, pfipadné socialni podpora. Touto cestou mohou pa-
cienti dosdhnout zlepSeni zdravotniho stavu a kvality Zivota. Terapeutické moznosti jsou
stale na vzestupu a diky nim Ize potlacit virovou replikaci a alespon ¢aste¢né obnovit imu-

nitni funkce. Na svété se zatim povedlo zcela vylécit ¢tyti lidi.

Cilem prace je zkoumat zmeény v zastoupeni T-lymfocytl u HIV pozitivnich jedincii
a tim porozumét, jak HIV infekce tuto populaci bunék v pribéhu ¢asu ovliviiuje. Konkrétné
sledujeme zmény v subpopulacich CD3+, CD4+ a CD8+, které hraji klicovou roli v imunitni

odpovedi.

Teoreticka ¢ast obecné popisuje HIV vir a jeho strukturu, historii, ptivod, patofyzio-
logii, zptisoby ptenosu a klinicky obraz onemocnéni. Dale jsou zminéné nejcastéjsi diagnos-
tické metody a jejich principy, které jsou posléze doplnény o soucasné nejuzivanéjsi terape-

uticka léciva a principy jejich ptisobeni.

Prakticka ¢ast obsahuje pracovni postup méfeni na pritokovém cytometru, gatovaci
strategii a naslednou interpretaci vysledkt. Vysledky této prace poskytuji informace o imu-
nitni odpovédi pfi onemocnéni HIV a mohly by piispét k lepSimu porozuméni imunopato-

geneze tohoto viru.
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TEORETICKA CAST

1 HIV

1.1 Definice HIV

HIV (Human Imunodeificency Virus) neboli virus lidské imunitni nedostate¢nosti je
retrovir pattici do rodu lentivird, ktery napada imunitni systém. S oslabenym imunitnim sys-
témem je pro t€lo obtizné bojovat s infekcemi a nemocemi. Pokud virus v téle pretrvava
neléceny, vznika velice zavazné onemocnéni AIDS (Acquired Immune Deficiency Syn-

drome), neboli syndrom ziskaného selhani imunity. (1)

1.2 Historie

Prvni informace signalizujici nastup HIV byly zaznameniny na zapadnim po-
bezi USA v roce 1981, kdy dochazelo k nartstu piipadd pneumonii zptisobenych houbou
Pneumocystis jirovecii u mladych homosexualnich muzt. S atypickou pneumonii byly hla-
Seny i dalsi oportunni infekce a u nékterych ptipadt i Kaposiho sarkom. Spole¢nym znakem
pro tyto piipady byla tézka imunodeficience velmi nizkym poétem CD4+ T-lymfocytt a s ni
souvisejici lymfadenopatie. Dalsi zpravy navysujicich se ptipadi nemoci S obdobnymi pfi-
znaky ptichazely z vychodniho pobiezi USA. Sifeni vyustilo v celosvétovou pandemii, pfi

které zemiela téméf polovina nakazenych. (2)

Z rozvratu imunity byly podezirany nejen viry, ale jako dal§i z moznych variant byla
zvazovana také latka slouzici pro posileni erekce (Poppers). Protoze se piivodné myslelo, Ze
se nemoc $ifi pouze mezi homosexualy, ziskala nemoc oznaceni GRID (gay-related immune
deficiency). A tak s naristajici incidenci zacala nardstat i nenavist k homosexualim. Zména
pohledu na zpusob $ifeni pfisla po zjisténi, ze nemoc nepostihuje jen muze, ale i zeny. Ne-
moc se totiz zacala rychle sifit mezi pfist¢hovalci z Haiti, a to i mezi Zenami. Dalsi rizikovou
skupinou byli injek¢ni uzivatelé drog a pozdéji i hemofilici, a to kvili ptenosu HIV krevni
transfuzi. V roce 1982 ziskava onemocnéni s neznamou etiologii nazev se zkratkou AIDS.

(3) 4)

Dva vyzkumné tymy z USA a Francie v letech 1983-1984 nezavisle na sob¢ objevily
ptivodce onemocnéni AIDS, retrovirus lidské imunodeficience-1 (HIV-1). Do amerického
tymu pod vedenim Roberta Galla patfil i piivodem Eeskoslovensky profesor Mikulas Popo-
vi¢, ktery vyvinul prvni test na detekci HIV. Francouzsky tym pod vedenim Luce
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Montagniera v roce 1986 objevil ptibuzny virus HIV-2. Mezi obéma tymy doslo k soupefeni
o prvenstvi, které bylo po setkani tehdejsiho amerického prezidenta Ronalda Reagana a fran-
couzského premiéra Jacquese Chiraca v roce 1987 prohlaseno za spole¢né. Argument ovSem
pokracoval az do roku 2002, kdy se oba tymy shodly, ze HIV objevil francouzsky tym jako
prvni, ale Ze jeho role v AIDS byla prvni ukazana doktorem Gallem. Vyzkum doktora Galla
byl v roce 2008 uz upln¢ zastten, kdyz Montagnier a jeho kolega dostali Nobelovu cenu za
objev HIV. (4) (5)

V roce 1984 byla tymem doktora Galla uvedena velice spolehliva sérologicka me-
toda Western blot a o rok pozdé&ji byla schvalena americkymi ufady. Timto zapocalo vySet-

fovani darci krve. U nas se darci zacali testovat v roce 1987. (4) (6)

Roku 1987 Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vydala program globalni stra-
piipadi z 90 zemi. O dva roky pozdéji to bylo uz 158 000 pfipadd ze 149 zemi, avsak ofici-
alni odhad €inil 5-10 miliont nakazenych. Na konci roku 2020 bylo evidovano 37,7 miliona

lidi Zijicich s HIV, z toho ptes 2/3 (25,4 milionli) nemocnych zilo na africkém kontinent¢.

4) (7)

1.3 Pivod

HIV-1 a HIV-2 jsou vysledkem nékolika na sob& nezavislych mezidruhovych pte-
nost z primata na ¢lovéka ve stredni a zapadni Africe. Skupiny M, N, O a P z HIV-1 linie
pochazi alespon ze ¢tyf mezidruhovych pienosi. Kmeny SIVcpzPtt, které daly vzniknout
skupinam M a N, pochazeji z virové linie, ktera se nachazi v Simpanzich ¢ego (Pan troglo-
dytes troglodytes) ve stiednim Kamerunu. SIVgor viry, ptibuzné skupinam O a P, jsou pfi-
tomny v gorilach (Gorilla gorilla gorilla) v nizinach zapadniho Kamerunu. Piivodnim rezer-
voarem jsou ale Simpanzi. Mezitimco skupiny O, N a P zistaly pfedev§im v Kamerunu, sku-

pina M se roznesla po celém svéte a tvori vice jak 90% vSech potvrzenych piipadu. (8)

Podobné na tom jsou skupiny z HIV-2 linie, které ziistaly ptedev$im v zapadni Af-
rice. Skupiny A-I jsou vysledkem alespon deviti pfenost viru SIVsmm nachazejiciho se

v mangabejich koutfovych (Cercocebus atys). (9) (8) (10)

K ptenosu na ¢lovéka pravdépodobné doslo kontaktem s krvi ¢i jinymi sekrety, a to
pfi lovu a porcovani masa primatti. Dale mohlo dojit k pfenosu ptes kousnuti ¢i jiné zranéni

zpusobené primaty. (11)
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Rozbor masa primatii v Kamerunu odhalil, ze je virem SIV infikovéano cca 10% pri-
matd. Z 69 rozpoznanych druht primati v Africe je mezi nejméné 32 druhy rozsifena SIV
infekce, coz je témét polovina. To znamena, ze pro ¢loveéka neni riziko pouze kontakt s Sim-
panzi ¢ego, gorilami a mangabeji koufovymi, ale i kontakt s minimalné dal§imi 29 druhy

primatd. (11)

Nartst ¢etnosti lovu a souvisejicich ¢innosti, at’ uz feznictvim, prodavanim a uzenim
masa primatl nebo tieba jejich vyuzivani jako domécich mazli¢ka je ptfimo umérné zvyse-
nému riziku pfenosu retrovira na lidi, a to nejen zminénych SIV, ale také opi¢ich T-lymfo-

tropnich viri (STLVS) a opiéich pénotvornych viri (SFV). (12)

1.4 Struktura viru

Elektronomikroskopicky je morfologie HIV-1 a HIV-2 témér stejnd. Odlisnost je

dana rozdilnou sekvenci RNA, ktera koduje bilkoviny lisici se molekulovou hmotnosti. (4)

HIV je obalena sféricka partikule o priméru asi 100 nm. Stejné jako ostatni lentiviry
je virus tvofen lipidovou dvojvrstvou, ktera je pivodem z membrany hostitelské buiiky. Po-
vrchové glykoproteiny (gp120) jsou k povrchu ukotveny prostfednictvim transmembrano-
vého proteinu (gp41). Lipidova dvojrvrstva dale obsahuje nékolik membranovych proteini
odvozenych z hostitelské buiky, a to véetné MHC (hlavni histokompatibilni komplex), ak-
tinu a ubiquitinu. Na spodni strané membrany je uchycen matrix protein p17. Uvnitf je ko-
nicka kapsida, ktera je kryta proteinem p24. V kapsid¢ jsou ulozena dvé identicka pozitivni
jednofetézcova vlakna RNA, ktera jsou stabilizovana v ribonukleoproteinovy komplex s

nukleokapsidovym proteinem p7. (3) (13)

HIV se od ostatnich retrovirti odliSuje vyS$im poctem gent a jejich komplexnimi
interakcemi. Genom je tvofen celkem deviti geny, tfemi strukturnimi a Sesti regula¢nimi.
VSechny retroviry obsahuji stejné tfi strukturni geny, které koduji strukturalni proteiny a
enzymy pouzivané pii replikaci. Jedna se o gag, pol a env. Gag gen tidi tvorbu proteind p6,
p7, p17 a p24. Pol gen zodpovida za syntézu enzymu aktivnich v replikaci, a to reverzni
transkriptazy, integrazy a proteazy. Reverzni transkriptaza (pS1 a p66) prepisuje genomovou
RNA do DNA. Integraza (p32) zaclenuje vzniklou DNA do chromozomu hostitelské bunky.
Proteaza (pll) stépi a tim aktivuje polyproteiny syntetizované podle gag a pol gent. Protei-
novy prekurzor Gp160, kodovan env genem, se protedzou $tépi na mensi molekuly Gp120 a
Gp4l. Mezi geny, které maji regulaéni funkci patii Rev, Tat, Nef, Vif, Vpr a Vpu. (3) (4)
(14) (15)

20



1.5 Prenos

Epidemiologické studie provedené v letech 1981-1982 jako prvni indikovaly, ze
k pfenosu HIV dochazi sexualné a pti kontaktu s kontaminovanou krvi. AIDS se v té dobé
projevoval predev§im u homosexualnich i bisexualnich muzi a injek¢nich uzivateld drog.
Brzy poté se prokazal pienos i u heterosexualnich jedinct. Nasledujici studie odhalily, Ze se
k infekci mohou dostat piijemci transfuze a hemofilici, ktefi ziskavaji plnou krev ¢i krevni
derivaty. Dale zacalo byt ziejmé, Ze se virus pfenasi z infikované matky na plod. Dominant-

nim zptisobem nékazy v Ceské republice je dlouhodobé pohlavni styk. (4) (16) (17)

Epidemiologické data z celého svéta dodnes tvrdi, ze ke tfem primarnim zpisobim
patii sexualni kontakt, vystaveni kontaminované krvi (zejména injekénim uzivanim drog a
transfuzi) a vertikalni pfenos z infikované matky na dit€. Zminéné zpusoby pienosu jsou
dany koncentraci viru v riznych télnich tekutinach. Nejvice se ho nachazi v krvi, spermatu,
vaginalnich sekretech, matefském mléce a v mozkomisnim moku. VSechny tyto tekutiny,
vyjma mozkomi$niho moku, jsou relevantnim zdrojem nakazy. V mensich koncentracich se
nachazi i ve slinach a slzach, ty ovSem nejsou vyznamnym zdrojem vzhledem k obsahu HIV

inhibujicich slozek a jen malého mnozstvi infekéniho viru. (16) (18)

K transmisi viru z matky na dité¢ mize dojit pfimo in utero placentou, anebo pfi po-
rodu, kdy je novorozenec vystaven krvi a sekretim matky. Hlavnim faktorem ovliviiujicim
prenos timto zpiisobem je mnozstvi infekénich virt v tkanich matky (placenta, déloha, ale i
plodova voda) v dobé porodu. Mnozstvi infikovanych makrofagi a T-lymfocyti v ko-

lostrum a matei'ské mléce rovnéz rozhoduje, zda k ptenosu dojde. (16)

Efektivni prevenci pred sexualnim pifenosem je kondom. Dale bylo prokazano, ze
muzské obtizka snizuje riziko ndkazy u muzi az od 60%. Je to dané afinitou HIV k Langer-
hansovym buikam, které jsou bohaté obsaZeny na vnitini stran¢ piedkozky. Naopak mezi
faktory zvySujici pravdépodobnost ndkazy patii vysoka virova naloz, kontakt s krvi béhem
styku (nasledek traumatu, menstruace), ulcerace na genitalu (herpes simplex, syfilis,

chancroid) a celkové dalsi sexualné pienosné onemocnéni. (16) (17) (19)

Za zminku stoji rizika pfenosu v populaci vézit. Mezi osobami v napravnych zafi-
zenich se infek¢ni nemoci §ifi mnohem vice v porovnani se zbytkem populace. Prikladem
muze byt prevalence sexudlné pfenosnych onemocnéni jako jsou chlamydie. Ty se u vézii
vyskytuji 18-50x vice nez u zbytku populace. Divodem vyssi prevalence infek¢énich one-
mocnéni je primarng injekéni uzivani drog, kdy se jedna jehla mize dostat az mezi desitky
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véziil. Studie provedena v roce 2014 odhalila, ze za 5% nové zjisténych HIV infekcei v cen-
tralni Evropé stoji injekéni uzivani drog. K infekci muze dojit i pfi tetovani, kdy je velkym
problémem opét nedostatek sterilnich jehel. Vyjimkou nejsou ani nechranéné homosexualni
a heterosexualni aktivity mezi vézni. Dal$im divodem muze byt v nékterych zatizenich i

sdileni kartacka a ziletek. (18) (20)

1.6 Patofyziologie / Zivotni cyklus HIV
Cilem HIV jsou CD4+ pomocné T-lymfocyty (TH) a dalsi buniky nesouci receptor

CD4. Tento monomerni glykoprotein je detekovatelny na povrchu asi 60% T-lymfocytl, na
T-bunéénych prekurzorech v kostni dfeni a brzliku, monocytech, makrofazich, eozinofilech,
dendritickych bunkach, mikrogliich a bunikach nervové soustavy. Infikovat ale mohou i B-
lymfocyty prostfednictvim receptorit pro komplement nebo Fc receptori. Na T-lymfocyty
se vaze pomoci ligandu gp120 na receptor CD4 a jako koreceptor vyuziva receptor pro che-
mokiny, a to bud’ CCRS5 na makrofazich, nebo CXCR4 na CD4 lymfocytech. Ackoliv je
CD4 hlavni receptor pro fuzi viru, povrchové struktury CCR5 a CXCR4 jsou klicové pro
nasledny prinik do cilové bunky. K CCRS5 maji afinitu pfedevS§im M-tropni kmeny HIV-1,
atakujici makrofagy v casné fazi infekce. K CXCR4 se pfipojuji T-tropni kmeny HIV-1,
zodpovédné za rychlej$i pribéhy onemocnéni. Makrofagy mohou slouzit jako rezervoary
viru HIV-1. (4) (21) (22) (23)

Po priniku do cilové buiiky dochazi k oddéleni glykoproteinovych obalti a do bu-
nééné cytoplazmy pronika nukleokapsida, z niz se uvolni RNA s navazanou reverzni tran-
skriptazou. Piisobenim reverzni transkriptazy dochazi kK ptepisu RNA na provirovou dvou-
fetézcovou DNA s dlouhymi terminalnimi repeticemi (LTR) na obou koncich. LTR obsa-
huje sekvence, které ,,zesiluji* replikaci novych virovych ¢astic. Pii replikaci dochazi k vel-
kému poctu spontannich mutaci, které mohou mit za dasledek rezistenci k urcitym antiretro-
virotikam. V jednom replikac¢nim cyklu vznika pfi reverzni transkripci v priméru K 1-10
chybam. DNA je dale transportovana pies jaderné pory do jadra hostitelské bunky a posléze
zabudovana integrazou do genomu. Integrovana virova DNA se oznacuje jako provirus. (4)
(15) (21) (24)

Dalsi fazi je transkripce a translace. Béhem transkripce vznikda mRNA, ktera je z ja-
dra transportovana do endoplazmatického retikula, kde dochazi k translaci na polypeptidy,
ze kterych se v cytoplazmé tvoii nové virové Castice a kompletuji se. Protedza dokoncuje

maturaci novych virt tim, Ze §tépi ptivodni polypeptidovy fetézec a vytvaii tak proteiny p17,
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p24 a funkéni enzymy. Céstice se po maturaci stavaji infekéni a uvoliiuji se puéenim, ¢imz
ziskavaji obal z bunécné membrany hostitelské buitkky a mohou napadat dosud neinfikované
CD4+ bunky. V Casné fazi infekce castice opoustéji buniku ve velkém mnozstvi. (4) (15)
(21) (24)

Jakmile je proviralni DNA v infikované buiice, nemize byt odstranéna jinak, nez
zni¢enim samotné buniky. Replikace je pro bunky energeticky naro¢na, tudiz dochazi k jejich
postupnému vycerpavani a Iyze. K smrti hostitelské buiiky mize dochdzet i pies dalsi rizné
mechanismy, napiiklad vlastnim cytotoxickym uc¢inkem CD8+ cytotoxickych T-lymfocyti
(Tc), piimym cytopatickym efektem, vznikem syncitii (obrovské mnohojaderné utvary vy-
tvofené fuzi bunék), autoimunitnimi mechanizmy, interakci povrchovych polyproteinit HIV

s cilovou bunkou, apoptdzou atd. (2)

Béhem prvnich par dni ndkazy HIV dochazi k latentni infekci CD4+ T-lymfocytu.
Vir tak mize dlouhodobé ptezivat ve tkénich a rezervoarovych organech Vv téle infikova-
ného. Béhem 2-4 tydnt se u 50-90% infikovanych objevuje soubor piiznaki ozna¢ovanych
jako akutni retrovirovy syndrom (ARS). V tomto obdobi, trvajicim ptiblizné 1-2 tydny, je
Vv plazmé¢ a lymfatické tkani detekovatelna vysoka hladina HIV RNA, jakozto vysledek ex-
trémné vystupnované replikace HIV. Pfi hromadném infikovani dosud intaktnich CD4+ T-
lymfocyti dochazi k pfechodnému poklesu jejich relativnich i absolutnich po¢ti. Po ode-
znéni ARS syndromu dojde opét ke zvysSeni po¢tu CD4+ T-lymfocyti v krvi, ale nedosahne
predchozich hodnot. Propuknuti infekce pii masivni replikaci v CD4+ T-lymfocytech pred-
chazi dobé¢ ,klidu®, kdy dochazi k replikaci hlavné v ostatnich CD4+ buiikach. Z tohoto du-
vodu se HIV dlouho projevuje asymptomaticky. U nelécené osoby mohou Vv pribéhu let pti-
padné mésict poklesnout CD4+ T-lymfocyty na velmi nizkou, nékdy az nulovou hodnotu,
coz se vyznacuje t€zkym imunodeficitem a vysokou nachylnosti k oportunnim infekcim, na-
dorim a jinym staviim asociovanych s HIV infekci. Pfiblizné u 50% nelécenych se do 10 let

rozvine AIDS. (4) (21) (2)

Na mechanismus redukce CD4+ T-lymfocytt zpusobenych HIV infekci dosavadni
studie nevytvofily jednotny ndzor. VétSina studii se domniva, Ze je za progresivnim pokle-
sem CD4+ bunék apoptdza bunék po infikovani HIV a lze jej vyuzivat jako indikator hod-
noceni u¢inku antiretroviralni 1é¢by, a tak pfedchazet vzniku oportunnich infekci i smrti.

(25)

23



1.7 Klinicky obraz

Jak uz bylo zminéno, HIV je retrovirus, ktery se fadi do podskupiny lentivirt. Nazev
vychazi z latinského slova ,,pomaly* (lentus), coz charakterizuje dlouhou inkuba¢ni dobu

nemoci. (26)

Progres onemocnéni stoji na komplexni souhie biologickych vlastnosti viru a imu-
nitni odpovédi nemocného. Ovliviuje ji spousta faktorti, po¢inaje genetickou vybavou infi-
kovaného (napf. hlavni histokompatibilni komplex MHC, u ¢lovéka HLA), celkovou anam-
nézou véetné pritomnosti jinych sexudlné€ pfenosnych nemoci, procesy stimulujici imunitu
(alergie) a faktory ovliviwujici produkei cytokind. Jiz probihajici infekce v t€le nemocného
(napt. Chlamydia trachomatis, Epstein-Barr virus, cytomegalovirus, hepatitida typu B) fun-
guje jako koinfekce a mutize urychlit postup k imunodeficienci tim, ze pomaha v depleci
CD4+ T-lymfocytl. Vyvoj nemoci také ovliviiuji faktory souvisejici s zivotnim stylem infi-

kovaného jako koufeni, alkohol, drogy a stres. (14) (16)

Ackoliv jsou si viry HIV-1 a HIV-2 velice podobné at’ morfologii, cestami pienosu
¢i cytopatogenitou in vitro, jejich hlavnim rozdilem je to, Ze HIV-2 je méné patogenni a
samotna infekce ma dalsi dobu latence, pomalejsi progres K plné€ vyvinutému onemocnéni,

niz§i titry vird a niz§i pravdépodobnost pienosu. (27)

Klinické faze mtizeme klasifikovat dle Svétové zdravotnické organizace (WHO) do
4 stadii, nebo dle Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) ve Spojenych statech ame-
rickych do 3 stadii. V odborné literatufe se primarné vyuziva klasifikace dle CDC, tudiz se

V této praci zamétime na ni. (4)

Klasifika¢ni syst¢ém WHO byl vytvoien v roce 1990 a zaevidovany v roce 2007. Je
zalozeny pouze na klinickych aspektech onemocnéni, coz ho déld vyuzitelnym zejména
Vv chudsich oblastech, kde je obtizn¢ dostupné vysetieni hladiny CD4+ T-lymfocytti. Rozli-
Suji se 4 stadia oznacena Cislicemi 1-4 (viz tabulka ¢.2), kdy posledni faze znamena pfechod

HIV infekce do AIDS. (4)

Systém dle CDC byl zhotoven v roce 1993 a dodnes je nejpouzivanéj§im systémem.
Stadia jsou oznacena pismeny A, B, C a pfitazuji se k nim Cislice 1-3, ¢imz vznikd 9 riiznych
kombinaci (viz tabulka ¢.1). Pismena oznacuji klinicky stav pacienta (viz tabulka ¢.3), kdy
posledni faze opét znamené piechod do AIDS. Cislice vyjadiuji laboratorni poget CD4+ T-

lymfocytt, jakozto nejvice destruovanych bun¢k béhem HIV infekce. (4)
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Tabulka 1: Klasifikace infekce HIV dle CDC

Klinické skuoi
Absolutni pocet CD4+ T-lymfocytii (na mm2) A mnic eBs tpmy c
> 500 Al B1 C1
200-499 A2 B2 Cc2
<200 A3 B3 C3

Zdroj: vlastni

Tabulka 2: Klasifikace klinického pribehu HIV infekce dle WHO

Klinicka kategorie

Diagndza

1

akutni HIV infekce

asymptomaticka HIV infekce

perzistujici generalizovana lymfadenopatie (PGL)

jinak nevysvétlitelny stfedné vyznamny vahovy Ubytek (o <10%
puvodni hmotnosti)

rekurentni respiracni infekce (sinusitida, faryngitida, tonzilitida,
otitis media)

herpes zoster

angularni cheilitida

rekurentni viedy v dutiné Ustni

papularni svédivé kozni léze

seboroicka dermatitida

mykotické postiZzeni neht(

jinak nevysvétlitelny pokles télesné hmotnosti (o >10% pUtvodni
hmotnosti)

jinak nevysvétlitelny chronicky prajem trvajici déle nez 1 mésic

jinak nevysvétlitelnd zvySena télesna teplota trvajici déle nez 1
mésic
(>37,6 °C, setrvale nebo intermitentné)

chronicky soor v dutiné Ustni

vlasata leukoplakie v dutiné ustni

plicni forma tuberkulézy (TBC)

tézsi bakterialni infekce (napf. pneumonie, artritida, osteomyeli-
tida, sepse)

akutni nekrotizujici ulecrézni stomatitida, gingivitida ¢i periodon-
titida

jinak nevysvétlitelna anémie (Hb <80 g/L)

jinak nevysvétlitelnad neutropenie (<500 bunék/uL)

mozkova toxoplasmédza

pneumocystova pneumonie

ezofagedlni kandidéza

kandiddza trachey, bronchf, ¢i plic

cytomegalovirova infekce (retinitida nebo jiné organy)

chronicka infekce herpes simplex trvajici déle nez 1 mésic nebo
visceralni postizeni

recidivujici pneumonie (vice neZ 2x za rok)
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recidivujici salmonelova sepse

mimoplicni TBC

diseminovana infekce oportunnimi mykobakteriemi

extrapulmonarni kryptokokdza zahrnujici meninigitidu

chronicka kryptosporidiéza

chronicka izospordza

diseminovana kokcidiomykdza nebo histoplasmdza

atypicka diseminovana leishmanidza

Kaposiho sarkom

maligni lymfom ¢i primarni lymfom mozku

invazivni cervikalni karcinom

progresivni multifokalni leukoencefalopatie (PML)

HIV encefalopatie (AIDS demence)

HIV wasting syndrome

symptomaticka s HIV-asociovana neuropatie

symptomaticka s HIV-asociovana kardiomyopatie

Zdroj: vlastni

Tabulka 3: Klasifikace klinického pribéhu HIV infekce dle CDC

Klasifikace klinického pribéhu HIV infekce dle CDC

Klinicka kategorie

Diagndza

A

akutni HIV infekce

asyptomatickd HIV infekce

perzistujici generalizovana lymfadenopatie (PGL)

orofaryngedlni kandiddza

kandidova vulvovaginitida (recidivujici)

oralni leukoplakie

bacilarni angiomatdéza

lymfoidni intersticialni pneumonie

herpes zoster (recidivujici nebo na vice dermatomech)

horecka nebo prijem trvajici déle nez 1 mésic

trombocytopenicka purpura

listeridza (meningitida)

cervikalni dysplazie nebo karcinom in situ

recidivujici adnexitidy

periferni neuropatie

mozkova toxoplasmodza

pneumocystova pneumonie

ezofagealni (plicni) kandiddza

generalizovanad infekce CMV (cytomegalovirus) a retinitida

generalizovana (mukokutanni) infekce herpes simplex

recidivujici pneumonie (vice neZ 2x za rok)

recidivujici salmonelova sepse

TBC (i mimoplicni)

diseminovana infekce oportunnimi mykobakteriemi

extrapulmonalni kryptokokdza zahrnujici meningitidu
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chronicka kryptosporidiéza

diseminovana histoplasmdza
diseminovana kokcidiomykdza

chronicka izospordza

Kaposiho sarkom

maligni lymfom ¢i primarni lymfom mozku

invazivni cervikdlni karcinom

progresivni multifokalni leukoencefalopatie (PML)
HIV encefalopatie (AIDS demence)

HIV wasting syndrome

Zdroj: vlastni

1.7.1 Faze A, asymptomatické obdobi
Tato kategorie zahrnuje tfi klinické stavy, akutni HIV infekci (ARS), asymptomatic-

kou HIV infekci a perzistujici generalizovanou lymfadenopatii (PGL). ARS zacina obvykle
béhem 2-4 tydnt po nakazeni. Klinicky se projevuje pfiblizné u 70% infikovanych a nejcas-
t&ji se manifestuje jako febrilni stav doprovazeny lymfadenititidou a tonzilofaryngitidou pfi-
pominajici mononukle6zu (mononucleosis-like syndrome), nebo chiipkovymi ptiznaky (flu-
like syndrome) s horeckami, drazdivym suchym kaslem, bolestmi kloubt a svald. Piiznaky
nejsou natolik charakteristické, aby byly spojovany s HIV infekci a mizi ptiblizné do dvou
tydnd. U nékterych pacientu pietrvava lymfadenopatie. Absence nebo minimum piiznaka
Vv této fazi mohou znacit piiznivéjsi postup onemocnéni. Naopak, stavy s vyrazné vysokou
virémii a téz8im pribéhem jsou spojovany s rychlejsim progresem HIV infekce do AIDS.
V této fazi je nejvetsi risk prenosu HIV kviili vysoké virémii. Pfedpoklada se, Ze 50% nové

infikovanych je nakazeno od osob ve fazi A. (4) (21) (28)

V prvnich tfech tydnech, tedy pii vrcholu replikace HIV, je laboratorné pozorova-
telna leukopenie s lymfocytopenii, dana masivni depleci CD4+ a CD8+ T-lymfocyti. Zvy-
Suje se procento neutrofilnich ty¢i. Pti replikaci dochézi k mutacim viru, které mohou zvysit
jeho virulenci a rezistenci k 1é¢bé. Po tiech tydnech dochazi k trombocytopenii, neutropenii
a k lymfocytoze s prevahou CD8+ T-lymfocytl. Ireverzibilné se tak méni pomér CD4/CD8
lymfocyt, ktery i navzdory 1é¢bé pietrvava inverzni. Pfiblizné€ u poloviny infikovanych jsou
prokazatelné reaktivni lymfocyty a zvySené CRP. Sedimentace erytrocytll byva zvysena.
Rovnéz byvaji po dobu tii mesicti zvysené jaterni aminotransferazy. Imunologické vysetieni
prokazuje poruchu funkce B-lymfocytu in vitro a snizenou reakci na antigeny. V plazmé je
detekovatelny antigen p24 a vysoka koncentrace HIV RNA. Pozd¢ji se tvoii specifické pro-
tilatky anti-HIV tfidy IgM, poté i tfidy 19G. V nékterych ptipadech je 1ze prokazat ELISA

metodou za dva tydny, spolehlivé do 6-12 tydniti. 1gG v séru perzistuji do konce Zivota a jsou
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dominantné se vyskytujici tfidou imunoglobulinti ve vSech klinickych fazich. Konfirmacéni
testy se v Ceské republice délaji pouze v Narodni referenéni laboratoti (NRL) pro
HIV/AIDS v Praze, a to metodou western blot (WB). (21) (16) (17)

Hladina CD4+ T-lymfocyta se vétSinou vraci do téméf normalnich hodnot 3-6 mé-
sicti po ARS. S odeznénim ARS nastupuje asymptomatické obdobi, trvajici obvykle 2-8 let,
béhem néjz se postupné opét snizuje pocet CD4+ T-lymfocytl. V tomto obdobi jsou zpravi-
dla pfitomné anti-HIV protilatky. U t€hotnych infikovanych dochézi k vertikalnimu pfenosu

HIV na plod. (4) (16) (21)

1.7.2 Faze B, symptomatické stadium
Féaze B se vyznacuje vyskytem oportunnich infekei (viz tabulka ¢.3), podminénych

malym ¢i stfedné velkym deficitem buné&éné specifické imunity zpisobenym kontinualni
depleci CD4+ T-lymfocytu, pfevazné Tl subpopulaci. Sice dochazi k hyperprodukci 1gG
imunoglobulint, ale proti HIV nemaji neutraliza¢ni vliv kvili ¢etnym mutacim na env genu

pro obalové glykoproteiny HIV. (4) (21)

Néktera onemocnéni jsou pfiliS nespecifickd, aby odhalila skrytou HIV infekci (napf.
trombocytopenie, horecky, prijmy), a néktera naopak dokazi napovédét pritomnost viru
(napf. soor zpiisobeny Candidou, recidivujici herpes zoster). Cast infikovanych i tuto fazi

ptejde asymptomaticky. (4)

1.7.3 Faze C, AIDS
AIDS se u infikovanych objevuje ptiblizné do 8-10 let od nakaZeni virem HIV. Roz-

voj nékterych oportunnich infekci nebo malignit (viz tabulka ¢.3) s absenci jakéhokoliv di-
vodu K jejich vyskytu (napf. transplantace; imunosupresivni chemoterapie) spliuje diagnos-
ticka kritéria pro AIDS. Mezi nejcastéjsi oportunni infekci a zaroven nejfrekventovanéjsi
diagnostikovanou komplikaci korelujici s nastupem AIDS patii pneumocystova pneumonie
(Pneumocystis jirovecii). Objevuje se piiblizné u dvou tfetin nakazenych. Od bézné se vy-
skytujicich infekci plic se lisi tim, Ze zptisobuje oboustranné postizeni plic a typicky nerea-
guje na 1écbu antibiotiky. U obyvatel Haiti a Afriky se také ¢asto objevuje TBC (Mycobac-
terium tuberculosis), mozkova toxoplazméza (Toxoplasma gondii) a kryptosporidioza
(Cryptosporidium parvum). Tato skute¢nost odrazi fakt, Ze je tato populace promotena pii-
vodci téchto onemocnéni. K oportunnim infekcim se objevuji i nadorovd onemocnéni, na-
ptiklad charakteristicky Kaposiho sarkom. Vzhledem k vycerpani imunologické kompe-

tence organismu je pro v§echny kondice souvisejici s AIDS typicka jejich recidivita. (4) (29)
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2 DIAGNOSTIKA HIV

K diagnostice HIV se vyuziva vyhradné virologicka a serologicka detekce protilatek
aviru. Po infikovani virem HIV se za¢nou brzy vytvaret imunologické a virologické markery
Vv chronologickém poiadi: HIV RNA, HIV p24 antigen a protilatky anti-HIV. Virémie je
detekovatelna v plazmé nejdiive za 2 tydny po nakazeni (nejéastéji béhem 10-12 dni). Titry
viru se zvySuji exponencialné, az k 1 miliéna kopii RNA na jeden mililitr béhem par mésict.

(4) (30)

Antigen p24 muze byt detekovatelny v krvi o trochu pozdéji nez viralni RNA (pfi-
blizn¢ 11-13 dni po infekci). V krvi je detekovatelny az do doby, kdy se proti nému vytvorii

velka protilatkova odpoveéd’. Znovu lze prokazat az v pozdnim a terminalnim stadiu infekce.

(4) (30)

Interval pted vytvofeni HIV specifickych protilatek se nazyva ,,diagnostické okno®.
Béhem této doby nelze detekovat HIV specifické protilatky, virémie (pomoci HIV RNA
nebo antigenu p24) ani zmény v mnozstvi CD4 T-lymfocytii. Objev specifickych anti-HIV
protilatek signalizuje konec diagnostického okna a infikovaného lze oznacdit jako séropozi-

tivniho. (30)

HIV infekce muze byt odhalena métenim piitomnosti specifickych anti-HIV protila-
tek. JelikoZ jsou anti-HIV specifické protilatky nalezeny u vSech HIV pozitivnich lidi, jejich
pritomnost se rovna diagndze chronicky aktivni HIV infekce. Pfima diagnostika HIV infekce
je také mozna prokdzanim antigenu p24 nebo virové nukleové kyseliny. Do kvalitativnich

metod fadime stanoveni virové naloze. (30)

Laboratorni vysetfeni na ptitomnost HIV l1ze rozdélit do tii kategorii: zakladni, kon-
firmacni a specidlni. Zakladni kategorie zahrnuje povinné screeningové vysetfeni téhotnych
zen a darct krve, plazmy, bun¢k, organa, tkani a mateiského mlé¢ka. Poté sem patii vySetieni
diagnosticka, indikovana lékafem. Tato dvé vySetfeni jsou u pojisténych jedinct hrazena
zdravotni pojistovnou. Dale do zakladni kategorie patii vySetieni na vlastni Zadost (hradi ho
zadatel) a v ramci prevence zejména u jedinct s vyssim rizikem vyskytu HIV infekce (hradi
ho zadavatel). Konfirma¢ni vySetfeni se délaji v Ceské republice pouze v NRL pro
HIV/AIDS v Praze. Dle zakona 258/200 Sb. jsou vSechny vySetiujici subjekty povinné ode-
slat vzorek u kterého byl zjistén reaktivni vysledek na konfirmaci do NRL. Pouze reaktivni

vysledek zNRL lze oznacit jako pozitivni. Do kategorie specidlnich vySetfeni patii
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stanoveni koncentrace virové RNA v plazmé (virova naloz) a jsou dulezité pro monitorovani
prubéhu nemoci a G€inku antiretroviralni 1écby. Zatfazujeme sem i genotypizacni stanoveni
rezistence K antivirotikiim, zjisténi tropismu HIV pro indikaci uré¢itého 1é¢ebného postupu

anebo stanoveni genotypu viru HIV-1 skupiny M. (4) (16) (30)

VétsSina zakladnich testi vyuziva principu enzymové imunoanalyzy (enzyme
immuno assay; EIA). Tyto testy musi byt extrémné citlivé a minimalizovat tak vyskyt fa-
lesné pozitivnich vysledkd. Musi byt schopné detekovat i nizké titry a protilatky s nizkou

aviditou (vyzralosti protilatek), které se vyskytuji na pocatku infekce. (30)

Nutnost konfirmaé¢nich vysetfeni podtrhuje fakt, Ze pouze 15% reaktivnich vzorka
zaslanych do NRL jsou doopravdy pozitivni. K potvrzeni infekce se vyuziva nejcasteji Wes-
tern Blot, pfipadné imunofluorescence. Konfirmac¢ni metody musi byt vysoce specifické a

minimalizovat tim mozZnost vyskytu faleSnych pozitivit. (4) (30)

2.1 Enzymoimunoanalyza, EIA

Prvni generace enzymoimunoanalytickych (EIA) analyzatorti byla vyvinuta v roce
1985. EIA metody dokéazi pomoci imunochemické reakce s enzymatickou detekei stanovit
Vv nezndmém vzorku koncentraci antigenu nebo protilatky (obecné analytu). Indikéatorem
imunoanalytické metody je enzymovy konjugat. Podle vlastnosti substratu je mozno reakci

detekovat spektrofotometricky, luminometricky, nefelometricky a fluorometricky. (30) (31)

EIA lze rozdé€lit na heterogenni a homogenni metody. Heterogenni vyzaduji separaci
volné 1 navazané frakce analytu, zatimco homogenni tuto separaci nevyzaduji. Heterogenni
mohou byt kompetitivni (se znaenou protilatkou nebo antigenem) nebo nekompetitivni (se
znaCenou protilatkou). Nejcastéji pouzivanou metodou EIA je ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Jde o specialni druh heterogenni enzymoimunoanalyzy a je bud’ ne-
kompetitivni (sendvi¢ova) nebo kompetitivni. V soucasné dobé je vétSina metod zalozena

na principu heterogenni kompetitivni EIA se znacenou protilatkou. (31)

Principem metody je navazani protilatky na pevnou fazi a po kompetitivni reakci
s antigenem se v neznamém vzorku ustanovi rovnovaha. Nenavazany konjugat je nasledné
odstranén z reak¢ni smési promytim a konjugat navdzany na pevné fazi je inkubovan s en-

zymovym substratem a zméfen. (31)

V praxi se jako pevna faze vyuziva polystyrenova mikrotitraéni desticka o 96 jam-
kach, na jejichz stény je navazéna protilatka vySettovaného antigenu. Protilatka se miize
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navazat pouhou absorpci, ale vétSina protilatek je navazana chemicky prostfednictvi napft.
kovalentnich vazeb. Volna mista na desticce se blokuji inertni bilkovinou (napf. albumi-
nem). Do jamky se pfida nafedény vzorek s antigenem a inkubuje se. Nenavazané slozky se
promyji a ptida se druha protilatka s navazanym konjugatem. Opét se vzorek necha inkubo-
vat a promyje se. Po pfidani substratu, ktery je st€pen enzymem navazanym na druhou pro-

tilatku, dochazi k barevné reakci, ktera se méti fotometricky. (31)

V dnesni dobé¢ se vyuziva ¢tvrtd generace EIA. Tyto metody jsou schopné detekovat
jak protilatky, tak antigen p24, ¢imZ se povedlo zkratit diagnostické okno. Stéle je zde ale
riziko tzv. sekundarniho diagnostického okna, které je sice vzacné, ale neni vyloucené.
Vznika jako nésledek zpozdéné protilatkové reakce. Pokud se mnozstvi p24 antigenii zacne
snizovat pied vyvojem specifickych anti-HIV protilatek, mtze se stat, ze vzorek nabrany
brzy po infikovani bude pozitivni. Nicméné vzorek od stejného jedince miize byt o par tydni
pozdéji negativni, protoZe se mnozstvi antigenu p24 snizi pod detekéni linii a anti-HIV pro-

tilatky zatim nejsou vyprodukované. (30)

Soucasné EIA metody jsou citlivé na vice nez 99,9%, takze jsou detekované i velice
nizké titry a protilatky s nizkou aviditou. Diky tomu jsou EIA v prvni linii pro detekci HIV
pozitivnich vzorkd. Vysoce citlivé testy mohou mit nizsi specifitu, konkrétné treti a ctvrté
generace EIA maji primérnou specifitu mezi 99,5% az 99,9%, coz mlze mit za nasledek
obcasnou falesnou pozitivitu. Fale$né pozitivni vysledky se mohou objevit u pacientt s ak-
tivovanym imunitnim systémem, s akutni virovou infekci, u ockovanych proti riiznym in-
fekénim onemocnénim (chfipka, Zloutenka), u pacientii s autoimunitnim onemocnénim, ale
i u tehotnych a onkologickych pacientli S maligni neoplazii ¢i lymfomy. Z divodu mozné
nespecifické reaktivity je diilezité vzorek znovu otestovat a odeslat na konfirmacni vysetieni.
(30)

2.2 Western blot, WB

Western blot (WB) metoda se vyuziva nejcastéji jako konfirmacéni vySetfeni. Umoz-
fyje identifikovat specifické proteiny z komplexni smési proteinii. Mnoho komeréné dostup-
nych souprav obsahuje antigeny HIV-1 i HIV-2. HIV-1 proteiny detekovatelné pomoci WB
jsou vyznaceny v tabulce ¢.4. Jednotliva ¢isla proteinit odpovidaji molekularni hmotnosti
v kilodantonech (kDa). WB vyuziva kombinaci elektroforézy, vizualiza¢ni metody (nepiima
ELISA) a mezistupné, ktery se v angli¢tin¢€ oznacuje jako blotting (v ¢estiné otisk). (30) (31)
(32)
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V bézné laboratofi se vyuziva materidl ptipraveny vyrobci. Vyrobci gelovou elektro-
forézou separuji proteiny podle jejich molekulové hmotnosti. Proteiny se vlivem elektrofo-
rézy denaturuji a ziskavaji zaporny naboj, diky cemuz cestuji od zaporného poélu ke klad-
nému. Malé proteiny cestuji rychleji nez ty s velkou molekulovou hmotnosti. Nasledné se
separované proteiny prenesou elektroforeticky pomoci jednosmérného proudu z polyakryla-

midového gelu na nitrocelulézovy strip. (30) (31) (33)

Na strip se poté nanasi pacientské sérum a inkubuje se. Jestlize sérum obsahuje pro-
tilatky proti virdlnim proteiniim, navazou se na odpovidajici mista na stripu. Zbytek séra se
odsaje a strip se promyje. Ptida se konjugat s protilatkami proti IgG, které reaguji s Fc frag-
menty zachycenymi na protilatkach pacienta (primarni protilatky). Po dal$im promyti se re-
akce na stripu zviditelni pfidanim sekundérnich protilatek navazanych na enzymy produku-
jici barvu, které se navazi na primarni protilatky. V pfipadé pfitomnosti protilatek vzniknou
na stripu rizné $iroké modro-fialové prouzky na mistech oznacenych vyrobcem. (30) (34)

(33)

NRL pro HIV/AIDS vyuziva pfi interpretaci vysledki kritéria dle WHO. Jako pozi-
tivni vysledek se oznacuje ten, ktery ma na stripu viditelné alespon dva env glykoproteiny a
jeden gag nebo pol. Jako neurcity vysledek se vyhodnocuje, kdyZ je patrny jeden env glyko-
protein a gag nebo pol protein, ptipadné jeden gag a jeden pol protein nebo jen jeden gag/pol
prouzek. (32)

Tabulka 4: Proteiny na Western blot stripu

Oznaceni |Genom |Charakter Vzhled na Western blotu
gpl60 ENV | prekurzor gp110/120 a gp41 prouzek s difusnimi okraji
gp110/120| ENV |obalovy glykoprotein prouzek s difusnimi okraji
p68/66 POL |reverznitranskriptaza jasny prouzek
p55 GAG prekurzor korového proteinu dubleta
p52/51 POL |reverznitranskriptaza jasny prouzek
gp4l ENV |transmembranovy glykoprotein difuzni prouzek
p40 GAG | prekurzor korového proteinu jasny prouzek
p34/31 POL |endonukledza jasny prouzek
p24/25 GAG | korovy protein jasny prouzek
p18/17 GAG | korovy protein nékdy dubleta
Zdroj: (32)

WB metoda je vysoce specificka, ale také velice nakladna. Obtize pfinasi i neurcité

vysledky, které oddaluji pevnou diagndzu a navysuji cenu vysetieni. V takovém ptipadé by
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se m¢l do 3-4 tydnl opakovat odbér. Nasledujici vySetfeni mize definitivné prokazat séro-
konverzi nebo lze opét dojit k neur¢itym vysledkiim. V takovém piipad¢ je vétSina pacientl
HIV negativni a maji nespecifické protilatky. Jestlize je pacient v riziku nakazeni nebo se
obava, ze je pozitivni, doporucuje se provedeni PCR vysetieni ke konfirmaci, ze je pacient
doopravdy HIV negativni. Z divodu pomérn¢ Cetnych vyskytii neurcitych vysledki WB
neni vhodnou metodou pro screening HIV. (30) (34)

2.3 Polymerazova retézova reakce, PCR

Polymerazova fetézcova reakce (polymerase chain reaction, PCR) se prokazala jako
rychla a efektivni kvalitativni metoda pro brzkou detekci HIV u vSech pacientii. Lze vyuzit
k detekci integrované HIV proviralni DNA ziskané z mononuklearnich bunék periferni krve
¢i plné krve, nebo k detekci HIV RNA v plazmé ¢i séru, jakmile je RNA piepsana na DNA
reverzni tanskriptazou (RT). Princip spociva v enzymatické amplifikaci DNA in vitro syn-

tézou mnoha kopii vybrané DNA sekvence v cyklické reakce o tiech teplotnich fazich. (31)
(35)

Vzhledem k tomu, Ze je HIV RNA virus, vyuziva se reverzné transkriptazova PCR
(RT-PCR). Nejprve se HIV mRNA piepise na CDNA pomoci reverzni transkriptazy (napf.
z viru ptaci myeloblastozy). Po skonceni syntézy prvniho vldkna cDNA je reverzni tran-
skriptdza inaktivovana a useky DNA, které chceme analyzovat, jsou ddle namnoZeny po-

moci klasické PCR. (31) (36)

Syntéza vlaken je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou. Nejcastéji pouzi-
vana polymeraza je izolovana z bakterie Thermus aquaticus (Taq) zijici v horkych prame-
nech. Amplifikovany tsek je z obou stran ohrani¢en primery (oligonukleotidy), které ptise-
daji ke konctim vybraného useku diky své komplementarité. Od primert dochazi za uc¢inku
Taq k syntéze DNA. Opakovani teplotnich cykli, pfi kterych dochazi k denaturaci, prisedani
primeru a syntéze, vede K rychlému namnozZeni cilové sekvence DNA. Po kazdém cyklu

dochazi k zdvojnasobeni poc¢tu kopii tiseku mezi nasedlymi primery. (31) (37)

Specifita a citlivost PCR metody je vice jak 90% a mtize dosdhnout az 100% kdyz
jsou procedury a podminky testovani peclivé monitorovany a kontrolovany. Dokaze deteko-
vat 1 malé mnozstvi virovych cCastic. Je velice uzitecny v diagnostice HIV novorozencti od
infikovanych matek. Novorozenec mé v sobé protilatky od matky ptiblizn€ do 15. mésice

Zivota, tudiz pro né protilatkovy test neni vhodnou indikaci. (34) (35)
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2.4 Pritokova cytometrie, FC

V roce 1954 Wallace Coulter vyvinul piistroj, ktery mohl méfit velikost a celkovy
pocet bungk, a tak vznikl predchidce pritokové cytometrie. Dalsi vyvoj umoznil detekci
velikosti bunék a obsah nukleovych kyselin za pomoci dvou-dimenzionalniho postupu, ktery
porovnaval rozptyl a absorpci svétla. Imunologové diky tomu zac¢ali zkoumat funkce riz-
nych bun¢k imunity. HIV pandemie ovlivnila pohled na pritokovou cytometrii tim, Ze se
metoda zacala misto vyzkumu vyuzivat primarn¢ k diagnostickému testovani na klinickych
zatizenich. V poloviné osmdesatych let se cytometry diky postupu technologie a progresiv-
nimu zmenSovani celkového stroje staly dostupnéj$imi. Spole¢né s dostupnéj$imi monoklo-
nalnimi protilatkami (MAD), zvySujicim se ¢islem dostupnych fluorescen¢nich sond (mole-
kuly, které emituji svétlo o delsi vinové délce, nez zdroj svétla, kterym jsou excitovany) a

zlepSeni pocitaci se cytometry staly pfistupnymi pro skoro v§echny klinické laboratote. (38)

Prutokova cytometrie (flow cytometry, FC) je standardni metodou pro analyzu bunék
Vv suspenzi. Buiiky se nejdiive ozna¢i pomoci mAb s navazanymi fluorochromy. Molekuly
mADb se specificky vazou na antigeny na povrchu ¢i uvniti vySetfovanych bunc¢k. Bunécna
suspenze je v pritokovém cytometru hydrodynamickou fokusaci vhanéna do pritokové ko-
mory, kde burnky pomoci tlaku prochazi po jednom. Proud bunék protina laserovy paprsek,
ktery se od kazdé bunky rozptyli do strany a zaznamenavaji se dva parametry — Side scatter
(SSc, rozptyl pod uhlem 90°) a Forward scatter (FSc, rozptyl v pfimém sméru). Tyto dva
parametry urcuji velikost a granularitu buné¢k. Bunky s navazanym fluorochromem po na-
sviceni laserem za¢nou emitovat svétlo, které je detekovatelné fluorescenénimi kanaly. Pri-
tokové cytometry zvladnou najednou analyzovat minimalné ¢tyfi fluorochromy zaroven

se SSs a FSc. (31) (38)

Pritokovy cytometr se sklada z nékolika zdkladnich €asti, a to z excitaniho zdroje,
mefticich optickych cel, optickych filtrl, systému zrcadel, fotodetektori a nékolika flu-
orescen¢nich detektori sefazenych podle rostouci vlnové délky emitované fluorescence.
Mimo jiné obsahuje fluidicky systém, ktery za pomoci hydrodynamické fokusace umoziiuje
buitkdm jednotlivé prochazet kapilarou. Zdrojem zafeni je nejcastéji argonovy laser chlazeny
vzduchem, ktery emituje modré zafeni o vinové délce 488 nm. Multiparametrické cytometry
vyuzivaji minimaln¢ dva lasery — modry o délce 488 nm a Cerveny o délce 635 nm. Novéjsi
generace cytometra disponuje zdrojem dalSich lasert, napft. fialovym o vinové délce 407 nm,
nebo UV laserem o délce 350 nm. Rozptyleni tohoto svétla pti kontaktu s buitkou zachycuji
fotodetektory. Fluorescence emitovana jednotlivymi fluorochromy je detekovand pomoci
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fluorescencnich kanald, které umoziiuji volbu vinové délky analyzovaného signalu diky sou-
stave optickych filtr a zrcadel. Optické signaly jsou v detektorech pfevedeny na elektrické

impulzy, které se dale digitalné zpracovavaji. (39) (40) (41)

Nameétena data se pocitacoveé vyhodnoti a mimo numerické vysledky vypracuje i gra-
fické znazornéni ve forme histogramu, ktery presné reflektuje vlastnosti celé bunééné popu-
lace v suspenzi. Signal naméfeny detektorem FSc se vynasi na osu x a data z detektoru SSc
na osu y. Dvouparametrovy histogram muze byt bodovy, hustotni nebo vrstevnicovy. Jest-
lize je populace detekovanych bunék dostateéné heterogenni, je mozné v histogramu rozpo-
znat jejich jednotlivé typy. V piipadé kvalitniho rozliSeni nalezi v histogramu jedné populaci

jeden gate. (39)

vvvvvv

stupné probihajici imunosuprese. Diky znamému poc¢tu CD4+ lze odhadnout risk vyskytu
oportunnich infekci, pfipadné i smrti. Dale je velice dilezitym parametrem pro vybér terapie
a pro monitoraci efektivity uzité terapie. Pro detekci CD4+ se vyuzivaji monoklonalni pro-
tilatky proti znaku CD4+. Zaklad pro identifikaci a ureni poctu CD4+ T-lymfocyti spociva
v specifickém uziti elektronického gatingu lymfocyti v kombinaci CD45/CD4. (38) (42)
(43) (44)
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3 TERAPIE

Dosud nebyla vynalezena zadna specificky pusobici latka, ktera by eliminovala HIV
z organismu. Za jeden z nejvétsi aspécht v boji proti HIV lze povaZzovat vysoka mira ucin-
nosti moderni terapie. Dostupnost efektivni terapie piinesla dramatickou redukci morbidity
a mortality v souvislosti s HIV infekci. Z ptivodné nevyhnutelné fatalniho onemocnéni se za
ucinku terapie stalo onemocnéni chronické, kdy nemusi dochéazet k vyznamnému zkraceni

délky Zivota infikované osoby. (4) (21) (42)

K terapii HIV infekce se nejvice vyuzivaji antiretrovirotika. Jedna se o synteticky
pfipravené latky zastavujici proces mnoZzeni viru. Jeji molekuly se rozdéluji do nékolika sku-
pin dle chemického sloZeni a mechanického Gi¢inku. Cast brani vstupu virové &astice do ci-
lové buiiky, jiné brani ¢innosti virovych enzymu (reverzni transkriptdze, proteaze a inte-

graze). Zastavenim mnozeni viru se zastavuje i progres imunodeficientu. (4)

Za piedpokladu spravného ucinku antiretrovirové 1é¢by (ART) je Gtlum virového
mnozeni dlouhodoby a imunitni systém muze zacit reparovat vzniklou poruchu. Vétsina za-
vaznych onemocnéni zptisobenych HIV infekei je zplisobena hlubokou imunodeficienci.
Obnova imunitniho systému je tedy efektivnim 1é¢ebnym opatienim. V piipad¢, kdy je ART
zahajena v Casné fazi onemocnéni, je u nékterych osob po urcité dobé funkcnost Castecné
obnovena. Protivirovy efekt terapie trva pouze po dobu jejiho uzivani, tudiz ji neni vhodné

pteruSovat. Jedna se o dozivotni 1é¢bu. (4)

VétSina 1€k je ve formé tablet, které se uZivaji denné po 12 az 24 hodinovych inter-
valech. Je nutné dodrzovat stanovené davky a intervaly. Nezodpovédny pfistup pii uzivani

1€kt miize zptisobit nedostateény 1é¢ebny efekt ¢i ptimo virovou rezistenci. (4)

Prvni Iék G¢inny proti HIV infekci byl uveden v roce 1987. Od té doby k nému pfi-
bylo nékolik dalSich desitek ucinnych preparata. Léky se déli do Sesti skupin rozdélenych
podle mechanismu ucinku. Do poloviny 90. let byly 1éebné moznosti dost omezené. Léky
se podavaly jednotlivé nebo se riizn¢ kombinovaly. Od 2. poloviny 90. let se vyuziva kom-
binovana antiretrovirova terapie (CART — combination antiretroviral therapy), jejimz princi-
pem je kombinace t¥i ¢i vice 1éku alespon ze dvou 1ékovych skupin, nejcastéji dvou nukleo-
sidovych inhibitort reverzni transkriptazy a jednim nenukleosidovym inhibitorem reverzni

transkriptazy, integrazovym inhibitorem nebo inhibitorem proteazy. (4)
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Studie mimo jiné zduraznily, ze ma cART silny vliv na prevenci sekundarniho pie-
nosu HIV. U HIV pozitivnich jedincii je nizka plazmatickd HIV RNA spojena se snizenou
koncentraci viru v genitalnich sekretech. Risk pienosu HIV je nizky v pfipadé, Ze je
V plazm¢ virova naloz pod 400 kopii na mililitr krve. V komunitach s vysokym vyskytem
HIV pozitivnich je uzivani cART asociované se snizenou komunitni virdlni ndlozi a snize-
nym poctem novych HIV diagno6z. Dalsi klinické studie siln€¢ podporuji preventivni vyznam
cART u diskordantnich parti. U pacientl uzivajicich cART je risk pienosu na jejich neinfi-

kovaného partnera zredukovan o 96%. (45)

3.1 Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy, NRTI

Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (nukleoside reverse transcriptase
inhibitors, NRTI) byly jako prvni 1éky proti HIV uvedeny v roce 1987. Jeho nejstar§im za-
stupcem uvedenym do praxe byl zidovudine (AZT). Preparaty z této skupiny jsou doposud
dalezitou soucasti 1éCby. Mechanismus jejich G¢inku je inhibice zpétného prepisu virové

RNA do provirové DNA, ktera je zaclenovana do lidské DNA. (4) (45)

Obvykle je jako zaklad (backbone) uzivana kombinace dvou 1ékti této skupiny. Kom-
fortni uzivani umoziuje tzv. fixni kombinace, kdy jsou 2 ¢i vice u€innych latek v jedné tab-
leté. Ptikladem mohou byt kombinace dvou NRTI obsahujici abacavir + lamivudin a emtri-

citabin + tenofovir. (4)

Hlavni nevyhodou NRTI je jejich vliv na fungovani mitochondrii, ktery je oznacovan
jako mitochondrialni toxicita, ktera stoji za vétSinou nezadoucich G¢inku jako je napf. lakta-

tova acidoza, hepatopatie ¢i zména rozmisténi tukové tkang. (4)

3.2 Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy, NNRTI
Nenukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (non-nucleoside reverse transcrip-
tase inhibitors, NNRTI) se od NRTI lisi svym chemickym sloZenim i vazbou na reverzni
transkriptazu. Problematickym zastupcem prvni generace je efavirenz, po kterém pacienti
mohou trpét alergickou vyrazkou nebo rtiznymi neuropsychiatrickymi pfiznaky jako poru-
chami spanku, no¢nimi mirami nebo stavy podobnymi opilosti. Mezi nov€jsi NNRTI patii
etravirin a rilpivirin. Nevyhodou je, Ze se mezi jednotlivymi zastupci NNRTI muze vysky-

tovat zkfiZena rezistence. (4)
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3.3 Proteazové inhibitory, PI

Vyvoj protedzovych inhibitort (protease inhibitors, PI) znamenal velky posun vpted.
PI inhibuje ¢innost HIV proteazy, ktera na konci replika¢niho cyklu §tépi dlouhy polypepti-
dovy fetézec na malé Castice a pomaha tak s tvorbou novych virovych ¢astic. Inhibice pro-
tedzy tak zabranuje dozravani novych virovych ¢astic. Jenom kompletni a spravné sestavena

virova ¢astice je schopna existence a dal$iho napadani lidskych bunék. (4)

Limitem PI je téméi kompletni metabolizace jaternim cytochromem P450. Timto
zpisobem je metabolizovana spousta 1éktl uréenych k 1é€be riznych onemocnéni. Nekteré
mohou aktivitu jaternich cytochromt zrychlovat, nékteré zpomalovat. V piipadé 1ékovych
interakci se muze snizit hladina uc¢inné latky pod terapeutickou hladinu, nebo naopak k jejich
zvyseni s naslednym toxickym téinkem. Takové interakce lze vyuzit k prospéchu podava-
nim ritonaviru, coz je 1ék zpomalujici metabolizaci jinych PI. Ritonavir svym tzv. boostuji-

cim u¢inkem umoznuje podavani PI v nizSich davkach a delsich intervalech. (4)

Mezi nejcastéji uzivané zastupce patii lopinavir, atazanavir a darunavir. VSechny
tyto druhy Ize podavat vyhradné s ritonavirem. Nevyhodou PI je ¢etny vyskyt nezadoucich

ucinki, nejcastéji v oblasti zazivani (zaludeéni nevolnost, prijem, nechutenstvi). (4)

3.4 Inhibitory fuze, FI

Inhibitory fuze (fusion inhibitors, FI) maji enfuvirtid jako jedin¢ho zéstupce. Svym
pusobenim zabrafuje napojeni, fuzi a pruniku virové ¢astice do cilové bunky. Enfuvirtid se
vaze na gp41 a prerusuje membranové pfipojeni. Je dostupny pouze v injekéni podobé, coz
ma kazdodennim uzivanim za nasledek bolestivé rezistence v mistech vpichu a u pacient
neni ptilis oblibeny. V soucasnosti se vyuziva spise jen jako zalozni terapie v piipadech, kdy

doslo k selhani 1€kt z ostatnich skupin. (4) (46)

3.5 Inhibitory integrazy, INSTI

Inhibitory integrazy (integrase strand transfer inhibitors, INSTI) jsou jednou ze dvou
nejnovejSich 1ékovych skupin. Klinicky vyuzivané jsou od roku 2008. Léky této skupiny
blokuji integraci provirové DNA do lidské DNA omezenim fungovani HIV integrazy. Mezi
zastupce INSTI patii raltegravir, dolutegravir, elvitegravir a bictegravir. Jejich velkou vyho-

dou je velice nizka mira vzniku nezadoucich G¢inkii a velmi maly interak¢éni potencial. (4)

(46)
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3.6 Inhibitory vstupu, EI

Zatim nejnovéjsi 1ékovou skupinou uvedenou do praxe jsou inhibitory vstupu (entry
inhibitors, EI), oznacujici se také jako inhibitory CCRS5. El blokuje CCR5 receptor na T-
lymfocytech, ¢imz omezuje vazbu viru na koreceptor a brani tak pripojeni viru k buné¢nému
povrchu. Limitem 1é¢by je existence dvou typt povrchovych molekul — CCR5 a CXCRA4.
Vétsina virovych kment je schopna vazby pouze na jeden z téchto koreceptoru, tudiz je ne-
zbytné pfed zahajenim 1éCby laboratorné prokazat tropismus k CCRS molekule. Jestlize
Vv téle prevladaji virové kmeny s afinitou k CXCR4, je 1écba EI neti¢inna. Zastupce je v SOU-

¢asné dob& pouze maraviroc, ktery byva pacienty obvykle dobie tolerovan. (4) (46)
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PRAKTICKA CAST

4 CIL A UKOLY PRACE

Cilem této bakalarské prace je sledovani zmén v zastoupeni T-lymfocyti u HIV pa-
cientli od prvniho zachytu az po soucasnost a za ic¢elem ziskani informaci o zménéch v pri-
béhu terapie. K ziskani potfebnych hodnot pro toto vyhodnocovani vyuzivaime metody fe-
notypizace zékladniho lymfocytarniho panelu na priitokovém cytometru. Pii posuzovani se

zamé&fujeme na zakladni T-lymfocytarni subpopulace CD3+, CD4+, CD8+.
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5 VYZKUMNE OTAZKY

Vyzkumna otdzka €. 1: Dochazi ke zméné zastoupeni CD3+ v prub¢hu onemocnéni HIV?
Vyzkumna otdzka €. 2: Dochazi ke zméné zastoupeni CD4+ v prib¢hu onemocnéni HIV?
Vyzkumna otazka €. 3: Dochazi ke zmén¢ zastoupeni CD8+ v priabehu onemocnéni HIV?

Vyzkumna otazka ¢.4: Dochdzi ke zméné indexu CD4/CDS8 v priabéhu onemocnéni HIV?
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6 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Pro praktickou ¢ast bakalatské prace bylo vybrano 10 pacientii z Plzenského a Kar-
lovarského kraje ve véku 38-56 let s diagnézou HIV. Jedna se o tfi zeny a sedm muzu.
V praci vyuzivam data naméfena na pratokovém cytometru Navios Beckman Coulter (USA)
zaznamenana od roku 2006 az po 2021. Porovnavame relativni pocty CD3+, CD4+, CD8+

T-lymfocytd a v ndvaznosti na to imunoregulacni index CD4/CDS.
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7 METODIKA PRACE

Metoda fenotypizace krevnich bunék je zalozena na schopnosti fluorochromem zna-
¢enych monoklonalnich protilatek se specificky vazat k antigennim determinantam, které
jsou exprimovany na povrchu leukocytii. Takto znacené leukocyty jsou poté analyzovany
pomoci priutokového cytometru. Monoklonalni protilatky umoziuji rozlisit nasledujici T
(CD3+) lymfocyty, pomocné (CD4+) a cytotoxické (CD8+) T-lymfocyty, zaroven je stano-

vena pocitana hodnota imunoregula¢ni index (pomér CD4/CDS).

7.1 Preanalyticka faze

Vzorky Zilni krve musi byt odebrany do sterilnich zkumavek obsahujici antikoagu-
la¢ni ¢inidlo EDTA nebo heparin. Vzorky nesmi byt vystavovany teplotnim Soktim a ucin-
kim piimého slune¢niho zéfeni a silnym vibracim. Vzorky by mély byt transportovany pii
laboratorni teploté a co nejdiive po odbéru doddny do laboratote. Pifed zpracovanim jsou
vzorky v laboratofi uchovavany pfi laboratorni teploté ve tmé nejdéle po dobu 24 hodin po
odbéru. K méteni by se nemély pouzivat vzorky star$i 24 hodin. Pfed zpracovanim je nutné

vzorek promichat.

7.2 Analyticka faze

Pristroje

- Prutokovy cytometr Navios Beckman Coulter

- Centrifuga

- Tiepacka — vortex

Reagencie:

- Monoklonalni protilatky TetraCHROME™ (Beckman Coulter)

- TBNK zkumavky se suSenymi protilatkami (EXBIO)

-  TBNK + HLA-DR zkumavky se susenymi protilatkami (EXBIO)
- Nosny roztok IsoFlow™ Sheath Fluid (Beckman Coulter)

- Lyzacni roztok OptiLyse® (Beckman Coulter)

- Lyzaéni roztok EXCELLYSE Easy (EXBIO)
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- Kontrolni vzorky IMMUNO-TROL Cells, IMMUNO-TROL Low Cells, Flow-Check

Pro Fluorospheres (Becman Coulter)

Spoti‘ebni material:

Cistici roztok Coulter Clenz Cleaning Agent
- Cytometrické zkumavky — falcon tube

- Zkumavky s filtrem

- Bunicitd vata

Z lednice se vynda krabicka s kontrolami IMMUNO-TROL Low Cells = QCL,
IMMUNO-TROL Cells = QCH, flow-check pro fluorospheres a smés protilatek Tetrachrom.
Lahvi¢ka s IMMUNO-TROLem se necha vortexovat pii cca 800 rpm cca 5 minut. Stitky
s identifikaci pacienta a s ndzvem skupiny metod K, KD nebo KDE se nalepi na pracovni
list — pratokova cytometrie. Dle tohoto pracovniho protokolu se pfipravi pracovni zku-

mavKky, na které se nalepi ¢arové kody:

Flow-check: 5 ml zkumavka popsana fixem — naplni se az pfed métenim (10-15 kapek)
- IKK: EXBIO zkumavka TBNK a ¢arovy kéd QCL nebo QCH

- K: 5 ml zkumavka a ¢arovy kod K (uzavie se umélohmotnou zatkou)

- KD: EXBIO zkumavka TBNK a ¢arovy kod D

- KDE: EXBIO zkumavka TBNK + HLA-DR a ¢arovy kod E

-  BAL: EXBIO zkumavka TBNK + HLA-DR a ¢arovy kod BAL

Vzorek BALu se prefiltruje do zkumavky pies modrou zatku s filtrem. Do K zkuma-
vek se na dno napipetuje 5 pl promichané smési protilatek TetraCHROME. Do QCL nebo
QCH zkumavky se na dno napipetuje 50 pl promichané kontroly IMMUNO-TROL. Do K,
KD nebo KDE zkumavek se na dno napipetuje 50 ul promichané plné krve. Zkumavky se
zazatkuji. Kazda zkumavka se da vortexovat pti 16 000 rpm minimalné 20s. Zkumavky se
vlozi do drzaku na vortexu a pii 500 rpm se vortexuji ve tmé& po dobu 30 minut. Kazda

zkumavka se kratce vortexuje pii 16 000 rpm. Davkovacem se do zkumavek ptida:

- K: 400 pl lyza¢niho roztoku OptiLyse
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- QCL, QCH, KD, KDE — 1 ml lyza¢niho ¢inidla EXCELLYSE Easy (1:9 nafedény kon-

centrat)

Zkumavky se zazatkuji a opét se nechaji vortexovat pii 16 000 rpm. Ve vortexu se
dale inkubuji = 10 minut ve tmé. Poté se nechaji kratce vortexovat pti 16 000 rpm. Do zku-
mavek K se davkovacem prida 400 ul IsoFlow a znovu se vortexuji pti 16 000 rpm. Nasledné
se zkumavky K znovu inkubuji ve vortexu +- 10 minut ve tmé. VSechny zkumavky se ne-
chaji centrifugovat 3 minuty na 1800 ot/min a po zastaveni centrifugy se ihned vytahnou.
Slije se supernatant a ddvkovacem se pfida do kazdé zkumavky 400 pl IsoFlow. Kazda zku-
mavka se necha kratce vortexovat pii 16 000 rpm. Zkumavky K se nechaji inkubovat jesté
+ 10 minut v lednici. Nasleduje samotné méfeni na prutokovém cytometru. Vysledky méfeni

se automaticky ptfenasi do laboratorniho informacniho systému, kde jsou vyhodnocovany.
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8 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Pti analyze se vyuzivaji data vSech provedenych méfeni na pritokovém cytometru

Navios (Beckman Coulter, USA) u sledovanych pacientl. Potiebna data k interpretaci vy-

sledkt byla vybrana pomoci gatovaci strategie v softwaru CXP (Beckman Coulter, USA).

Gatovani umoziuje vybér konkrétnich bunéénych subpopulaci na zakladé expresi povrcho-

vych markert.

8.1 Gatovaci strategie
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Obrazek 1: Analyza zacina v dotplotu CD45 proti SS (side scatter) vyhledanim lymfocytii,
na obrazku oznacenych zelené (CD45+SS-). Z populace lymfocytii sestavujeme nasledujici

dot ploty. (Zdroj: viastni)
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Obrazek 2: Dotplotem CD3 proti SS ziskavame informaci o celkovéem mnozstvi T-lymfocyti
oznacenych zelené (CD3+SS-). (Zdroj: viastni)
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[LYMFO] CD3 PC5 / CD4 PE
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Obrazek 3: Dot plotem CD3 proti CD4 ziskavame informaci o populaci pomocnych lymfo-
cytit (CD3+CD4+). (Zdroj: viastni)
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Obrazek 4: Dotplot CD3 proti CDS8 vyobrazuje mnozstvi cytotoxickych lymfocytu
(CD3+CDS8+). (Zdroj: vlastni)
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Obrazek 5: Posledni dotplot CD3 proti HLA-DR nam dava informaci o aktivovanych T-
lymfocytech (CD3+HLA-DR+). (Zdroj: viastni)
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8.2 Interpretace vysledkii

Graf 1. Monitorace pacienta ¢.1
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Zdroj: vlastni

U pacienta ¢.1 doslo k prvnimu zachytu v ¢ervnu 2012, pii némz mél velmi sniZzeny
imunoregula¢ni index CD4/CD8 0 hodnoté 0,32. Dalsi vySetieni se index dostal do normy
s hodnotou 0,79.

CD4 po ttech mésicich narostly z plivodnich 10,29% na 22,45% a déle exponenci-
alné rostly az do unora 2014. Do referen¢niho rozmezi se CD4 dostaly jiz v listopadu 2013

a drzi se v ném az doposud. CD3 se dostaly do referen¢niho rozmezi posléze v tinoru 2014.

Zhruba tii mésice od pocatku 1écby pomér mezi CD4 a CDS pierostl dolni referen¢ni
hranici s ¢islem 0,78. Od té doby index rostl a z prvni namétené hodnoty 0,3 se na poslednim

zaznamenaném vySetieni index rovnal 1,64.
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Graf 2: Monitorace pacienta ¢.2
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Pacient ¢.2 je nonadherentni a 1éky uziva nepravidelné ¢i vibec. K dramatickému

skoku doslo v roce 2013, kdy se pacient tfi roky nedostavil na vySetfeni. Pacientovy CD4 se

dostaly na nulovou hodnotu v tinoru 2014. Relativni poc¢et CD4 ¢inil 0,34%. Uz puvodné

nizky CD/CD8 index z prvniho vySetieni o hodnoté 0,5 se béhem osmi let snizil na 0,006.

CD3 se po celou dobu drzi v referencnich mezich s vyjimkou obdobi od ¢ervence

2007 do tijna 2008, kdy byly prevazné zvysené. CDS se konstantné drZi ve vyssich hodno-

tach. Posledni zaznamenané vySetieni v srpnu 2016 byl u pacienta CD4/CD8 index 0,13.
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Graf 3: Monitorace pacienta ¢.3
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Zdroj: vlastni

Tteti pacient byl poprvé zachycen Vv zati 2012 s vyrazné snizenym poctem CD4, ale

S nastupem terapie se jeho hodnoty dostaly témét do normalu.

Z pocatecniho relativniho poétu 1,28% se hodnoty CD4 dostaly do normalu ke konci
roku 2016 se dale jen mirnym kolisanim pod referencni hranici. Nejvy$s$i naméfeny pocet
40,34% se zaznamenal v roce 2020. O 5 mésict pozdéji se hodnota zredukovala o ¢tvrtinu

na 30,61% a byla tak pod referen¢ni hranici.

CD3 se po celou dobu drzi primérné V relativnim poctu 60,93%, coz je mirn¢ pod
referen¢ni mezi. CDS jsou po celou dobu monitorace v referen¢nim rozmezi. Imunoregu-

la¢ni index byl pfi prvnim zachytu 0,06 a pii poslednim vySetfeni 1,29.
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Graf 4: Monitorace pacienta ¢.4
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Zdroj: vlastni

Ctvrty pacient je poprvé zaznamenan V tmoru 2015 s velmi nizkym poétem CD4
1,85% a zaroven vysokym poctem CD8 64,98%. CD3 jsou jiz od prvniho vySetieni po celou

dobu v normé¢, primérné se drzi na 81,26%.

CD4 zGstavaji po celou dobu 1é¢by snizené, pravdépodobné kvili pocateénim ex-
trémné nizkym hodnotam, ale jejich mnozstvi pomalu roste. CD8 jsou zvysené, ale jejich
pocet v prubéhu let klesa. Pivodni CD4/CD8 index 0,03 z roku 2015 se navysil na 0,44

béhem Sesti let. Index je tak nadale pod spodni hranici referen¢ni meze.
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Graf 5: Monitorace pacienta ¢.5
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Zdroj: vlastni
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Pacient ¢.5 je sledovan od zati 2010, kdy byly pacientovi stanoveny lehce snizené
hodnoty CD4 a zvySené hodnoty CD3 a CD8. Imunoregula¢ni index se rovnal 0,45. Béhem
roku 2011 az do zac¢atku roku 2012 se zvySoval, ale v srpnu doslo k tipadku souvisejicim se
zhor§enim chronického onemocnéni. Upadek pietrvaval do roku 2014, kdy index ¢inil 0,15.

Od dubnu téhoz roku zacal index pomalu rist.

Po celou monitoraci byly CD3 zvysené a do referen¢niho rozmezi se dostaly v listo-
padu 2019, kde i nadale setrvavaji. Obdobn¢ na tom byly i CD8, které se do normalnich
hodnot dostaly o rok pozdéji. CD4 od upadku dosahly referencniho rozmezi v roce 2018 a

taktéZ v ném pretrvavaji.

Z dostupnych dat doslo k peaku indexu CD4/CD8 v listopadu 2020, kdy se rovnal
hodnoté 1,1. VSechny sledované subpopulace jsou od téhoz vySetteni v referenénim roz-

mezi.
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Graf 6: Monitorace pacienta ¢.6
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Zdroj: vlastni

Pacient ¢.6 byl poprvé podchycen v ¢ervenci 2014 s velkym imunodeficitem. Jeho
imunoregulac¢ni index tehdy ¢inil 0,15. Posledni zaznamenané vySetieni v fijnu 2021 se zlep-

§il na 1,2.

Po néstupu terapie zacaly hodnoty CD4 stoupat a z ptivodniho relativniho poctu
10,50% se v bieznu 2016 dostaly na normalni hodnotu 29,15%. Do listopadu 2017 CD4
kolisaly a drzely se spiSe pod referen¢ni hranici. To se zménilo v unoru 2018, od kterého

hodnoty setrvavaji v referenénim rozmezi.

CDS8 pftetrvavaji v norm¢ jiz od dubna 2015, tedy od necelého roku od zahajeni
1é¢by. CD3 jsou v norm¢ jiz od prvniho zachytu. Na zakladé viditelného zlepseni ve vysled-

cich pacienta Ize terapii oznacit za u¢innou.
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Graf 7: Monitorace pacienta ¢.7
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Zdroj: vlastni

Pacientovi ¢. 7 byly na prvnim vySetieni v kvétnu 2012 stanoveny velice nizké hod-

noty CD4 o poctu 5,73% a CD3 o poctu 52,10%.

Béhem dvou mésict doslo k prudkému nartistu CD3 do normy a k nartistu CD8 nad
normu. Zaroven se zvysily 1 CD4 na 12,02%. Dalsi méteni v ijnu 2012 se CD3 a CD4 do-
staly téméf na ptivodni hodnoty. CDS8 po zbytek vySetteni pretrvavaji v normé, S vyjimkou

tii po sobé jdoucich vySetteni v roce 2014, kdy byly té€sné nad hranici.

V normalu se CD3 ustalily s drobnym kolisanim v lednu 2014. CD4 zacaly pomalu
rist od dubna 2013 a do referen¢nich hodnot se dostaly az v tnoru 2021, ale jejich pocet
posledni dvé nasledujici vySetfeni opét klesl. Z pivodniho imunoregula¢niho indexu 0,15 se

do nejlepsich vysledk pacient dostal pravé v unoru 2021 s hodnotou 0,99.
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Graf 8: Monitorace pacienta ¢.8
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Zdroj: vlastni
Graf 9: Hodnoty HLA-DR+ u pacienta ¢.8
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Zdroj: vlastni

Pacient ¢.8 byl v unoru 2007 podchycen v asymptomatickém stavu jesté pied rozvo-
jem imunodeficitu. Diky dostate¢nému mnozstvi testil bunék HLA-DR+ vhodnych k inter-
pretaci je piilozena samostatna tabulka s jejich hodnotami. Pacient mél prvni vySetieni vy-
soké mnozstvi HLA-DR+, a to az dvojnasobné od horni referen¢ni meze, na 46%, coz pou-

kazuje na vysokou aktivitu viru.
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Hodnoty HLA-DR+ se nastupem terapie snizily béhem roku 2007 na pramérné 26%
a opét vyrostly béhem let 2008-2010. Spole¢né s nimi vyrostly v letech 2009 a 2010 i CD8.
K narGstim obou markert doslo z diivodu tézké exacerbace dermorespiracniho syndromu a

nastupu biologické 1€cby.

CDS8 se v cervenci 2010 opét dostaly do normalu, ve kterém se drzi doposud. CD4
byly od poc¢atku, az na jednu vyjimku, v referen¢nich mezich. Az od roku 2013 zacaly CD4
stiidaveé kolisat mezi horni referen¢ni mezi a prebytkem. V referenni mezi jsou CD4 sta-
biln¢ od roku 2019. CD3 jsou po celou dobu monitorovani zvysené. Pouze béhem péti vy-

Setfeni béhem probihajicich komplikaci se dostaly lehce pod horni referenéni mezi.

Imunoregulacni index zméteny v inoru 2007 o hodnoté 0,81 se pti poslednim vySet-
feni v kvétnu 2021 vysplhal na 2,19. Tato informace je pouze doplitkova, protoze dolni re-

ferenéni hranice byla vzhledem k véku pacienta 0,60 a tu piesahoval jiz od pocatku.
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Graf 10: Monitorace pacienta ¢.9
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Zdroj: vlastni

V piipadé¢ pacienta ¢. 9 doslo k zachytu pravdépodobné béhem probihajicich kom-
plikaci souvisejicich s infekci HIV. Na prvnim vySetfeni v ¢ervnu 2012 mu byly stanoveny
relativni pocty CD4 19,75%, CD8 59,71%, HLA-DR 42,26% a CD3 o poctu 82,98%, které

jako jediné dosahovaly referen¢niho rozmezi. Imunoregulaéni index CD4/CDS ¢inil 0,3.

Vysetfeni o0 mésic pozdé&ji aktivita viru klesla na zakladé stanoveni HLA-DR, které
V tomto grafu neni vyobrazené, z ptivodnich 42% na 24%. CD4 se dostaly do normalu a CDS8
byly mirn¢ pies horni referenéni hranici. Pfi vySetfeni v srpnu oba markery dosahly refe-
ren¢niho rozmezi, ve kterém setrvavaji az po soucasnost. Vykyvy jsou pozorovany pouze

mezi lety 2018-2019, kdy CD4 ptesahly horni hranici.

Dalsi kolisani pfes horni referen¢ni hranici je po téméf celou dobu monitorace zna-
telné u CD3. Posledni tfi vySetieni se vSak hodnoty normalizovaly. Piivodné velmi nizky

imunoregulac¢ni index se v kvétnu 2021 rovnal 2,23.
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Graf 11: Monitorace pacienta ¢.10
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Zdroj: vlastni

Posledni pacient byl poprvé zachycen na zacatku listopadu 2011 s nizkym imunore-
gulacnim indexem 0,4. CD4 sice dosahovaly normalnich hodnot, ale CD3 a zejména CD8
byly zvySené. Pocatkem prosince 2011 CD4 klesly prudce o polovinu, pravdépodobné kvuli
ptitomnosti jiné infekce nez HIV. CD3 a CD8 ztstaly zvysené.

Od ledna 2012 dosahly CD4 normy a nadale rostly. O tfi mésice pozdéji dosahly
normy 1 CD8, kde se drzi do soucasnosti. CD4 jsou od roku 2014 aZ na vyjimku dvou vySet-

feni konstantné zvysené.

CD3 marker zlstava po celou dobu monitorace ve vysokych hodnotach. Z celkovych
38 vysetieni byly CD3 v normé pouze dvakrat, a to v roce 2013 a 2014. V praveé zminéném
vySetfeni v roce 2014 doslo zaroven k prudkému poklesu CD4 pod normu z diivodu nepra-
videlného uzivani 1€ki. Dalsi vySetfeni byly CD4 opét zvySené. Imunoregulacni index pii

poslednim vySetteni v ¢ervnu 2020 vyrostl na hodnotu 1,7.
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DISKUZE

Prvni vyzkumna otazka dava za ukol zjistit, zda dochazi u pacienti ke zméndm za-
stoupeni CD3+ v prub¢hu onemocnéni HIV. Pii prvnim zachytu méli snizené mnozstvi
CD3+ pacienti 1, 3 a 7. V referenénim rozmezi se nachazeli pacienti 2, 4, 6, 8 a 9. ZvySené

hodnoty vykazovali pacienti 5 a 10.

Béhem 1é¢by se normalizovaly hodnoty CD3+ u pacienti 1 a 7 z puvodniho sniZe-
ného mnozstvi. Pacient ¢. 3 mél vice nez polovinu vySetieni snizené hodnoty. Pacienti ¢. 2,
4 a 6 setrvali v referen¢nim rozmezi. K navyseni nad normu doslo u pacienta ¢. 8 a 9. U
pacientll 5 a 10, kteti méli CD3+ navySené, pietrvava ve zvySenych hodnotach pacient 10,

zatimco pacient 5 se normalizoval béhem poslednich péti vySetieni.

Sedaghat a spol. ve své studii vypozorovali u pacientli s progresivnim onemocnénim
depleci CD4+ bun¢k doprovéazenou zvysenim poctu CD8+, diky ¢emuz pocet CD3+ ziistava

zhruba stejny. Tomuto fenoménu se fika slepa homeostaza. (47) (48)

Studie Margolicka a spol. popsala pokles CD3+ lymfocytii jako mozny znak ptedvi-
dajici progresi HIV do AIDS. Imunitni systém je samoziejmé piili§ komplexni na to, aby se
tento d¢j vztahoval na vSechny pacienty, u kterych ke sniZzeni po¢tu CD3+ dojde. SniZeni
mize také souviset naptiklad se vékem, na coz se zaméftila némecka studie a vypozorovala

pokles CD3+ u pacientd nad 50 let. (49)

Cilem druhé vyzkumné otazky bylo zjistit, zda u pacienti dochazi ke zménam za-
stoupeni CD4+ v pribéhu onemocnéni. U valné vétSiny sledovanych pacientt je viditelné,
ze nejvice dynamickym markerem jsou CD4+ T-lymfocyty. Pravé CD4+ znak je primarnim
laboratornim markerem ukazujicim prechod HIV do AIDS. Za ptechod do AIDS se povazuji
stavy, kdy relativni poc¢et CD4+ klesne pod 14% vcetné. Nizké mnozstvi CD4+ bunék tedy

obecné u HIV pacientt indikuje narusenou imunitni funkci. (50)

Je dobré dodat, ze ne vSechny buriky exprimujici znak CD4 podléhaji rychlé depleci.
Napt. makrofagy produkuji viry celé tydny a infikované makroglie piezivaji dokonce mé-
sice, ne-li roky. Tato zjisténi poukazuji na to, ze virova infekce a replikace nejsou neodmys-

liteln€ spojeny s buné¢nou smrti. (51) (52) (53)
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Studie Doitsche identifikovaly pyropt6zu jako mechanismus zptsobujici dva typické
jevy HIV infekce, a to prave depleci CD4+ T-lymfocytt a chronicky zanét. Tato informace

poskytla piilezitost pro zacileni terapeutik na pyroptotickou drahu. (51) (54)

Za smrt aktivovanych permisivnich CD4+ bun¢k zodpovida apoptdza zprostredko-
vand kaspazou-3. Tyto bunky tvofi asi jen 5% z celkového poctu CD4+ bunck. Zbyvajicich
vice jak 95% klidovych CD4+ bungk v lymfoidni tkani umira pravé pyroptdézou vyvolanou
abortivni HIV infekci zprostiedkovanou kaspazou-1. Pyroptoza figuruje jako intenzivni za-
nétliva forma programované bunééné smrti, pii které se uvoliiuje cytoplazmaticky obsah a
prozanétlivé cytokiny, véetné IL-1p. Tento proces vede k patogennimu za¢arovanému kruhu,
ve kterém umirajici CD4+ buiky uvoliuji zanétlivé signaly, které pritahuji vice bun¢k (pie-
vazné centralni pamét'ové CD4+ bunky) do lymfatické uzliny, ¢im vznikd hromadny proza-
nétlivy sebevrazedny cyklus. Tento cyklus Ize prolomit inhibitory kaspazy-1, které jsou u

lidi prokazateln¢ bezpecné. (51) (54)

U zdravych jedinct tvoti CD4+ lymfocyty ptiblizné 65% celkového poctu T lymfo-
cytd, a tak je pokles CD4+ bunék odrazem snizujiciho celkového pocétu T-lymfocytd. Velmi
snizené mnozstvi CD4+ a zaroven snizeny celkovy pocet T-lymfocytt, CD3+, pozorujeme

pii prvnim zachytu u pacientt 1, 3 a 7. (25) (55)

Studie Gua a spol. sledovala dynamiku T-lymfocytt béhem 8 let ART. Pacienti pod-
chyceni v chronické fazi onemocnéni nedosahli normalniho rozmezi CD4+ ani po dlouho-
dobé 1é¢bé. Studie popsala, ze vlivem ART dochazi k rekonstituci CD4+ bunék dvoufazove,
kdy nejdiive dochazi k rychlému nartistu béhem prvnich mésict a poté nasleduje pozvolnéjsi
narast béhem nasledujicich let. Prvni faze je charakterizovana expanzi a redistribuci CD4+
pamétovych bunék. V druhé fazi dochéazi k rekonstituci CD4+ naivnich bunck a sniZeni

imunitni aktivace T-lymfocytt. (56)

Studie Pakkera a spol. uvadeéla jiz v roce 1993, Ze pocatecni rapidni narist CD4+
Vv prvnich 3 tydnech uzivani ART je pravdépodobné zplisobeny redistribuci bun¢k uvézné-
nych v lymfoidni tkani spiSe, nez jejich novotvorbou. Rapidni nértst je patrny u pacientt 1,
8 a 9, v mensim métitku i u pacientt 3, 4, 6 a 7. U pacienta 10 mtzeme sledovat rychly
nariist za predpokladu, ze 1é¢bu zacal uzivat az mésic od prvniho testu. Riist nepozorujeme

pouze u pacientd 2 a 5. (57)
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Dalsi otazkou je to, zda u pacientli dochadzi ke zménam zastoupeni CD8+ lymfocytl
Vv pribehu onemocnéni. HIV tuto populaci bunék narusuje, zptisobuje jeji dysfunkci a trvalé
zvyseni. Ke zvySeni dochazi dasledkem kompenzace ztrat CD4+ lymfocyti. Mnozstvi
CD8+ je markerem imunitni aktivace a je dulezitym faktorem pro progresi onemocnéni.
Chronicka infekce je stav zplsobeny chronickou imunitni aktivaci, ktera je disledkem per-

zistentni virové replikace. (58) (59) (60)

Podle jiz zminované studie Pakkera a spol. se CD8+ lymfocyty obnovuji nejrychleji
Vv prub¢hu prvnich 6 tydnt od pocatku ART. HIV narusuje CD8+ populaci bun¢k, ¢imz do-
chazi k jejimu trvalému zvyseni a jeji dysfunkci. (57) (58)

Zatimco progreseé onemocnéni je asociovana s postupnym ubytkem CD4+ bunék,
pocet CD8+ bunék je zvySeny po celou dobu infekce az do pozdni faze, kdy dochazi
k depleci vsech subtypti T-lymfocytl. Trvale zvy$ené mnozstvi CD8+ béhem dlouhodobé
ART se spojuje se zvySenym rizikem klinickych komplikaci nesouvisejicich s AIDS, zahr-

nujici malignity a kardiovaskularni onemocnéni, a to nezavisle na obnové CD4+ bungk. (58)

U pacientl €. 1, 3, 7 a 8 pfetrvalo mnozstvi CD8+ v referencnich hodnotach od prv-
niho zachytu po celou dobu monitorace s vyjimkou ojedinélych ptipadi pievySeni béhem
1é¢by. Dalsi skupinu tvoii lidé, kteti méli hodnoty CD8+ v dob¢ prvniho vysetfeni vysoké.
Jedna se o zbylé pacienty €. 2, 4, 5, 6,9 a 10. Pacienti €. 2 a 4 maji po celou dobu monitorace
trvale zvySené CD8+. Pacient ¢. 5 mél hodnoty zvysené po dobu 88% vysetfeni. K normali-
zaci doSlo béhem poslednich tfi vySetfeni. U pacientd €. 6, 9 a 10 byly zvySené hodnoty
CD8+ pouze béhem prvnich dvou az tii vySetieni, pficemz od té¢ doby setrvavaji v referenc-

nich mezich.

Spousta studii prokdzala zvyseni poctu CD8+ bunék u nelécené HIV infekce, nékteré
uvadéji pokles poctu CD8+ po zahgjeni antiretrovirdlni 1€cby. Zvysené pocty CD8+ mélo
celkem Sest pacientti z deseti. Ke sniZeni po zahajeni 1écby doslo u ti pacientti ze zminénych
Sesti. (61) (62)

Perzistence CD8+ bunék v krvi i tkanich je odrazem chronického zanétu a imunitni
aktivace, kdy u té€chto vycerpanych bun€k doslo k nevratnym epigenetickym zménam.
Krom¢ rezidualni virové replikace prispiva k perzistenci CD8+ také perzistence virovych

proteinli, poskozeni stievni sliznice a také faktory jako je naptiklad cytomegalovirova
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infekce. V tomto procesu hraje roli spousta slozek imunitniho systému, zejména bylo proka-

zano, ze hrajou kritickou roli sité cytokind a chemokinti. (58)

Studie Tanga a spol. nevypozorovala zadny vyznamny rozdil v proporci CD3+ T-
lymfocytt u zdravych ¢i HIV pozitivnich jedincii, zatimco hodnoty CD4+ a CD4/CDS byly
u HIV pozitivnich pacientli vyrazné nizsi, nez u kontrolni, zdravé skupiny. Co se tyc¢e CD8+

T-lymfocyti, pacientska skupina prokazuje vyssi hodnoty nez skupina kontrolni. (25)

S CD4+ a CD8+ se poji imunoregulacni index CD4/CD8, ktery je u nelécenych HIV
pozitivnich typicky invertni. Tento index lze interpretovat jako miru nerovnovahy imunit-
niho systému, ktery mimo hladin po¢tu bunék obou subtypt zachycuje zasadni informace
navic. Trvale nizky CD4/CDS8 index u pacientii dlouhodobé podstupujicich 1é¢bu implikuje
tento marker zanétlivost, pokracujici imunitni dysfunkci a vysoké riziko non-AIDS morbi-
dity a mortality. U zdravé populace nizky CD4/CD8 index piedstavuje naruseni imunitni

funkce, imunosenescenci a chronicky zanét. (63) (64) (65)

Béhem prvniho zachytu byl median CD4/CD8 indexu rovny 0,33. Nasledujici graf
(€.12) ve sloupcich znazoriuje rozdil mezi medianem z této prace a mediany Ctyt riznych
studii (Cina, Spanélsko, Italie, USA). Z grafu je ziejma shoda medianu této prace a Cinské

studie, zatimco studie z USA méla oproti ostatnim vyrazné nizsi median.

Graf 12: Porovndni medianu CD4/CD8 z této prdce a ctyr riiznych studii.
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Tato prace Zhao a spol. (66) Martinez-Sanza Mussini a spol. (68) Davy-Mendez a
spol. (67) spol. (69)
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Dle studie McBride a Strikera muze byt index CD4/CD8 vyznamngj$im markerem nez
samotny absolutni pocet CD4+ bunék, protoze presnéji popisuje celkovou imunitni dys-
funkci a mtize byt lepSim ukazatelem progrese onemocnéni, odpovédi na 1é¢bu, nemocnosti
a morbidity u virologicky suprimovanych pacientii. Dale studie zmifnuje, Ze 1 pfes uspéSnou
ART a virovou supresi absolutni po¢et CD4+ a virova naloz nemusi piesn¢ odrazet rizika,

kterym pacienti Celi, protoze imunitni dysfunkce pretrvava i pres normalizaci CD4+. (65)

Nizky index mélo béhem prvniho vysetieni celkem osm pacienti —¢. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
9. Zbyli pacienti ¢. 8 a 10 byli v normé¢, ve které ptetrvavaji po celou dobu monitorace, s vy-

jimkou drobnych propadt.

Studie Wei Lua a spol. zminuje, ze dlouhodoba ART tsp&sné obnovuje poéty CD4+ u
velké ¢asti HIV pacientli. VétSina téchto pacientli vSak stale vykazuje trvalé zvySeni poctu
zahajeni ART pfispiva k rychlejsi normalizaci poméru CD4/CD8. Naopak, u ART zahajené

Vv chronické fazi onemocnéni, je pozorovano pouze mirnéjsi zvyseni CD4/CD8 poméru. (64)

Ke stejnému vysledku dosla i studie Hocquelouxe a spol., kterd vypozorovala normali-
zaci CD4/CD8 indexu béhem 6 let od poc¢atku ART u 90% pacienti podchycenych v pri-
marni HIV infekci. Do 10 let doslo k normalizaci téméf u v§ech pacientll. Naopak u vétSiny
pacientl podchycenych v chronické fazi HIV infekce k normalizaci CD4/CD8 poméru ne-

doslo ani po 14 letech virové suprese. (70)

K normalizaci doSlo béhem jednoho mésice u pacienta ¢. 9 a béhem tii mésicii 1 u paci-
enta €.1. Pomalejsi cestu do referenéni meze méli pacienti €. 3 a 6, a to po 6 a 9 mésicich. U
pacienta €. 5 doSlo k normalizaci aZ posledni tfi vySetieni z celkovych padesati. Zbyli paci-

enti €. 2, 4 a 7 setrvavaji ve snizenych hodnotach.

Pacienti ¢. 4 a 7 zapocali terapii ve stavu tézké imunodeficience, tudiz je proces obnovy
bunék pomaly, ale viditelny (viz. grafy ¢. 4 a 7). Pacient ¢. 7 se v jeden moment z pavodniho
indexu 0,15 dostal po sedmi letech od pocatku terapie az na ¢islo 0,99. Pacient ¢. 2 je nonad-

herentni, tudiz je snizeni pivodniho indexu 0,5 na 0,01 v priibéhu osmi let ocekavany.

ART u vétSiny pacientil potlacuje virovou naloz HIV v plazmé a zastavuje progresi do
AIDS, coz umoznuje progresivni obnovu CD4+ bunék spolu s pietrvavajicim zvySenim
CDS8+ bun¢k. Takové zmény Vv priabéhu ¢asu vedou k ¢asteéné nebo Giplné normalizaci imu-

noregulaéniho indexu CD4/CD8. U pacienti, kteti maji tento index trvale nizky navzdory
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dlouhodobému podstupovani 1é¢by tato skute¢nost implikuje pokracujici imunitni dys-

funkci, zanétlivost a vysoké riziko nemocnosti a mortality nesouvisejici s AIDS. (64)

64



ZAVER

Bakalatska prace je zamétena na vliv HIV na imunitni systém. Teoreticka cast je
rozdélena do kapitol obsahujicich zékladni informace o HIV a jeho tG¢incich na lidsky orga-
nismus. Prakticka Cast je primarné zacilena na pozorovani zmén v zastoupeni CD3+, CD4+

a CD8+ T-lymfocytt v pribéhu onemocnéni.

V pribehu akutni faze infekce se mize zvysit celkovy pocet CD3+ lymfocyti v di-
sledku imunitni aktivace. Nicméné s progresi onemocnéni dochazi ke snizovani celkového
poctu T-lymfocytd. Nejvyrazn€js$i zmeny jsou pozorovany u CD4+ bunék, které jsou po-
stupné vycerpavany jiz od pocatku infekce, coz zvySuje riziko infekénich onemocnéni. K na-
vyseni CD8+ bunék dochazi v diisledku nadmérné stimulace HIV virem, ale s pokracujici

infekci dochazi postupné k jejich vycerpani.

Vysledky znaci nezbytnost sledovani vsech téchto markert, spolu s dalsimi sloz-
kami, pro posouzeni stavu imunitniho systému a celkového zdravi pacientti. Diky pravidel-
nému monitorovani mohou Iékati odhadovat prib&éh onemocnéni, uspé$nost terapie a dodr-
zovani 1é¢by. Testovanim na ptitomnost specifickych mutaci viru HIV lze identifikovat re-
zistenci vucdi antiretrovirové terapii a ptizpusobit tomu dalsi terapeutické postupy. Pravidelna
kontrola je také dilezita pro sledovani vedlejsich G¢inkd 1é¢by a k detekci komplikaci, jako

jsou naptiklad infekéni onemocnéni a malignity.
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