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Dlouhodoba lécba cytomegalovirovych infekei (CMV, HCMV) u imunokompromitovanych pacientl, zahrnujicich také pfi-
jemce transplantatu ledviny, ganciclovirem muize vést k selhani Ié¢by. Rezistence viiéi gancicloviru je spojena s mutacemi
v UL97 regionu virového genomu a/nebo s mutacemi ve virové DNA polymeraze (UL54). UL97 gen kéduje fosfotransferazu,
ktera je nezbytna pro monofosforylaci gancicloviru. V nasi studii jsme provedli analyzu UL97 genu klinickych kmenti HCMV
izolovanych z pacient( po prodélané transplantaci ledviny. Tyto klinické izolaty ziskané z tFiceti vzorku od tficeti pfijemcil
transplantované ledviny byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci a analyzovany metodou RFLP (metoda re-
strikéni analyzy DNA). Studovany byly specifické bodové mutace spojené s rezistenci viiéi gancicloviru v kodonech 460,
520, 591, 592, 594, 595, 599, 603 a 607. Nenalezli jsme zadné izolaty obsahuijici kteroukoli z vySe zminénych mutaci. RFLP
detekce bodovych mutaci v HCMV UL97 genu spojenych s rezistenci viéi gancicloviru méize byt velkym pfinosem pro ¢as-
nou detekci rezistence vici gancicloviru.
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POSSIBILITIES OF RAPID DETECTION OF GANCICLOVIR-RESISTANCE HUMAN CYTOMEGALOVIRUS STRAINS IN PATI-
ENTS AFTER KIDNEY TRANSPLANTATION. DETECTION OF POINT MUTATIONS IN THE HCMV UL97 GENE ASSOCIATED
WITH GANCICLOVIR RESISTANCE

Long-term treatment of HCMV-infected inmunocompromised patients, including kidney transplant recipients, with gancic-
lovir may result in failure of threrapy. Resistance to ganciclovir is related to mutations in the UL97 region of the viral genome
and/or mutations in the viral DNA polymerase (UL54). UL97 gene encoding a phosphotransferase which is essential for mo-
nophosohorylation of ganciclovir. We analyzed UL97 gene of clinical HCMV strains isolated from renal transplant recipients.
These clinical isolates obtained from 30 samples of thirty renal transplant recipients were amplified by polymerase chain
reaction and analyzed by RFLP analysis. The specific point mutations conferring with ganciclovir resistance, including
mutations in codons 460, 520, 591, 592, 594, 595, 599, 603 and 607, were investigated. We didn't find any isolates carried any
of these mutations. RFLP detection of point mutations in HCMV UL97 gene conferring with ganciclovir resistance may be
a great contribution for early detection of ganciclovir resistance.

Key words: ganciclovir, HCMV, resistance, UL97.

Uvod

Rozvoj transplantaéni mediciny s sebou
pfindsi celou fadu pozitivnich skute¢nosti,
pfedeviim sniZeni mortality a signifikantni
zvySeni kvality Zivota transplantovanych
pacientd. Spolu s témito pozitivnimi jevy se
objevuji i urcitd negativa spojend s trans-
plantaci organ(i a s naslednou progresivni
imunosupresivni |é¢bou. Jednim z nich je
vyskyt oportunnich infekci podstatné zhor-
Sujicich progndzu.

Z virovych agens pfedstavuji jednu z nej-
manifestni cytomegalovirové (HCMV, CMV)
infekce. Dlouhodobd lécba ganciclovirem
je v téchto pfipadech nezbytna. Nevyhodou
dlouhodobé terapie do budoucna je pfedevsim
moznost selekce ganciclovir rezistentnich
kmenl CMV a selhani 1é¢by. Z tohoto divodu
je nezbytna v€asna detekce tohoto jevu a z ni
vyplyvajici dalSi terapeuticky postup u takto
ohroZenych pacient.

Jednou z moznosti véasného zachytu gan-
ciclovir rezistentnich kment HCMV je detekce
bodovych mutaci v genu kdduijicim specifickou
virovou protein kindzu — fosfotransferazu UL97,
ktera hraje klicovou roli v aktivaci gancicloviru.
Virova proteinkindza nazyvana také fosfotrans-
ferdza je specificky protein kddovany genem
UL97 Citajicim 2 124 pdry bézi, jehoz kompletni
nukleotidova sekvence je pIné odsekvencovana.
Tato proteinkindza je esencidlni pro aktivaci
gancicloviru na ganciclovir monofosfat, ktery je
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Konkrétné se jedna o bodové mutace v nasledujicich kodonech :

Met460 — Val(ATG — ATT),Hist520 — Glu(CAC — CAG),Ala591 —Val(GCC — GTC),Cys592 — Gly(TGC — GGC),Cys603 —Trp(TGC —TGG), Lys599
~Thr(AAG —ACG), Ala594 —Val(GCG — GTG), Leu595 — Ser pfip. —Phe(TTG ~TCG piip. TTT), Cys607 —Tyr(TGT —TAT) (1, 3,7, 8, 12, 14, 16, 17, 19).

Substituce metioninu, ktery je nahrazen valinem pfipadné isoleucinem v kodonu 460 je ddna zménou jednoho nukleotidu v daném Useku (A — G 1378 pfipad-

né G —T 1380) (1, 8, 9, 16, 22).

Substituce histidinu nahrazeného glutaminem v kodonu 520 je ddna zménou cytosinu v guanin v nukleotidové pozici 1560 UL97 genu (15).

Substituce alaninu valinem v kodonu 591 je dana zménou cytosinu v tymin v nukleotidové pozici 1772 UL97 genu(17, 21).

Substituce cysteinu glycinem v kodonu 592 je ddna zménou tyminu v guanin v nukleotidové pozici 1774 UL97 genu (17).

Substituce alaninu, ktery je nahrazen valinem v kodonu 594 je dana zménou nukleotidu cytosinu na tymin v nukleotidové pozici 1781 UL97 genu

(1,7,8,9, 12, 16).

Substituce leusinu, ktery je nahrazen serinem v kodonu 595, je dana zménou nukleotidu tyminu na cytosin v nukleotidové pozici 1784 UL97 genu

(1,8, 9, 12, 16).

Substituce leucinu, ktery je nahrazen fenylalaninem v kodonu 595, je dana zménou nukleotidu guaninu na tyminin v nukleotidové pozici 1785 UL97 genu

(1,8,9, 12, 16).

Substituce lysinu, ktery je nahrazen threoninem v kodonu 599 je dana zménou nukleotidu adeninu na cytosin v nukleotidové pozici 1796 UL97 genu, ktera je né-
kdy doprovazena zménou cytosinu na tymin v nukleotidové pozici 1794 (14).

Substituce cysteinu tryptofanem v kodonu 603 je dana zménou cytosinu v guanin v nukleotidové pozici 1809 UL97 genu (17, 22).
Substituce cysteinu nahrazeného tyrosinem v kodonu 607 je ddna zménou nukleotidu G — A v nukleotidové pozici 1820 (TGT —TAT) (3, 6, 22).

Amplifikaéni reakce s primery CPT 1088 (5- ACG GTG CTC ACG GTC TGG AT -3), CPT 1587M (5- CTG CAG CGG CAT GGG TCG GAA AGC AAG -3):
Vzorek 25 pl: 10x konc. pufr (1,5 mM Mg) 2,5 pl, dNTPs 2 pl, primery CPT 1088 1,25 pl a CPT 1587 M 1,25 pl, aqua pro inj. 15,3 pl, Tag polymeraza 0,2 pl,

templét (DNA) 2,5 .

PCR teplotni parametry byly nasleduiici: 40 cykld-1 min pfi 94,5 °C, 1 min pfi 55 °C, a 1 min pfi 72 °C.
Amplifikovany material se ovéfuje elektroforézou na 2% agar. gelu s eth. bromidem a srovnavacim markrem M XIII.
Poté bylo 10 pl produktu amplifikace pouzito k digesci s Nlalll a Alul po dobu 2 h pfi 37 °C, dle daného schématu:

* 10 ppl amplif. produktu (500bp), 10U restr. enzymu Nialll (1 ppl),1,2 ppl 10x konc. pufru NE 4,

* 10 pul amplif. produktu (500bp), 10U restr. enzymu Alul (1,25 ppl),1,25 ppl 10x konc. pufru NE2.
Detekce restrikénich fragmentt byla po provedené restrikci realizovana elektroforézou na 3% agar. gelu. Vizualizace byla uskuteénéna pouzitim ethidium
bromidu, jako srovnavaciho markeru bylo pouzito markeru M XIII.

Amplifikacni reakce s primery CPT 1713 (5-CGG TCT GGA CGA GGT GCG CAT-3), CPT 1830M (5-ATT GAG CAG ACA GGC GTC GAA GCA GTG CGT

GAG CTT GCC GTT CTT-3):

Vzorek 50 pl: 10x konc. pufr (1,5 mM Mg) 5 pl, dNTPs 4 pl, primery CPT 1088 2,5 pl a CPT 1587 M 2,5 pl, aqua pro inj. 30,6 pl, Taq polymeréaza 0,4 pl, templat

(DNA) 5 .

PCR teplotni parametry byly nasleduiici: 40 cykld-1 min pfi 94,5 °C, 1 min pfi 55 °C, a 1 min pfi 72 °C.
Amplifikovany material se ovéfuje elektroforézou na 2% agar. gelu s eth. bromidem a srovnavacim markrem M XIII.

Poté bylo 10 pl produktu amplifikace pouzito k digesci s Hhal, Msel, Tagl, Haelll, a Fsel po dobu 2 h pfi 37 °C, dle daného schématu:
10 ppl amplif. produktu (118bp), 10U restr. enzymu Hhal (0,5 ppl), 1,15 pul 10x konc. pufru NE 4,
10 ppl amplif. produktu (118bp), 10U restr. enzymu Msel (5 ppl), 1,65 ppl 10x konc. pufru NE 2,
10 ppl amplif. produktu (118bp), 10U restr. enzymu Tagl (1 ppl), 1,2 ppl 10x konc. pufru BM,

10 ppl amplif. produktu (118bp), 10U restr. enzymu Haelll(1 ppl), 1,2 pul 10x konc. pufru NE 2,
10 ppl amplif. produktu (118bp), 10U restr. enzymu Fsel(5 ppl), 1,65 ppl 10x konc. pufru NE 4.
Detekce restrikénich fragmentt byla po provedené restrikci realizovana elektroforézou na 5% MetaPhore agar. gelu. Vizualizace byla uskute¢néna pouzitim
sybr. green zelené, jako srovnavaciho markeru bylo pouzito markeru pUC19.

Amplifikacni reakce s primery UL97 3 (5-TTA CAA CGA GCG CTG TGT GG-3), UL97 8(5-GAC GTA TTC GTG CAG CAT GG-3):
Vzorek 50 pl: 10x konc. pufr (1,5 mM Mg) 5 pl, dNTPs 4 pl, primery UL97 32,5 ul a UL97 8 2,5 ul, aqua pro inj. 30,6 pl, Taq polymeraza 0,4 pl, templat

(DNA) 5.

PCR teplotni parametry byly nasledujici: 40 cykli-45 sec. pfi 94 °C, 45 sec. pii 58 °C, a 2 min a 30 sec. pii 72 °C.
Amplifikovany material se ovéfuje elektroforézou na 2% agar. gelu s eth. bromidem a srovnavacim markrem M XIII.

Poté bylo 10 pl produktu amplifikace pouzito k digesci s PshAl, Avall a Rsal po dobu 2 h pfi 3 7°C, dle daného schématu:
10 ppl amplif. produktu (525bp), 10U restr. enzymu PshAI (1 ppl), 1,2 pul 10x konc. pufru NE 4,
10 ppl amplif. produktu (525bp), 10U restr. enzymu Avall(1 ppl), 1,2 pul 10x konc. pufru NE 4,
10 ppl amplif. produktu (525bp), 10U restr. enzymu Rsal(1 ppl), 1,2 pul 10x konc. pufru NE 1.
Detekce restrikénich fragmentt byla po provedené restrikci realizovana elektroforézou na 3% agar. gelu. Vizualizace byla uskuteénéna pouzitim ethidium bro-
midu, jako srovnavaciho markeru bylo pouzito markeru M XIII.

VSechna vySetfeni byla provadéna spolu s vySetfenim CMV kmene AD169, ktery byl pouZit jako negativni kontrola.

dale fosforylovan na svou aktivni trifosfatovou
formu bunéCnymi kindzami. Po vazbé gancic-
loviru na aktivni vazebné misto této specifické
fosfotransferazy dochdzi k jeho fosforylaci (11).
Alteraci tercidini struktury tohoto vazebného
mista fosfotransferazy dochazi ke znemoznéni
vazby gancicloviru na tento enzym, coz ma za
nasledek selhani léCby (je znemoznéna jeho ak-
tivace). Tato zména struktury je dana substituci
aminokyselin uvniti v fetézci této protein kindzy,
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elné deleci v UL97 genu kodujiciho specifickou
virovou fosfotransferazu (1, 2, 7, 18, 19).
si¢nim selekénim terapeutickém tlaku gan-
ciclovirem poddvaném per os! U pacient
pfijimajicich ganciclovir intravendzné se
vyskytuji mutantni virové kmeny rezistent-
ni vii¢i gancicloviru po zhruba 3 mésiénim
podavani (10)!

Na zakladé uvedenych zjisténi byla se-
stavena metodika detekce bodovych mutaci

v HCMV UL97 genu spojenych s rezistenci
vi¢i gancicloviru na bazi restrikéni analyzy
amplifikovaného useku UL97 genu. RFLP
assay byla nastavena konkrétné na detekci
bodovych mutaci v kodonech 460, 520, 591,
592, 594, 595, 599, 603 a 607.

Cilem nasi prace bylo sestaveni a zavede-
ni metody detekce bodovych mutaci v HCMV
UL97 genu spojenych s rezistenci v{iéi ganciclo-
viru do rutinni diagnostické praxe s ohledem na
mozny diagnosticky pfinos v klinické praxi.
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Pro vySetreni pfitomnosti bodovych mutaci v kodonech 460 a 520 byl amplifikovan tsek UL97 genu o velikosti 500bp obsahujici kodony
361-592. Amplifikace byla provedena metodou PCR za pouziti primerd CPT 1088( 5- ACG GTG CTC ACG GTC TGG AT -3), CPT 1587M
(5- CTG CAG CGG CAT GGG TCG GAA AGC AAG-3).

Nasledna restrikce amplifikaéniho produktu byla provedena v pfipadé priikazu bodové mutace v kodonu 460 pomoci restrikéniho enzymu Nlalll(CATG ! ).
Vysledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 500bp amplikonu na étyfi useky o velikosti 167bp, 126bp, 198bp, 9bp, jejichz pfitomnost
byla stanovena elektroforeticky zplisobem, ktery byl uveden v predchézejici kapitole (obrazek 1).

V pfipadé prikazu bodové mutace v kodonu 520 byla nasledna restrikce amplifikacniho produktu provedena pomoci restrikéniho enzymu Alul(AG L CT). Vysled-
kem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 500bp amplikonu na dva dseky o velikosti 188bp, 312bp, jejichz pfitomnost byla stanovena elek-
troforeticky zplsobem, ktery byl uveden v pfedchézejici kapitole (obrazek 2).

Pro vy3etfeni pfitomnosti bodovych mutaci v kodonech 591, 592, 594 a 595 byl amplifikovan Gsek UL97 genu o velikosti 118bp obsahujici kodony 571-610. Am-
plifikace byla provedena metodou PCR za pouziti primeri CPT 1713 (5-CGG TCT GGA CGA GGT GCG CAT-3), CPT 1830M ( 5-ATT GAG CAG ACA GGC GTC
GAA GCA GTG CGT GAG CTT GCC GTT CTT-3).

Nasledna restrikce amplifikaéniho produktu byla provedena v piipadé prikazu bodové mutace v kodonu 591 pomoci restrikéniho enzymu Haelll(GG ! CC). Vy-
sledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 118bp amplikonu na dva Useky o velikosti 59bp, 59bp, jejichz pfitomnost byla stanovena
elektroforeticky zplsobem, ktery byl uveden v predchézejici kapitole (obrazek 3).

V pfipadé prikazu bodové mutace v kodonu 592 byla nasledna restrikce amplifika¢niho produktu provedena pomoci restrikéniho enzymu Fsel (GGCC { GGCC).
Vysledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 118bp amplikonu na jeden Usek o velikosti 118bp, jehoz pfitomnost byla stanovena elek-
troforeticky zplsobem, ktery byl uveden v pfedchazejici kapitole (obrazek 4).

V pripadé prikazu bodové mutace v kodonu 594 byla nasledna restrikce amplifika¢niho produktu provedena pomoci restrikéniho enzymu Hhal(GCG ! C). Vy-
sledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 118bp amplikonu na Ctyfi Useky o velikosti 18bp, 38bp, 12bp, 50bp, jejichz pfitomnost byla
stanovena elektroforeticky zpisobem, ktery byl uveden v pfedchazejici kapitole (obrazek 5).

V pfipadé priikazu bodovych mutaci v kodonu 595 byla nasledna restrikce amplifikaniho produktu provedena pomoci restrikénich enzymi Msel(T ! TAA) (zmé-
na G —T v nukleotidové pozici 1785) a Taql(CATG { ) (zména T — C v nukleotidové pozici 1784). Vysledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla
digesce 118bp amplikonu enzymem Msel na dva useky o velikosti 42bp, 76bp a enzymem Tagl na jeden Usek o velikosti 118bp, jejichz pfitomnost byla stanove-
na elektroforeticky zplsobem, ktery byl uveden v pfedchazejici kapitole (obrazky 6, 7).

Pro vySetfeni pfitomnosti bodovych mutaci v kodonech 599, 603 a 607 byl amplifikovan Usek UL97 genu o velikosti 525bp obsahujici kodony 256-781. Amplifika-
ce byla provedena metodou PCR za pouziti primerd UL97 3 (5-TTA CAA CGA GCG CTG TGT GG-3), UL97 8 (5-GAC GTA TTC GTG CAG CAT GG-3).

Nasledna restrikce amplifikacniho produktu byla provedena v pripadé prikazu bodové mutace v kodonu 599 pomoci restrikéniho enzymu Rsal(GT L AC). Vy-
sledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 525bp amplikonu na dva dseky o velikosti 468bp, 58bp, jejichz pfitomnost byla stanovena
elektroforeticky zplisobem, ktery byl uveden v predchézejici kapitole.

V pfipadé prikazu bodové mutace v kodonu 603 byla nasledna restrikce amplifikacniho produktu provedena pomoci restrikéniho enzymu Avall(G ! GNCC). Vy-
sledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 525bp amplikonu na dva Useky o velikosti 235bp, 291bp, jejichZ pfitomnost byla stanovena
elektroforeticky zplsobem, ktery byl uveden v predchézejici kapitole (obrazek 8).

V pripadé prikazu bodové mutace v kodonu 607 byla nasledna restrikce amplifikaéniho produktu provedena pomoci restrikéniho enzymu PshAI(GACNN 1 NNGTC).
Vysledkem nepfitomnosti bodové mutace v tomto kodonu byla digesce 525bp amplikonu na dva useky o velikosti 348bp, 178bp, jejichz pfitomnost byla stanove-
na elektroforeticky zplisobem, ktery byl uveden v pfedchézejici kapitole (obrazek 9).

Interpretace pfitomnosti bodovych mutaci (které jsme v naSem Setfeni nezaznamenali) je nasledujici:

Vysledkem bodové mutace v kodonu 460 odpovédné za rezistenci viéi gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokdzana, je ztrata restrikéniho mista pro
Nlalll v tomto kodonu. Produktem digesce 500bp amplikonu jsou tfi Gseky o velikosti 167bp, 324bp, 9bp. Detekce téchto restrikénich Useku je déle provadéna
stejné jako v pfipadé nepfitomnosti bodové mutace.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 520 odpovédné za rezistenci vici gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokazana, je pfitomnost restrikéniho mista pro
Alul v tomto kodonu. Produktem digesce 500bp amplikonu jsou tfi Useky o velikosti 188bp, 285bp, 27bp. Detekce téchto restrikénich Uiseku je dale provadéna stej-
né jako v pfedchazejicim pripadé.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 591 odpovédné za rezistenci vii¢i gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokdzana, je ztrata restrikéniho mista pro Haelll
v tomto kodonu. Produktem digesce 118bp amplikonu je jeden usek o velikosti 118bp, k restrikci tedy nedojde. Detekce tohoto restrikéniho Useku je dale provadé-
na stejné jako v pfipadé nepfitomnosti bodové mutace.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 592 odpovédné za rezistenci viéi gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokazana, je pfitomnost restrikéniho mista pro
Fsel v tomto kodonu. Produktem digesce 118bp amplikonu jsou dva Useky o velikosti 61bp, 57bp. Detekce téchto restrikénich iseku je dale provadéna stejné ja-
ko v pfedchazejicim pfipadé.
Vysledkem bodové mutace v kodonu 594 odpovédné za rezistenci vii€i gancicloviru, jejiz pfitomnost ndmi nebyla prokazana, je ztrata restrikéniho mista pro Hhal
v tomto kodonu. Produktem digesce 118bp amplikonu jsou tfi iseky o velikosti 18bp, 38bp, 62bp. Detekce téchto restrikénich Usekd je dale provadéna stejné ja-
ko v predchazejicim pripadé.

Vysledkem bodovych mutaci v kodonu 595 odpovédnych za rezistenci vici gancicloviru, jejiz pfitomnost ndmi nebyla prokézana, je pfitomnost restrikéniho mis-
ta pro Msel pfipadné pro Tagl v tomto kodonu. Produktem digesce 118bp amplikonu enzymem Msel jsou tfi Useky o velikosti 42bp, 46bp, 30bp. V pfipadé diges-
ce enzymem Tagl je vysledkem pritomnost dvou restrikénich Useku o velikosti 47bp, 71bp. Detekce téchto restrikénich Useku je dale provadéna stejné jako v pred-
chazejicim pfipadé.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 599 odpovédné za rezistenci vici gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokézéna, je pfitomnost restrikéniho mista pro
Rsal v tomto kodonu. Produktem digesce 525bp amplikonu jsou tfi Useky o velikosti 325bp, 142bp, 58bp. Detekce téchto restrikénich Useku je déle provadéna
stejné jako v pfipadé nepfitomnosti bodové mutace.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 603 odpovédné za rezistenci vici gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokazana, je pfitomnost restrikéniho mista pro
Avall v tomto kodonu. Produktem digesce 525bp amplikonu jsou tfi Useky o velikosti 235bp, 186bp, 104bp. Detekce téchto restrikénich Useku je déle provadéna
stejné jako v pfedchdzejicim pfipadé.

Vysledkem bodové mutace v kodonu 607 odpovédné za rezistenci viéi gancicloviru, jejiz pfitomnost nami nebyla prokézana, je ztrata restrikéniho mista pro PshAl
v tomto kodonu. Produktem digesce 525bp amplikonu je jeden Usek o velikosti 525bp. Detekce tohoto restrikénich Useku je dale provadéna stejné jako v pred-
chazejicim pfipadé.
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Obrazek 1. Analyza kodonu 460 restr.

enzymem Nlalll (500bp = 167bp, 126bp,
198bp, 9bp)

126bp
167t
158k

Obrézek 2. Analyza kodonu 520 restr. enzy-
mem Alul (500bp = 118bp, 312bp)

Obrazek 3. Analyza kodonu 591 restr. enzy-
mem Haelll (118bp = 59bp, 59bp)

9, 53bp

Materidl a metody
Vzorky

Tricet zamrazenych (- 70 °C) virovych
izolatd CMV ziskanych z nasofyryngadiniho
vytéru (nutny transport v Parkerové odbéro-
vém a transportnim médiu) nebo z mocéi pa-
cientl po prodélané transplantaci ledviny z let
1997-2000.

lIzolace

Izolace virové DNA byla provedena dle
standardniho protokolu za pouziti QlAamp
DNA kitu.

Amplifikace, restrikce a detekce
UL97 region HCMV genomu byl podroben
amplifikaci PCR a analyzovan metodou RFLP.

Vysledky

Pfitomnost bodovych mutaci v genu
UL97 pro specifickou virovou fosfotransfera-
zu odpovédnych za rezistenci v(i¢i ganciclo-
viru v kodonech 460, 520, 591, 592, 594, 595,
599, 603 a 607 byla stanovovana u 30 vzorku
z virovych izolatl 30 pacientll po prodélané
transplantaci ledvin z let 1997-2000 s aktivni
CMV infekci bez klinické manifestace. Témto
pacientim byl po zjisténi aktivni virové infek-
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Obrazek 4. Analyza kodonu 592 restr. enzy-
mem Fsel (118bp = 118bp)

118bp

12t
13ty
by
Sbp

ce preemptivné podavan ganciclovir i. v. po
dobu 14 dni.

V nasi préaci jsme nezaznamenali zadny
pfipad mutace ve vySetfovanych kodonech,
které je mozné prokazat ztratou pfirozenych
nebo pfitomnosti pfidatnych restrikénich mist
pro dané endonukledzy. Nenalezli jsme tedy
zadné mutace v UL97 genu pro specifickou
virovou protein kindzu — fosfotransferdzu spo-
jené s rezistenci vici gancicloviru.

Diskuze

Rezistence v{ci gancicloviru vyvoland bo-
dovymi mutacemi v UL97 genu je v 90-95 %
pfipadd divodem selhani Iécby ganciclovirem.
Klasické metody vySetfeni citlivosti antivirotik
zaloZené na kultivaci viru jsou sice velice spo-
lehlivé, avSak z Casového hlediska (nékolik dni)
ne zcela idedlni. Pfedevsim v klinické praxi, kdy
na véasném zjisténi skutecnosti pfitomnosti re-
zistentniho a v{i antivirotické terapii intaktniho
viru Easto zavisi Uspésnost zvladnuti posttrans-
plantaénich infekénich komplikaci. Na druhou
stranu zjiSténi opirajici se o klinické manifesta-
ce selhani antivirové terapie v mnoha pfipadech
jiz nedavaji takové terapeutické moznosti jako
v piipadé ¢asného odhaleni pfitomnosti rezis-
tentniho viru v nejasnéjsim stadiu, které je diky

Obrazek 7. Analyza kodonu 595 restr. enzy-
mem Taql (118bp = 118bp)

s oy s . ———

By o, o o, o o e

dostupnym  citlivym molekulérné-biologickym
metoddm mozné.

Lze se tedy domnivat, Ze nejvhodné&jSim
postupem vasné detekce ganciclovir rezis-
tentnich CMV kmend, ktery poskytuje moz-
nost adekvatniho terapeutického postupu, je
pravidelny screening pfitomnosti rezistentnich
virovych kmend u pacientd [é¢enych dlouho-
dobé ganciclovirem.

Jednou z moznosti vy3etfeni pfitomnosti
ganciclovir rezistentnich kmen CMV je de-
tekce bodovych mutaci v UL97 genu CMV me-
todou RFLP, kterou jsme na nadem pracovisti
pouZili. Vyhodou této metodiky je pfedevsim
rychlost, kterd je v klinické praxi nezbytna,
a relativni finan¢ni dostupnost.

V naSem Setfeni nebyla zjisténa pfitom-
nost ganciclovir rezistentnich kmenti CMV
jak vyplyva z ddaji uvedenych v kapitole
o vysledcich.

Zavér

V nasi studii zahrujici 300 vySetfeni pfitom-
nosti bodovych mutaci v inkriminovanych kodo-
nech ve vzorcich ziskanych od 30 pacientd po
prodélané transplantaci ledviny s aktivni CMV in-
fekei bez jeji klinické manifestace nebyla zjisténa
ani v jednom pfipadé pfitomnost bodové mutace
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a tim pfitomnost ganciclovir rezistentniho kmene
CMV. VSichni pacienti, kterym byl po zjisténi ak-
tivni infekce preemptivné podavan ganciclovir po
dobu 14 dni, z{stali i po prodélané terapii prosti
klinické manifestace CMV infekce.

MoZnost detekce bodovych mutaci v ko-
donech 460, 520, 591, 592, 594, 595, 599,

603 a 607 CMV UL97 genu pro specifickou
virovou fosfotransferazu metodou RFLP se
zd4 byt do budoucna velice perspektivni
i pfes to, ze v Ceské republice nebyly za-
tim tyto kmeny detekovany. Je totiz rediné
a spravné predpokladat, Ze se s nimi v blizké
dobé setkdme.

Tato prace byla vypracovdna v ramci
vyzkumného zaméru MSMT CEZ:
J13/98: 111500001

(ZdvaZnd orgdnova selhani,
experimentaini a klinické aspekty,
moZnosti prevence
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