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Naziv doktorske disertacije:
Povezanost infekcije i genotipova humanog citomegalovirusa sa klini¢kim ispoljavanjma u
bolesnika sa hematoloskim malignitetima

Sazetak:

Humani citomegalovirus (HCMV) je ubikvitaran patogen. U osoba sa hematoloskim
malignim bolestima i alogenom transplantacijom mati¢nim éelijama hematopoeze (TMCH)
HCMYV infekcija se smatra jednom od najopasnijih komplikacija.

Varijacije u genima koji kodiraju glikoproteine B (gB) i N (gN), vazne u virusnoj
replikaciji i imunskom odgovoru, uslovljavaju pojavu razli¢itih genotipova HCMV. Postoje
dokazi da varijante ovog virusa igraju bitnu ulogu u patogenezi bolesti, premda nijedna
klinicka manifestacija nije nedvosmisleno povezana ni sa jednim genotipom. Takode, za
raznolikost u distribuciji HCMV gB i gN genotipova za sada nema definitivhog objasnjenja.

Iako je vecina ¢inilaca koji dovode do HCMV infekcije istraZena, uloga uzrasta, pola,
tipa alogene transplantacije i osnovnog oboljenja (maligna vs nemaligna bolest) su retko
ispitivane.

Konac¢no, uloga ovog virusa u genezi malignih bolesti krvi je i dalje nejasna.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje povezanosti infekcije i genotipova HCMV
sa klinickim ispoljavanjma kod bolesnika sa hematoloskim malignim bolestima.

Rezultati istraZivanja su pokazali da su najces¢i genotipovi u populaciji dece kod koje
je uradena TMCH gB4 i gN1. Citomegalovirusna infekcija je bila zna¢ajno povezana sa
boles¢u kalema-protiv-domacina. Seroloska analiza je ukazala na moguce protektivno
dejstvo HCMYV infekcije u odnosu na nastanak B-celijskih neoplazija.

Zakljucci ove doktorske teze su da postoji neophodnost detaljnijeg ispitivanja
molekularne epidemiologije HCMV, kao i odnosa HCMV infekcije i zloéudnih tumora
porekla B-celija i hematoloskih malignih oboljenja uopste. Ovakva i sli¢na istrazivanja bi
prosirila nasa saznanja o klinickom znac¢aju HCMV infekcije.

Kljuéne redi:

citomegalovirus, glikoprotein B, glikoprotein N, seroprevalencija, alogena transplantacija
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Title of the doctoral dissertation:
Association between the infection and genotypes of human cytomegalovirus and clinical
manifestations in patients with hematological malignancies

Abstract:

The human cytomegalovirus (HCMV) is a ubiquitous pathogen. Cytomegalovirus infection
is considered one of the most severe complications in patients with hematologic
malignancies undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT).

Variations in genes encoding glycoproteins B (gB) and N (gN), important in viral
replication and immunity, give rise to different HCMV genotypes. Although there is
evidence that these variants play a significant role in disease pathogenesis, no clinical
manifestation has been decidedly associated with any genotype. Moreover, the apparent
diversity in gB and gN genotype distribution has not been fully elucidated. Albeit most
factors leading to HCMYV infection have been explored, the role of age, gender, type of
allogeneic HSCT and underlying disease (malignancy vs non-malignant disease) were
rarely studied. Finally, the relation between HCMYV infection and blood cancer genesis is
yet to be unraveled.

The aim of this doctoral dissertation is to study the association between HCMV
infection and genotypes and clinical manifestations in patients with hematological
malignancies.

The results have shown gB4 and gN1 to be the most prevalent genotypes in children
undergoing HSCT. Viral infection was significantly associated with graft-vs-host disease.
Serological analysis pointed to a possible protective effect HCMV might proffer against the
emergence of B-cell neoplasia.

More detailed studies on HCMV molecular epidemiology are warranted in order to
yield a precise gB and gN genotype layout. The association between HCMYV infection and
B-cell malignancies, especially the tentative safeguarding effect the virus may bestow,
should be further investigated. Similar research would expand our understanding of the
clinical significance of HCMYV infection.

Key words:
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hematopoietic stem cell transplantation, hematologic malignancy, risk factors, clinical
manifestations, oncoprotection
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Llvod

1.1. Istorijat

Posmatrajuci patohistoloske preseke tkiva bubrega mrtvorodenog deteta sa kongenitalnim
sifilisom, kao i preparate parotidnih zlezda dece, nemacki nauc¢nik i patolog Hugo Ribert
(Ribbert) je prvi primetio 1881. godine celije karakteristicne za infekciju humanim
citomegalovirusom (HCMYV) [1]. Jesionek (Jesionek) i Kiolemenoglu (Kiolemenoglou) su 1904.
godine opisali sli¢ne celije u plué¢ima, bubrezima i jetri osmomesec¢nog fetusa koji je bio
inficiran uzro¢nikom sifilisa, opisavsi ih kao strukture “slicne protozoama” [2]. Ove celije
su posedovale ekscentri¢no postavljeno jedro sa “centralnim nuklearnim telom” oko kog se
prostirao providan halo (Slika 1).

Rade¢i u Ribertovoj laboratoriji, Levenstajn (Lowenstein) je opisao iste celije u
parotidnim zlezdama dece [3]. Navedeni izvestaji predstavljaju prve opise karakteristi¢nih
citomegali¢nih celija sa intranuklearnim inkuzijama.

Prve pretpostavke o virusnoj etiologiji pomenutih promena u celijjama ovakvog
histoloskog profila daju Fon Glan (Von Glahn) i Papenhajmer (Pappenheimer) u radu iz 1925.
godine. Oni su primetili da je Lipsvec (Lipschuetz) otkrio celije sa intranuklearnim
inkluzijama u lezijama osobe obolele od genitalnog herpesa i herpes zostera [4, 5]. Ovo ih je
navelo na pretpostavku da su videne promene posledica patogenog dejstva virusa, a ne
protozoa.

Post-mortem patohistoloskim pregledom pljuvacnih zlezda dece i Farber (Farber) i
Volbah (Wolbach) su 1932. godine opisali prisustvo ¢elija sa inkluzijama [6]. Ovakav nalaz je
bio prisutan u preko 14% nekropsija, ukazujudi na to da infekcija ovim patgenom nije retka.

Celije sa pomenutom karakteristicnom histoloskom prezentacijom su do 1932.
godine uocene u 25 slucajeva retke kongenitalne infekcije koja se klinicki odlikovala
prisustvom petehija, hepatosplenomegalije i intracerebralnih kalcifikacija. Vajat (Wyatt) i
saradnici su 1950. godine za ovaj klinicki entitet predlozili naziv “generalizovana
citomegali¢na inkluziona bolest” (CIB) [7]. U ovom slucaju, intracelularne inkluzije su se
dosledno mogle pronac¢i u celijama bubrerZnih tubula. Ovo zapaZanje je dovelo do
pretpostavke da bi se bolest mogla dijagnostikovati i za Zivota traZeéi karakteristi¢ne celije
u sedimentu urina. Virusna etiologija ove bolesti je i dalje bila neprepoznata.

Prate¢i ovu pretpostavku, Feterman (Fetterman) je napravio citoloski preparat
sedimenta urina osobe sa suspektnom CIB, ¢ime prvi uspesno postavlja dijagnozu ovog
entiteta u zivog bolesnika [8].

Prvi direktan pogled u svet HCMV nam omogucava elektronska mikroskopija.
Koriste¢i ovu tehniku u radu objavljenom 1953. godine, Minder (Minder) opisuje prisusvo



Cestica veli¢ine 199 nanometara sugestivnih na virus u prozra¢nom halou oko inkluzija u
¢elijama pankreasa kod bolesnika sa CIB [9].

S obzirom na to da je u pitanju patogen koji iskljucivo inficira ljude, izolacija HCMV
morala je da sac¢eka eru u kojoj bi humane celije mogle rutinski da se kultivisu. Prilika se
konac¢no ukazala sa uspehom Endersa (Enders; Slika 2) i saradnika da izoluju poliovirus u
humanim embrionalnim ¢elijama, poduhvatom koji je krunisan Nobelovom nagradom
1954. godine [10]. Ovo prestizno priznanje Enders je podelio sa Frederikom Cepmanom
Robinsom (Robbins) i Tomasom Haklom Velerom (Weller; Slika 3), koji ¢e nesto kasnije igrati
vaznu ulogu u istoriji HCMV.

Margaret Smit (Slika 4) je 1955. godine izolovala virus iz pljuvac¢ne Zlezde koji se
umnozavao samo u humanim, ali ne i éelijskim kulturama mi$a. Danas znamo da je ovo
posledica visoke specifi¢nosti razlicitih citomegalovirusa za Zivotinjsku vrstu koju inficiraju.
Smitova je nazvana i “majkom citomegalovirusa” [11].

Koristeéi ovu metodu izolacije, Veler, inac¢e pedijatar i parazitolog, zapocinje
kultivaciju protozoe Toxoplasma gondii u humanim embrionalnim ¢elijama. Toksoplazma je
patogen koji dovodi do ozbiljnog i ponekad smrtonosnog kongenitalnog oboljenja koje
klini¢ki veoma podseca na CIB. Upravo je iz uzorka pedijatrijskog bolesnika sa sumnjom na
kongenitalnu toksoplazmozu 1957. godine izolovan virus koji je kasnije identifikovan kao
HCMV [12].

Rou (Rowe) i saradnici [13] su izolovali virus iz adenoidnog tkiva za koji su
pretpostavljali da se radi o izazivac¢u ov¢jih boginja, s obzirom na prisustvo jedarnih
inkluzija kakve je opisao Veler 1953. godine kod bolesnika sa varicelom [14]. Ispitivani
material je radi provere bio odnet u Velerovu laboratoriju, koji je dosao do zakljucka da se
zapravo radi o agensu koji je on sam izolovao nesto ranije iz uzorka bolesnika sa
toksoplazmozom [12].

Naucnici koji su na ovaj nacin nezavisno izolovali viruse su razmenili uzorke sa
agensima medusobno, a potom i potvrdili njihovu sli¢nost [15]. Veler je virusu dao ime -
citomegalovirus.



Slika 1. Celije sa jedarnim inkluzijama sa haloom za koje su Jesionek i Kiolemenoglu smatrali
da predstavljaju parazite. Izvor: Ho M. The history of cytomegalovirus and its diseases.



Slika 2. Dzon Frenklin Enders (februar 1897. - septembar 1985.).
Izvor: www.nobelprize.org



Slika 3. Tomas Hakl Veler (jun 1915. - avgust 2008.).
Izvor: www.nobelprize.org.




Slika 4. Margaret Gledis Smit (februar 1896. - maj 1970.).
Izvor: compass.fivecolleges.edu.



1.2. Karakteristike HCMV

1.2.1. Klasifikacija

Herpesvirusi su patogeni koji inficiraju mnoge ki¢menjake, a medu njima ljude i druge
primate. Smatra se da su herpesvirusi evoluirali u veoma bliskoj asocijaciji sa domacdinom
kog inficiraju, $to je narocito primetno u slucaju citomegalovirusa koji inficiraju primate.

Po klasifikaciji Medunarodnog komiteta za virusnu taksonomiju (International
Committee on Taxonomy of Viruses, https://talk.ictvonline.org/), humani
citomegalovirus, odnosno humani betaherpesvirus 5, spada u familiju Herpesviridae,
subfamilija Betaherpesvirinae. U rodu Cytomegalovirus, HCMV deli mesto sa jo$ 10 drugih
virusa koji kao domacine imaju razli¢ite primate (Slika 5).

1.2.2. Struktura viriona

Humani citomegalovirus poseduje strukturu tipi¢nu za druge herpesviruse ¢oveka (Slika
6). Nasledni materijal HCMV ¢ini dvolancana linearna DNK zasti¢ena ikozaedarnim
kapsidom. Kapsid je veli¢ine 130nm i sastoji se od 162 kapsomere - ovu formaciju sa¢injava
150 heksamera (heksona) i 12 pentamera koji se nalaze na rogljevima (verteksima) samog
ikozaedra (Slika 7) [16]. U toku replikacije, stvara se tri tipa kapsida (A, Bi C), a samo tip C
sadrzi nukleinsku kiselinu i moZe da sazri u zrelu, infektivnu virusnu ¢esticu [17].

Glavni kapsidni protein (engl. major capsid protein, MCP) formira kako heksone, tako
i pentone, dok se najmanji kapsidni protein (engl. smallest capsid protein, SCP) nalazi na vrhu
heksona. Manji kapsidni protein (engl. minor capsid protein, mCP) asocira sa mCP-vezujuéim
proteinom u odnosu 2:1 kako bi se formirali trostruki kompleksi koji povezuju kapsomere
[18, 19]. Gen UL104 kodira portalni protein, gradivhu komponentu portalnog kompleksa
lociranog na jednom od verteksa. On predstavlja ulazno mesto za virusnu DNK u
preformirani prokapsid [20].

Nukleokapsid je okruZen tegumentom, proteinskim slojem karakteristi¢cnim za
porodicu Herpesviridae. Tegument se nalazi izmedu kapsida i lipidnog omotaca virusa i
medusobno ih povezuje. Sastoji se od najmanje 27 proteina, od kojih su vecina fosforilisani
i visoko imunogeni [21]. Uloga ovog sloja nije isklju¢ivo u asocijaciji nukleokapsida i lipidne
membrane - proteini tegumenta vrse spektar funkcija kao $to su npr. transkripciona
aktivacija, ulazak virusa u ¢eliju, izbegavanje imunskog odgovora i progresija celijskog
ciklusa [22, 23, 41].

Najpovrsniju strukturu HCMYV ¢ini dvoslojna lipidna membrana celijskog porekla.
Ova struktura je nesto viSe pleomorfna nego kod drugih herpesvirusa, $to omogucava
morfolosko raspoznavanje HCMV [24]. Ona je proZeta brojnim virusnim glikoproteinima,
kao sto su glikoproteini B i N, koji imaju klju¢ne uloge u virusnoj replikaciji.



Duplodnaviria

I

Heunggongvirae

Peploviricota

Herviviricetes

Slika 5. Klasifikacija humanog citomegalovirusa.
Izvor: International Comitee on Taxonomy of Viruses
(https:/ /talk.ictvonline.org/ taxonomy/)

Herpesvirales
1
1 1 1
Alloherpesviridae Malacoherpesviridae Herpesviridae
|
1 1 1
Alphaherpesvirinae Betaherpesvirinae Gammaherpesvirinae
1
1 1 1 1 1
Cytomegalovirus Muromegalovirus Proboscivirus Quwivirus Roseolovirus
Humani
== betaherpesvrus 5
(HCMV)




/ Povrsinski proteini

Tegument

Kapsid

DNK

Portalni verteks

Slika 6. Shematizovana struktura humanog citomegalovirusa.



Slika 7. Krioelektronska mikroskopija cestice HCMV. Centralni preseci viriona (A, gore) i
neinfektivne cestice (NIEP; A, dole).
Izvor: Xuekui Yu i sar., Atomic structure of the human cytomegalovirus capsid with its securing
tegument layer of pp150.
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1.2.3. Karakteristike i organizacija genoma

Humani citomegalovirus poseduje najduzi genom od svih herpesvirusa ¢oveka (Slika 8).
Dvolancana linearna DNK HCMYV je duzine oko 236 000 baznih parova i sadrzi vise od 751
okvira ¢itanja [25, 26]. Od njih, 282 virusna transkripta je translaciono aktivno, od kojih 206
poseduju kodirajuc¢i potencijal [27], a jedna tre¢ina poli-A RNK transkripta kodiraju
proteine [28]. Iako je funkcija mnogih gena i dalje nepoznata, uloge i funkcije ve¢éine HCMV
gena u infektivnim stadijumima su identifikovane.

Prvi dokazi o postojanju razlic¢itih sojeva HCMV dolaze iz eksperimenta koji su
sproveli Veler i saradnici testiraju¢i serum dva bolesnika sa CIB na izolatima virusa
metodom fiksacije komplementa [29].

Genom HCMV je organizovan tako da sadrZzi jedinstveni dugi (UL) region i
jedinstvene kratke regione (Us), na ¢ijim krajevima se nalaze terminalni i unutrasnji ponovci.
Razli¢iti sojevi HCMV pokazuju homologiju DNK sekvence ve¢u od 95%. Uprkos tolikoj
UL73 (kodira glikoprotein N), UL74 (kodira glikoprotein omotaca O), UL144 (kodira
membranski glikoprotein pUL144) i UL146 (kodira hemokin xCXCL1), ¢ija varijabilnost
moze biti veoma korisna u pracenju virusne transmisije u bolnickom okruzenju. Ovi
polimorfni geni su korisc¢eni u ispitivanju moguce povezanosti genotipa sa odredenom
bolescu, ali i u odredivanju geografske distribucije sojeva.

U produktivnoj infekciji, HCMV pokazuje svojevrsnu temporalnu kaskadu genske
ekspresije tri grupe gena: a immediate early (IE), p early (E, ili DE) i y late (L) gena [31, 31].
Ove genske klase se eksprimiraju redom i koordinisano tokom 48 do 72 sata produktivnog
replikativnog ciklusa. Transkripciona regulacija virusne i Celijske genske ekspresije je
posredovana IE genima (IE1 i IE2) ili DE genima (UL34, UL35, UL112-UL113 i UL69).
Ekspresija DE gena je neophodna za sintezu virusne DNK i zavisi od funkcionalne
ekspresije produkata IE gena. Na kraju, ekspresija L gena je zavisna od ekspresije DE gena.
Ona obuhvata genske produkte koji formiraju virione i kontrolisu maturaciju. Organizacija
genoma HCMV je prikazana na Slici 8.

Celijska RNK polimeraza II i asocirana transkripciona masinerija kontrolisu virusnu
transkripciju tokom ¢itave infekcije, iako u ovom procesu znacajnu ulogu igraju i molekuli-
transaktivatori porekla samog patogena. Skorasnja ispitivanja putem dubokog
sekvenciranja virusnih genoma iz klini¢ckih uzoraka su otkrila impresivan nivo
varijabilnosti, koji nagovestava da je replikacija DNK genoma HCMYV sklona greSkama na
nivou sli¢cnom nekim RNK virusima [32].

Konac¢no, translacija je proces koji je u potpunosti zavisan od ¢elijskih ribozoma.

-11 -
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Slika 8. Organizacija genoma HCMV.

Na slici je prikazan soj “Merlin”, GenBank pristupni naziv NC_006273. Dvolan¢ana
DNK je prikazana crnom linijom. Pozicije nukleotida su izrazene u baznim parovima (bp).
Terminalne i unutrasnje ponavljajuce sekvence (TRL, IRL/IRS i TRS) su prikazane belim
pravougaonicima. Strelice predstavljaju gene; razli¢ite genske familije su obojene razlic¢itim
bojama.

Izvor: Sijmons S, Van Ranst M, Maes P. Genomic and Functional Characteristics of
Human Cytomegalovirus Revealed by Next-Generation Sequencing.

1.2.3.1. HCMV geni UL55 i UL73

Pet glikoproteina lipidnog omotaca (gB, gH:gL, gM:gN) su jedni od najvaznijih molekula
ukljucenih u replikaciju i predstavljaju mete za neutraliSuca antitela [33]. Glikoproteini B i
gH:gL igraju klju¢nu ulogu u pripajanju i ulasku virusa u ¢eliju, dok je gM:gN vezan za
sazrevanje virusne Cestice.
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1.2.3.1.1. UL55 i glikoprotein B

Glikoprotein B je kodiran od strane gena UL55. On formira trimer (gcl) na lipidnom
omotacu i posreduje u spajanju membrana virusne cestice i Celije i njenom ulasku u ¢eliju
domacina. Ovaj molekul predstavlja klju¢no ciljno mesto za vezivanje neutraliSucih antitela.
Glikoprotein B ucestvuje i u $irenju virusa direktno izmedu celija (engl. cell-to-cell spread),
kao i u spajanju ¢elija koje za ishod ima formiranje sincicijuma. U osnovi oba ova procesa
jeste membranska fuzija.

Na osnovu varijacije u sekvenci UL55 gena, identifikovano je cetiri glavna gB
genotipa (gB1, gB2, gB3 i gB4), kao i tri ne-prototipske varijante (gB5, gB6 i gB7) [34].
Pojedina istrazivanja pokazuju da genetska varijacija izmedu HCMYV sojeva moze biti
povezana sa njihovom patogenoscu [35, 36].

1.2.3.1.2. UL73 i glikoprotein N

Kompleks gcll (gM:gN) je odgovoran za ulazak patogena u celije. Glikoprotein N
koga kodira UL73 je jedan od najvarijabilnijih genskih produkata [33]. Ovaj gen je jedan od
mnostva koji ucestvuju u latenciji virusa. Glikoprotein N takode predstavlja vaznu metu
imunskog sistema i indukuje stvaranje neutraliSuc¢ih antitela. Do sada je identifikovano
Cetiri genotipske varijante (gN1, gN2, gN3 i gN4). U okviru poslednje dve, postoje
subgenotipovi - gN3a i gN3b, kao i N4a, gN4b i gN4c, respektivno. Varijanta ozna¢ena kao
gN4 je povezana sa povecanim rizikom za nastanak kongenitalne HCMYV bolesti.

Brojna istrazivanja su ispitivala povezanost izmedu klinickih manifestacija i
glikoproteina B i N u odraslih imunokompromitovanih bolesnika [36-40]. Studije u dece i
adolescenata su veoma retke.

1.2.4. Transmisija i patogeneza

Sli¢no ostalim herpesvirusima, nakon primarne infekcije HCMYV ostaje prisutan u domacinu
tokom ¢itavog Zivota.

Transmisija HCMV se najceS¢e odvija direktnim kontaktom. Infekcija ovim
patogenom u ljudi zapocinje kada izlaganje domacina virusu prevazide urodene imunske
barijere, te zapo¢nu odrziva replikacija i sistemsko Sirenje virusa.

Primarna infekcija naj¢es¢e pocinje replikacijom u epitelu mukoza na mestu samog
izlaganja patogenu. Sistemska faza primarne infekcije u odraslih je pracena najvisim
nivoima sekrecije virusa u salivi, urinu, maj¢inom mleku i genitalnim sekretima. Ovo su
verovatno najvazniji nacini transmisije virusa medu ljudima.

Leukociti periferne krvi su odgovorni za diseminaciju virusa do pljuvac¢nih Zlezda i
bubrega. U zavisnosti od starosti domacina, lucenje virusa u salivi i urinu moze trajati
mesecima i godinama. Perzistentno i ponavljano luc¢enje u ovim ekskretima je ¢esc¢e u dece
nego u odraslih. Nezavisno od nacina dospevanja virusa u organizam, infekcija kulminira
viremijom asociranom sa leukocitima. Posledica viremija je dopremanje patogena u one
organe u kojima se on aktivno razmnoZavaiiz kojih se zrele HCMV ¢estice dalje mogu lu¢iti
i inficirati drugog domacina.

Humani citomegalovirus moze da inficira epitelne celije, glatke miSi¢ne Celije, nervne
¢elije, fibroblaste, celije mijeloidne loze (monociti/makrofagi i dendritske celije) i endotelne
¢elije [33]. Prirodno mesto latencije HCMV se nalazi u hematopoetskim celijama porekla
kostane srzi.
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U fibroblastima HCMYV stvara veliki broj virusnih cestica kroz obimnu replikaciju i
proliferaciju [41]. Monociti inficirani HCMV prenose patogen do razli¢itih organa putem
krvi, ¢ime doprinose produktivnoj i perzistentnoj infekciji [42-46]. Posle indukcije, HCMV-
inficirani monociti se mogu diferencirati u makrofage, te dalje odrzavaju replikaciju i
ekspresiju virusnih gena [46].

Sema replikativnog ciklusa HCMV je prikazana na Slici 9. Virusna penetracija se
odvija ili direktnom fuzijom sa ciljnom celijom (fibroblasti), ili endocitozom ukoliko su u
pitanju drugi celijski tipovi (endotelne i epitelne celije) [33]. Nukleokapsid se putem
mikrotubula doprema do kompleksa jedarnih pora, gde se genom virusa otpusta u jedro. Iz
linearne forme, genom HCMYV unutar jedra prelazi u kruzni oblik. Sama DNK replikacija se
takode odvija u nukleusu na poseban nacin, takozvanom tehnikom kotrljajuceg obruca.
Sastavljanje kapsida kao i DNK enkapsidacija se odvijaju takode u jedru.

Prvu lipidnu ovojnicu virus dobija od unutrasnje jedarne membrane. Ubrzo nakon
toga ona se spaja sa spoljasnjom jedarnom membranom. Glikoproteini koji ¢e biti integrisani
u lipidnu membranu zrele virusne cestice se stvaraju u endoplazmatskom retikulumu i
glikozilisu u Goldzijevom telu. Drugi i ujedno konacni fosfolipidni dvosloj HCMV dobija
od “endoplazmatski retikulum/Goldzi intermedijernog kompartmana” (ERGIC-a) ili
endozomalnih membrana, nakon ¢ega virus napusta celiju egzocitozom.

Humani citomegalovirus poseduje najkompleksniji od svih herpesvirusnih viriona
[33]. Zrela infektivna cestica se sastoji od najmanje 66 proteina koji imaju razli¢ite uloge
tokom infekcije. Mnogi od njih moduliraju i posreduju u ulasku i izlasku virusa iz celije,
uti¢u na Celijski tropizam i interaguju sa odgovorom na infekciju koji razvija domacin.

Na osnovu vremena pojave citopatogenog efekta u celijskoj kulturi, HCMV se smatra
sporo-replikujuéim patogenom, a narocito kada se uporedi sa drugim ¢lanovima porodice
Hepresviridae, kao Sto je na primer herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1) [47]. Iako je
replikativni ciklus HCMYV spor (potrebno je od 48 do 72 sata do dostizanja konac¢nih faza
sazrevanja i oslobadanja zrelih virusnih cestica), ekspresija IE gena pocinje unutar nekoliko
minuta od infekcije. Promena od rane u kasnu fazu je znatno duZza, od 24 do 36 sati posle
infekcije, a moZe trajati i duZe u zavisnosti od tipa celije koji je inficiran.

Humani citomegalovirus moze uéi u latentnu fazu. Latencija je stanje u kom je u ¢eliji
prisutna virusna DNK, ali ne dolazi do stvaranja infektivnih virusnih cestica.

Detekcija mnogih virusnih transkripta u zdravih seropozitivnih osoba moze
predstavljati reaktivaciju latentnog virusa i transkripciju virusnih gena u novoinficiranim
¢elijama.

Virus se moZe preneti sa majke na plod putem placente i maj¢inim mlekom.
Transmisija urinom i salivom je takode moguca, a HCMV se moZze detektovati i u
cervikalnim i seminalnim sekretima. Kona¢no, transplantacija organa (a samim time i
transfuzija krvi) predstavlja put prenosenja ovog patogena.

-14 -



————* Regulation of
— : host immune and
[/ stress responses
[

e 5 \
7 4 Sl , /
[/ nemv =0 7 /‘ /|
[[ Genome  viral Gene” }/ )
| o
\\ Regulation l >3

O
O
~

R )
Viral Genome O &7

Replication O ~” O ) @

N
W

= Nucleus _—
Legend
"o .
-I;, T Infectious particle O = Empty capsid 1+t = Tegument proteins . = Dense bodies DE = Delayed early proteins
v .
= Genome-loaded capsid () & = dsDNA viral genome ' Viral glycopeoteins  |E = immediate early proteins L = Late proteins

Slika 9. Pregled replikativnog ciklusa HCMV.

(A) Infektivne cestice ulaze u celiju putem interakcije sa celijskim receptorima.
Kapsid i proteini tegumenta su isporuceni u citosol. (B) Kapsid se prenosi do jedra, unutar
kog genom virusa cirkularizuje. Proteini tegumenta regulisu odgovore celije domacina i
zapocinju temporalnu kaskadu ekspresije virusnih IE gena, a zatim DE gena (koji zapo¢inju
replikaciju virusnog genoma) i L gena. (C) Ekspresija kasnih gena inicira sastavljanje
kapsida u jedru. Kapsidi asociraju sa proteinima tegumenta u citosolu i bivaju preneseni do
kompleksa za sklapanje virusa (AC) koji sadrzi komponente endoplazmatskog retikuluma
(ER), Goldzijevog aparata i endozomne masinerije. (D) Infektivne cestice sa omotacem se
oslobadaju zajedno sa neinfektivnim gustim telima.

Izvor: Jean Beltran PM, Cristea IM. The life cycle and pathogenesis of human
cytomegalovirus infection: lessons from proteomics.

1.2.5. Imunski odgovor domaéina

Celijski imunitet je taj koji uspe$no ograni¢ava primarnu HCMV infekciju [33]. Po
njenom okoncanju, u kostanoj srzi virus perzistira latentno inficirajudi éelije mijeloidne loze
kao sto su prekursori monocita, makrofaga i dendritske ¢elije. Ove latentno inficirane celije
predstavljaju izvor virusa odakle se on $iri celim organizmom, ali i doprinose riziku za
prenos HCMYV putem transplantacije organa ili transfuzije krvi.

Imunski sistem nije u mogucénosti da u potpunosti odstrani HCMV iz organizma.
Snazni imunski modulatori porekla samog patogena verovatno pomazu HCMYV da ublaZzi
snagu imunskog nadzora, a uz to i olaksavaju perzistenciju infekcije. Adaptivni T-celijski
odgovor dominantno je taj koji koli¢inu virusa odrzava na niskom nivou. Ovaj imunski
arsenal, koji je slabije razvijen u dece, tek posle duZeg vremena uspesno uspeva da
kontrolise aktivnu HCMV replikaciju. Adaptivni T-Celijski odgovor najverovatnije
doprinosi kontroli virusne latencije kroz supresiju reaktivacije ili, $to je verovatnije,
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prevencijom virusne amplifikacije nakon reaktivacije. Deficit T-¢elijskog odgovora koji se
susrece u osoba sa sindromom stecene imunske deficijencije (AIDS), bolesnika kod kojih je
uradena alogena transplantacija mati¢nim ¢elijama hematopoeze, solidnog organa ili tokom
primene terapijskih protokola koji snazno suprimiraju ovaj imunski odgovor u osoba sa
limfomim, Sirom otvara vrata za nastanak infekcije i bolesti.

1.2.6. Epidemiologija

Humani citomegalovirus je ubikvitaran patogen. Rizik za infekciju je kontinuiran i
dozivotan [48], pri ¢emu se primarni kontakt najceSc¢e deSava u toku prvih dvadeset godina
zivota [49].

Vise od polovine odraslih osoba starijih od 40 godina su inficirane HCMYV [50], dok
se prokuZenost ovim patogenom krece i do 100% u nekim delovima sveta gde se izloZenost
virusu desava jo$ u ranom detinjstvu [36]. Virus se prenosi bliskim, direktnim kontaktom
sa telesnim tecnostima, kao §to su urin, saliva, krv, suze, maj¢ino mleko i genitalni sekreti
[33]. Transmisija je najcesc¢a u detinjstvu.

Ukupna prevalencija infekcije pokazuje veliku varijabilnost u zavisnosti od brojnih
okolnosti. Mnostvo faktora doprinosi HCMV seropozitivnosti/ prokuzenosti, kao sto su
starost [48, 51, 52], pol [48, 53, 54], socioekonomski status (bez obzira na starost, HCMV
prevalenca je visa u osoba koje pripadaju nizim socio-ekonomskim grupama) [55-57],
aktuelno pusenje [56], nivo obrazovanja [56], broj seksualnih partnera [56], praksa vezana
za negu dece [51], razli¢iti kulturalni uslovi ili obi¢aji vezani za dojenje [51] i tako dalje.
procenjuju globalnu seroprevalenciju na 83% u opstoj populaciji, 86% u Zena u
reproduktivnom dobu, kao i 86% u davalaca krvi ili solidnih organa [58]. Topografski, za
svaku od pomenute tri grupe, najvisu seroprevalenciju od 90% pokazuje region Isto¢nog
Mediterana (regionalna podela po Svetskoj Zdravstvenoj Organiaciji, SZO), a najmanju SZO
Evropski region (66%) [58]. Infekcija izazvana HCMV je takode najcesc¢a intrauterina
infekcija i predstavlja visok prioritet za razvijanje vakcine [59, 60].

1.2.7. Spektar oboljenja

Osobe koje nikada nisu bile inficirane HCMV (seronegativni) razvijaju primarnu infekciju,
dok oni koji su prethodno bili u kontaktu sa virusom (seropozitivni) mogu biti inficirani
drugim sojem istog patogena [61]. U osoba koje su ve¢ jednom bile izloZene virusu,
reaktivacija HCMV takode moZe dovesti do manifestne bolesti.

Infekcija HCMV uglavnom ne dovodi do pojave klinickih manifestacija tokom
primarne infekcije, reinfekcije ili reaktivacije jer su sva tri tipa infekcije pod efikasnom
kontrolom normalnog imunskog sistema. Infekcija je, tako, u opstoj populaciji
asimptomatska ili se moZe manifestovati u vidu febrilne bolesti ili sindroma sli¢nog
mononukleozi. Sistemska bolest sa posledicama po specificne organe je u ovoj populaciji
retka.

Humani citomegalovirus je najznacajniji infektivni uzro¢nik kongenitalne bolesti
[55]. Procenat transplacentalnog prenosa je 33% u seronegativnih trudnica, dok je ovaj rizik
znacajno niZi u Zena sa rekurentnom infekcijom i krece se oko 1% [33]. U slucajevima gde
dolazi do oboljevanja ploda, senzorineuralna ostec¢enja (gubitak sluha, oStecenje vida i
poteskoce u ucenju) se javljaju kod 12-25% inficirane novorodencadi [62]. Kod kongenitalno

-16 -



obolele novorodencadi u malom procentu slucajeva infekcija se manifestuje u vidu teske
sistemske, po Zivot ugrozavajuce citomegalovirusne inkluzione bolesti (CIB).

Za razliku od zdrave populacije, HCMYV je vazan izaziva¢ teskih oboljenja u osoba
¢iji je imunski sistem nezreo ili kompromitovan, kao sto je plod in utero ili osobe sa malignim
bolestima [58]; novorodencad, primaoci transplantiranih tkiva i éelija ili bolesnici inficirani
HIV-om predstavljaju idealne domacine za ostvarenje punog patogenog potencijala virusa
[63]. Klinicke manifestacije imunosuprimiranih bolesnika sa HCMV infekcijom su
prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. Klinicke manifestacije u imunosuprimiranih bolesnika sa HCMYV infekcijom.

HCMYV sindrom (akutna sistemska febrilna bolest), pneumonija,
hepatitis, retinitis, pankreatitis, miokarditis, encefalitis, odbacivanje
kalema, ubrzana vaskulopatija koronarnih arterija (transplantacija
srca), povecan rizik oportunistickih bakterijskih i gljivi¢nih infekcija

Transplantacija
solidnog organa

Pneumonija, gastrointestinalna bolest, hepatitis
encefalitis, retinitis, HCMV bolest kasnog pocetka (engl. late onset
disease), oportunisticke bakterijske i virusne infekcije

Transplantacija
maticnih éelija
hematopoeze

Retinitis, ezofagitis, kolitis, encefalitis, pneumonija, hepatitis,
gastritis, periferna neuropatija, poliradikuloneuritis, veca ucestalost
HIV/AIDS kongenitalne HCMV bolesti (2.3-4.6% naspram 0.7% u opstoj
populaciji), HCMV kao kofaktor u razvoju AIDS-a (?)

Pored direktnih efekata koji se mogu dokumentovati histopatoloski u bioptatima
organa, HCMV je povezan i sa indirektnim manifestacijama bolesti, koje postaju oc¢igledne
na nivou populacije, pre nego u pojedinca. Ovaj fenomen je prvi put opisan posle
transplantacije solidnog organa, gde je znacdajno prisustvo ateroskleroze, odbacivanja
kalema, i sekundarne bakterijske i gljivi¢ne infekcije primeceno u osoba sa istorijjom HCMV
viremije [64]. Indirektni efekti HCMYV su prikazani u Tabeli 2.
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Tabela 2. Klini¢ke manifestacije HCMYV infekcije u imunokompromitovanih bolesnika -
indirektni efekti.

Imunosupresivno
stanje . HIV/AIDS

Ostecena funkcija Oportunisticke Progresija u AIDS
kalema bakterijske i (?)
Ubrzana koronarna gljivi¢éne infekcije

Indirekini efekti stenoza (SO:F srca) Povecan mortalitet
Oportunisticke (?
bakterijske i gljivi¢ne
infekcije
()

* SOT - transplantacija solidnog organa; * TMCH - transplantacija mati¢nih celija
hematopoeze.

lako se HCMV ne smatra onkogenim virusom, infekcija ovim patogenom je
dovedena u vezu sa razli¢itim malignim bolestima [65]. Imajué¢i u vidu povezanst
mijeloidne loze sa HCMYV, postavlja se pitanje o ulozi ovog virusa u hematoloskim
malignim oboljenjima. Infekcija HCMV in utero je predlozena kao faktor rizika za razvoj
akutne limfoblastne leukemije [66], naj¢esce maligne bolesti decjeg doba. Veca incidencija
hematoloskih malignih oboljenja je primecena i u dece ¢ije su majke imale HCMYV infekciju
na porodaju [67]. Nasuprot ovim dokazima, postoje istrazivanja koja tvrde da HCMV
pokazuje i supresivna dejstva na tumore [68]. Uloga ovog virusa kao eventualnog etioloskog
agensa u patogenezi malignih bolesti krvi jos uvek nije u potpunosti objasnjena.

Kriterijumi koji se uglavnom koriste kako bi se dokazala povezanost virusa i tumora
su epidemioloske, seroloske i molekularne prirode, kao i tumorski potencijal virusa u
animalnim modelima ili pak ¢elijskim kulturama. Takode, virus moze modifikovati fenotip
veé postojeceg tumora i/ili uticati na progresiju anaplasti¢nog procesa umesto da inicira
onkogenezu. U slucaju malignih bolesti B-celijskog porekla, uloga HCMV jo$ uvek ceka
svoje razjasnjenje. Do sada nije zabelezena nijedna studija koja se bavi ispitivanjem moguce
onkogenosti HCMV kod odraslih bolesnika sa B-c¢elijskim malignim oboljenjima.
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Ciljevi 1strazivanja

1. Ispitati povezanost HCMV infekcije sa demografskim, virusoloskim i klinickim
parametrima kod pedijatrijskih bolesnika posle alogene transplantacije mati¢nih
¢elija hematopoeze;

2. Utvrditi distribuciju HCMV gB i gN genotipova kod pedijatrijskih bolesnika posle
alogene transplantacije mati¢nih celija hematopoeze;

3. Ispitati povezanost gB i gN genotipova sa klinickim manifestacijama i ishodima
le¢enja kod pedijatrijskih bolesnika posle alogene transplantacije mati¢nih celija
hematopoeze;

4. Ispitati povezanost HCMV i B-Celijskih neoplazija uporedivanjem HCMV
seroprevalencije izmedu grupe adultnih bolesnika sa hematoloskim malignim
bolestima i kontrolne grupe osoba bez dijagnoze hematoloskog malignog oboljenja,
kao i dostupnih podataka iz literature.
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Materijali 1 metode

Istrazivanje predvideno doktorskom tezom je sprovedeno u sledeé¢im ustanovama u
periodu od 2017. do 2020. godine:
e Institut za mikrobiologiju i imunologiju, Medicinski fakultet Univerziteta u
Beogradu;
e Institut za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije , Dr Vukan Cupi¢”, Odeljenje za
trasplantaciju kostne srzi sa laboratorijom za kriobiologiju;
e Klinika za hematologiju Klini¢kog centra Srbije i
e Institut za virusologiju, vakcine i serume , Torlak”.
Istrazivanje je obuhvatilo dva tipa studije: prospektivnu studiju i studiju slucajeva i
kontrola.

3.1. Ispitanici

3.1.1. Ispitanici - prospektivna studija kohorte pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena autologna i alogena TMCH

Za prospektivnu studiju, grupu ispitanika ¢inilo je 42 pedijatrijska bolesnika koji su le¢eni
u Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,Dr Vukan Cupi¢” na Odeljenju za
trasplantaciju kostne srzi sa laboratorijom za kriobiologiju. Svim bolesnicima je
dijagnostikovano maligno hematologko ili nemaligno oboljenje. Indikacije za TMCH su
postavljene u skladu sa preporukama Evropskog drustva za transplantaciju krvi i kostne
srzi (engl.: European Society for Blood and Marrow Transplantation, EBMT) [69].

Klini¢ki podaci su dobijeni iz odgovaraju¢e medicinske dokumentacije.

Od ukupno 42 bolesnika, 23 (54,76 %) su bili muskog, a 19 (45,23%) Zenskog pola.

Prosec¢an uzrast svih bolesnika je bio 8,9 godina (raspon 2-21 godina), dok je prose¢an
uzrast po polovima bio 9,7 godina za decake (raspon 2-21 godina) i 7,8 godina za devojcice
(raspon 2-17 godina).

Kod svih bolesnika je uradena TMCH, pri ¢emu je u 33 (78,57%) ispitanika uradena
alogena, a u 9 (21,42%) autologna TMCH.

U zavisnosti od porekla mati¢nih celija hematopoeze, deca kod kojih je uradena
TMCH su primila kalem od srodnog delimi¢no podudarnog davaoca (HID; 9 bolesnika,
27,27%), identi¢nog srodnog davaoca (MSD; 12 bolesnika, 36,36 %) i nesrodnog podudarnog
davaoca (MUD; 11 bolesnika, 33,33%). Kod jednog bolesnika (3,03%), uradena je TMCH iz
pupcane vrpce. Oblici transplantacije, zajedno sa osnovnim bolestima ispitanika su
predstavljeni u Tabeli 3.
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Tabela 3. Klini¢ke dijagnoze i oblici transplantacije mati¢nih celija hematopoeze.

Alogena TMCH

Broj
Dijagnoze bolesnika
(n, %)

Autologna
TMCH

Akutna“hmfoblastna 13 (31%) 0 1 6 6 0
leukemija

Akutna“ml]elmdna 6 (14%) 0 1 3 ) 0
leukemija

Neuroblastom 5 (12%) 5 0 0 0 0
Nehockinski limfom | 4 (9,5%) 1 1 0 2 0
Hockinova bolest 3 (7%) 3 0 0 0 0
Ml]elodlsplastlcm 2 (4,7%) 0 ) 0 0 0
sindrom

Hemofagocitna

. e 2(4,7%) 0 2 0 0 0
limfohistiocitoza

Teska kon.1b“1nov.?ma 2 (4,7%) 0 ) 0 0 0
imunodeficijencija

HGB 1(2,4%) 0 0 1 0 0
Aplasti¢cna anemija 1(2,4%) 0 0 1 0 0
Mukopohsaharldoza 1(24%) 0 0 0 0 1
tip1

Talasemija major 1(2,4%) 0 0 0 1 0
JMML 1(2,4%) 0 0 0 1 0
Ukupno 42 (100%) | 21,5 (%) 78,5 (%)

HID - srodni delimi¢no podudarni davalac; MUD - nesrodni podudarni davalac; MSD -
identi¢ni srodni davalac; JMML - juvenilna mijelomonocitna leukemija; HGB - hroni¢na
granulomatozna bolest.

Kortikosteroidna terapija je primenjivana u 20 bolesnika (47,61%), dok 7 (16,67 %)
bolesnika nije dobijalo kortikosteroide. Za 15 ispitanika (35,71%) ova informacija nije bila
dostupna.

Antivirusna terapija je administrirana kod 20 bolesnika (47,61%). Jedanaest bolesnika
(26,19%) nije dobijalo antivirusnu terapiju, pri ¢emu za 11 ispitanika (26,19%) nije dobijen
ovaj podatak. Od lekova su primenjivani aciklovir, ganciklovir i valganciklovir. Specifi¢na
anti-HCMYV terapija je primenjivana kada bi u uzorku periferne venske krvi bilo dokazano
vise od 1000 kopija HCMV DNK po mililitru krvi. Kod jednog bolesnika su administrirani
intravenski imunoglobulini zbog dokazane infekcije Epstajn-Bar virusom (EBV).

Minimalno vreme boravka u odeljenju je bilo mesec dana, a nakon toga je pracenje
bolesnika nastavljeno preko dnevne bolnice. Cilj pracenja je bio blagovremena dijagnoza
ranih i kasnih komplikacija TMCH i primena adekvatne terapije.
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Kod dece je pracen potencijalni nastanak medicinskih komplikacija. Oboljenja koja
su dijagnostikovana tokom lecenja su bolest kalema-protiv-domacina (engl. graft-vs-host
disease, GVHD), pneumonija, sepsa, mukozitis, hepati¢na veno-okluzivna bolest (VOD),
retinitis, febrilna neutropenija i hemoragijski cistitis.

Osnovni podaci o bolesnicima, zajedno sa komplikacijama i drugim podacima su
predstavljeni u Tabeli 4.

Tabela 4. Karakteristike pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena autologna ili alogena
TMCH u odnosu na prisustvo HCMV infekcije.

Karakteristike CMV DNK CMV DNK

p-vrednost

kohorte bolesnika pozitivni negativni

Bolesnici (N, %) 24 (57,1%) 18 (42,9%) N/A

Prosecan uzrast, raspon 6 (2-21) 9,75 (2.5-17) >0,05

(godine)

Pol >0,05
Muski 13 (56,5%) 10 (43,5%)
Zenski 11 (57,9%) 8 (42,1%)

Oblik transplantacije <0,05
Alogena TMCH 24 (72,7%) 9(27,3%)
Autologna TMCH 0 9 (100%)

Osnovna bolest >0,05
Maligna 19 (52,8%) 17 (42,2%)
Nemaligna 5 (83,3%) 1(16,7%)

Komplikacije
GVHD 20 (74%) 7 (26%) 0,001
Mukozitis 21 (55,2%) 17 (44,8%) >0,05
Febrilna neutropenija 21 (55,2%) 17 (44,8%) >0,05
Sepsa 3 (100%) 0 >0,05
VOD 3 (50%) 3 (50%) >0,05
Pneumonija 1 (50%) 1 (50%) >0,05
Hemoragijski cistitis 1 (100%) 0 >0,05
Retinitis 0 1 (100%) >0,05

Ishodi bolesti >0,05
Preziveli 15 (62,5%) 9(37,5%)
Umrli 8 (66,7%) 4 (33,3%)
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3.1.2. Ispitanici - prospektivna studija kohorte pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena TMCH

Za prospektivnu studiju kod dece kod koje je uradena alogena TMCH, grupu ispitanika
¢inilo je 32 bolesnika sa malignim hematoloskim ili nemalignim oboljenjem koji su leceni u
Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,Dr Vukan Cupi¢”, u Odeljenju za
trasplantaciju kostne srzi sa laboratorijom za kriobiologiju. Indikacije za TMCH su
postavljene shodno preporukama EBMT.

Klini¢ki podaci su dobijeni iz medicinske dokumentacije.

Osamnaest bolesnika (56,25%) su bili muskog, a 14 (43,75%) Zenskog pola i prose¢nog
uzrasta 8,57 godina (raspon 2-21 godina).

Kod svih bolesnika je uradena alogena TMCH, pri ¢emu su kalemi bili porekla HID
(9 bolesnika, 28,1%), MSD (12 bolesnika, 37,5%) i MUD (10 bolesnika, 31,3%). Kod jednog
bolesnika (4,3%) je uradena TMCH iz nesrodne krvi pupéanika.

Rezim kondicioniranja, davanje mati¢nih celija hematopoeze i pracenje u post-
transplantacionom periodu je sprovedeno u Odeljenju za trasplantaciju kostne srzi sa
laboratorijom za kriobiologiju. Kod svih bolesnika je primenjen odgovarajuc¢i rezim
kondicioniranja, u zavisnosti od osnovne bolesti, a prema preporukama EBMT ili prema
odgovarajuéim stru¢nim organizacijama.

Profilakticka primena aciklovira je bila obavezna za sve bolesnike. Terapijske doze
aciklovira bi bile administrirane isklju¢ivo ukoliko je u uzorcima krvi dokazana infekcija
herpes simpleks virusom (HSV), sto je potvrdeno u 8 (25%) bolesnika. Ganciklovir ili
valganciklovir su primenjeni terapijski u 13 (40,6 %) ispitanika kod kojih je prisustvo HCMV
dokazano Real-Time PCR-om.

Osnovni, demografski podaci o bolesnicima, zajedno sa dijagnozama i obliku TMCH
su predstavljeni u Tabeli 5.
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Tabela 5. Klinicke karakteristike kohorte pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena

alogena TMCH.
Karakteristike kohorte bolesnika CMY DNK CMV DNK P
pozitivni negativni  vrednost
Broj bolesnika (N, %) 32 23 (71,9%) 9 (28,1%) N/A
Prosecan uzrast, raspon (godine)b 8,57,2-21 8,93 7,66 p>0.05
Pola p>0,05
Muski 18 13 (72,2%) 5 (27,8%)
Zenski 14 10 (71,4%) | 4 (28,6%)
Dijagnoze? p>0,05
Maligna oboljenja
Akutna limfoblastna leukemija | 12 (37,5%) 6 (50%) 6 (50%)
Nehockinski limfom 3(9,37%) 3 (100%) 0
Akutna mijelogena leukemija 6 (18,75%) 5 (83,3%) 1 (16,7%)
JMML 1(3,12%) 0 1 (100%)
Mijelodisplasti¢ni sindrom 2 (6,25%) 2 (100%) 0
Nemaligna oboljenja
Talasemija major 1(3,12%) 0 1 (100%)
Hroni¢na granulomatozna 1(3,12%) 1 (100%) 0
bolest
Aplasti¢na anemija 1(3,12%) 1 (100%) 0
SCID 2 (6,25%) 2 (100%) 0
Hemofagocitna 2 (6,25%) 2 (100%) 0
limfohistiocitoza
Mukopolisaharidoza 1(3,12%) 1 (100%) 0
Oblik alogene TMCH?
MSD 12 (37,5%) 5 (41,7%) 7 (58,3%) p=0,006*
MUD 10 (31,3%) 8 (80%) 2 (20%) p>0,05
HID 9 (28,1%) 9 (100%) 0 p=0,015*
Pupcana vrpca 1(3,12%) 1 (100%) 0 p>0,05
Antivirusna terapija N/A
Aciklovir (profic¢akticka doza) | 32 (100%) 23 (71,9%) 9 (28,1%)
Aciklovir (terapijska doza) 8 (25%) 4 (50%) 4 (50%)
Ganciklovir/Valganciklovir 13 (40,6%) 13 (100%) 0
Oba leka 3(9,37%) 3 (100%) 0
GuvHD? p>0,05
Da 27 (84,4%) | 20(741%) 7 (259%)
Ne 2 (6,25%) 1 (50%) 1 (50%)

N/A, nije primenljivo; JMML, juvenilna mijelomonocitna leukemija; SCID, tesko
kombinovano smanjenje imuniteta; MSD, identi¢ni srodni davalac; MUD, nesrodni
podudarni davalac; HID, srodni delimi¢no podudarni davalac; GvHD, bolest kalema-

protiv-domacina.

a Kategoricne varijable su testirane Hi-kvadrat testom.
b Skalarni i nominalni podaci su poredeni Wilcoxon-Mann-Whitney testom.

* Statisticka znacajnost je predstavljena asteriskom.
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3.1.3. Ispitanici - retrospektivna studija slucajeva i kontrola

3.1.3.1. Kohorta bolesnika - grupa slucajeva

Grupu bolesnika ¢inilo je 83 odrasla bolesnika le¢enih na Klinici za hematologiju
Klinickog centra Srbije sa potvrdenom dijagnozom hematoloske maligne bolesti. Profil
ispitivanih malignih bolesti krvi je bio ogranicen na B-¢elijske limfoproliferativne diskrazije.

Potrebni klini¢ki podaci su dobijeni iz odgovarajuce medicinske dokumentacije.

Cetrdeset i tri (51,8%) bolesnika bili su muskog, a 40 (48,19%) Zenskog pola.

Prosek godina kohorte je bio 49,45 godina. Muskarci su bili prose¢ne starosti 52,3
godine (raspon 20-73 godine) a Zene 48,1 godine (raspon 21-73 godine).

Spisak osnovnih oboljenja za ovu grupu bolesnika je prikazan u Tabeli 6.

Tabela 6. Hematoloska oboljenja zastupljena u grupi adultnih bolesnika.

Oboljenja

Nehockinski imfom
Hockinova bolest

B hroni¢na limfocitna leukemija

Valdenstremova makroglobulinemija
B-celijski limfom, NOS
Plazma-celijski mijelom

Leukemija vlasastih ¢elija

B-celijska akutna limfoblastna leukemija

-25-



Uzorak za virusoloske analize je kod 41 (49,4%) bolesnika uzet po zapocinjanju ili
tokom hemioterapije, dok 42 (50,6%) ispitanika nisu bili na terapijskom reZimu u toku
uzimanja uzorka. Primenjeni protokoli za lecenje bolesnika sa limfoproliferativnim
bolestima su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Hemioterapijski rezimi u grupi adultnih bolesnika.

Hemioterapijski rezim" Bolesnici (1=83)

ABVD
BEAM
CHOP
cor
DHAP 10
R-DHAP

1

Endoxan 1
ESHAP 1
PAD 1
1

8

8

R-EPOCH
R-CHOP
HyperCVAD

Neleceni 42

" Skracenice: ABVD - Doksorubicin hidrohlorid (Adriamycin), Bleomicin sulfat, Vinblastin
sulfat i Dakarbazin; BEAM - Karmustin (BiCNU), Etopozid, Citarabin (Ara-C, cytozin
arabinozide), Melfalan; R-CHOP - Rituximab, Ciklofosfamid, Doksorubicin hidrohlorid,
Vinkristin (Oncovin), Prednizolon; CTD - Ciklofosfamid (Endoksan), Talidomid,
Deksametazon; DHAP - Deksametazon, visokodozni Ara-C, Platinol (cisplatin); ESHAP -
Etopozid, Metilprednizolon, visokodozni Ara-C, Cisplatin, PAD - Bortezomib,
Doksorubicin, Deksametazon; R-CD - Rituximab, Ciklofosfamid, Deksametazon; P-CVP -
Rituximab, Ciklofosfamid, Vinkristin, Prednizolon; R-EPOCH - Rituximab, Etopozid,
Prednizon, Vinkristin, Ciklofosfamid, Doksorubicin; HyperCVAD - Citarbin, Vinkristin,
Ciklofosfamid, Doksorubicin, Deksametazon.

Dvadeset i jedan bolesnik (25,3%) je primao profilaktic¢ki aciklovir, dok 40 (48,2%)
bolesnika nije bilo na ovoj terapiji. Podaci o primeni aciklovira nisu dostupni za 22 (26,5%)
bolesnika. Opéte informacije o adultnim bolesnicima kod kojih nije uradena TMCH su
prikazane u Tabeli 8.
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Tabela 8. Glavne demografske i klinicke karakteristike adultnih hematoloskih bolesnika uz
njihov HCMYV seroloski profil.

‘ CMV IgG pozitivni CMYV IgG negativni p-vrednost

Bolesnici (N, %) 75 (90,4%) 8(9,6%) N/A
Starost (medijana, godine) | 50,05 43,75 0,070a
Starosne kategorije (godine)
20-39 18 (85,7%) 3 (14,3%) 0,054°
40-59 34 (89,5%) 4 (10,5%)
>59 23 (95,8%) 1(4,2%)
Pol
Muski 37 (86%) 6 (14%) 0,266¢
Zenski 38 (95%) 2 (5%)
Dijagnoze; ICD-O-3 kod®
Nehockinski limfom 33 (94,3%) 2 (5,7%) 0,339¢
Hockinova bolest 18 (81,8%) 4 (18,2%)
B hroni¢na limfocitna 9 (90%) 1 (10%)
leukemija
Valdenstremova 2 (100%) 0
makroglobulinemija
B-celijski limfom, NOS | 2 (100%) 0
Plazma-celijski mijelom | 2 (66,7%) 1(33,7%)
Leukemija vlasastih 2 (100%) 0
Celija
B-celijska akutna 7 (100%) 0
limfoblastna leukemija
Antivirusna terapija (Aciklovir)**
Da 17 (81%) 4 (19%) 0,438¢
Ne 36 (89,5%) 4 (10,5)
Hemioterapijat
Da 38 (92,7%) 3(7,3%) 0,706¢
Ne 25 (83,3%) 5 (16,7%)

" Kodiranje vrseno u skladu sa kriterijumima Klasifikacije onkoloskih oboljenja (Svetska
Zdravstvena Organizacija) i revizije limfoidnih neoplazija iz 2016. godine [168, 169].

™ Podaci nedostaju za 22 bolesnika.

t Podaci nedostaju za 12 bolesnika.

a Mann-Whitney U test.

b Mantel-Haenszel Hi kvadrat metoda za trend.

cFiSerov egzaktni test.

3.1.3.2. Kohorta zdravih ispitanika - kontrolna grupa

Kontrolna grupa obuhvatila je 259 odraslih osoba upuéenih od nadleZznih lekara u
Institut za virusologiju, vakcine i serume ,, Torlak” radi odredivanja seroloskog profila anti-
HCMV IgM i IgG antitela. Kriterijum iskljucivanja za kontrolnu grupu je bio dijagnoza
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hematoloskog malignog oboljenja. Potrebni podaci o ispitanicima su dobijeni iz
odgovaraju¢e dokumentacije. Uputne dijagnoze kontrolne grupe ispitanika se mogu videti
u Tabeli 9.

Tabela 9. Uputne dijagnoze kontrolne grupe ispitanika nakon mecovanja za pol i godine.

. Broj
Dijagnoza bolesn]ika
A692 Lajmska bolest 1
A86 Neoznacen virusni encefalitis 1
B008 Drugi oblici herpesvirusnih infekcija 1
BO1 Varicela 1
B189 Hroni¢ni virusni hepatisis, neoznacen 1
B19 Neoznacen virusni hepatitis 1
B27 Infektivna mononukleoza 1
B279 Infektivha mononukleoza, neoznac¢ena 1
B332 Virusni karditis 1
B34 Virusna infekcija neoznacenog mesta 2
B341 Enterovirusna infekcija, neoznacena 4
B348 Druge virusne infekcije neoznac¢enog mesta 8
B349 Virusna infekcija, neoznacena 2
C18 Maligna neoplazija debelog creva 1
G90 Poremecaji autonomnog nervnog sistema 1
G900 Idiopatska periferna autonomna neuropatija 1
G908 Drugi poremecaji autonomnog nervnog sistema 1
G933 Postvirusni sindrom zamora 3
110 Esencijalna (primarna) hipertenzija 3
130 Akuni perikarditis 3
1308 Drugi oblici akutnog perikarditisa 1
1309 Akutni perikarditis, neoznacen 1
131 Hroni¢ni konstriktivni perikarditis 1
1313 Perikardna efuzija (nezapaljenjska) 1
1341 Nereumatski prolaps mitralnog zaliska 1
140 Akutni miokarditis 1
1409 Akutni miokarditis, neoznacen 2
1428 Druge kardiomiopatije 1
1429 Kardiomiopatija, neoznacena 1
149 Druge sr¢ane aritmije 1
1493 Prevremena komorna depolarizacija 1
188 Nespecifi¢ni limfadenitis, neoznacen 1
JO1 Akutni sinuzitis 1
N18 Hronic¢na bubrezna bolest 2
N185 Hroni¢na bubreZna bolest, 5. stadijum 1
0208 Drugo krvarenje u ranoj trudnocdi 1
0861 Druga infekcija genitalnog trakta nakon porodaja 1
R060 Dispneja 1
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R069 Neoznacene abnormalnosti disanja 1
R42 Nesvestica i vrtoglavica 1
R50 PoviSena temperature drugog i nepoznatog porekla 1

R500 Febrilno stanje sa drhtavicom 1

R509 Febrilno stanje, neozna¢eno 3
R55 Sinkopa i kolaps 8
R933 Nenormalni nalazi kod dijagnostike organa za varenje 1

V830 Voza¢ specijalnog industrijskog vozila povreden u 1

saobracajnom udesu
731 Genetsko savetovanje
735 Kontrola trudnoce sa visokim rizikom 1
Ukupno: 77

Grupu ispitanika je sa¢injavalo 73 (28,18%) muskarca i 186 (71,81%) Zena. Prose¢na
starost kontrolne grupe je bila 41,79 godina (raspon 20-86 godina).

Izmedu grupa bolesnika i kontrolnih ispitanika uoceno je statisti¢cki znacajno
neslaganje u odnosu na pol i godine. Zbog primetne razlike koja bi uticala na ispravno
donosenje zakljucaka, pre dalje analize izvr$eno je statisticko mecovanje ispitanika po polu
i starosti. Ovakva statisticka intervencija je unela izmene u sastav kohorte ispitanika, $to se
moze videti u Tabeli 10. Nakon statistickog mecovanja po ove dve karakteristike, kona¢nom
analizom je obuhvaceno 77 osoba iz kontrolne grupe.

Tabela 10. Podaci o kohortama bolesnika i ispitanika pre i posle mec¢ovanja u odnosu na
pol i starost.

Karakteristike Pre statistickog slaganja Posle statistickog slaganja
kohorte Bolesnici | Kontrole p- Bolesnici Kontrole P
vrednost vrednost
Broj bolesnika (N) 83 259 N/A 83 77 N/A
Starost i raspon 49,45 41,79 <0,001* 49,45 48,05 0,551*
(godine) 20-73 20-86 20-73 22-86
Pol (N, %)
Muski 43 (51,8%) | 73 (28,2%) | <0,001%1 43 29 (37,7%) | 0,072t
(51,8%)
Zenski 40 (48,2%) | 186 (71,8%) 40 48 (62,3%)
(48,2%)
CMV IgG (N, %)
Da 75(90,4%) | 214 (82,6%) 0,09t 75 76 (98,7%) | 0,035%
(90,4%)
Ne 8(9,6%) | 45(17,4%) 8 (9,6%) 1(1,3%)

* Mann-Whitney U test.
T FiSerov egzaktni test.
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3.2. Uzorci

Uzorci periferne venske krvi u grupi pedijatrijskih bolesnika su sakupljani od januara 2017.
godine do oktobra 2018. godine. Zapremina od oko 5 mililitara (ml) periferne venske krvi je
uzorkovana u vakutajnere sa EDTA i Na-citratom kao antikoagulantnim sredstvom.
Pracenje HCMV infekcije se zasnivalo na uzimanju uzoraka najces¢e jednom nedeljno.
Uzorci bi potom bili transportovani do virusoloske laboratorije Instituta za mikrobiologiju
i imunologiju, gde bi bili podvrgnuti daljoj obradi.

Uzorci su centrifugirani na 3000 xg tokom 10 minuta, a potom je aspirirano 200
mikrolitara (pl) leukocitno/trombocitnog sloja (engl.: buffy coat) i plazme. Ova zapremina
uzorka je smestana u Ependorf tubice zapremine 1,5 ml i potom sluzila za ekstrakciju
virusne DNK.

Za studiju slucajeva i kontrola, uzorci krvi odraslih bolesnika lec¢enih u Klinici za
hematologiju Klini¢ckog centra Srbije uzimani su samo jednom tokom lecenja. Zapremina od
priblizno 10 ml periferne venske krvi sakupljana je u vakutajnere sa aktivatorom
zgruSavanja i potom transportovana do virusoloske laboratorije Instituta za mikrobiologiju
i imunologiju. Dobijeni uzorci krvi su koagulisali u vakutajneru, nakon cega su
centrifugirani na 3000 xg tokom 10 minuta kako bi se zgruSana frakcija krvi odvojila od
seruma. Sto mikrolitara ovako tretiranog seruma je odvajano u Ependorf tubice zapremine
1,5 ml i koriSéeno za odredivanje prisustva anti-HCMYV IgM i IgG antitela.

Uzorci periferene venske krvi kontrolnih ispitanika su uzimani u Institutu za
virusologiju, vakcine i serume “Torlak”. Serum je i u ovom slucaju sluzio kao frakcija krvi
za dalju analizu i sledstvenu detekciju anti-HCMYV IgM i IgG antitela.

3.3. Metodologija

3.3.1. Eticka dozvola

Za obe studije, prospektivnu i retrospektivnu, dobijena je dozvola svih ustanova uklju¢enih
u istrazivanje. Adultni bolesnici informisani su o koncepciji studije i dali su informisani
pristanak za ucesce u istrazivanju. Roditelji pedijatrijskih bolesnika i pedijatrijski bolesnici
stariji od 15 godina su dali informisani pristanak za ucesce u studiji.

3.3.2. Izolacija virusne DNK

Izolacija virusne DNK je virSena tehnikom silikonske spin-kolone. Koriséen je komercijalni
kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen™, Voltam,
Masacusec, Sjedinjene Americ¢ke Drzave) prema uputstvu proizvodaca.

U prvom koraku u plasti¢nu epruvetu od 1,5 ml sa 200 pl uzorka dodato je 20 pl
enzima proteinaze K i 20 pl RNAze, te je epruveta vorteksovana. Po isteku inkubacije od 2
minuta na sobnoj temperaturi, smesi je dodavano 200 pl Genomic lysis/binding pufera,
nakon ¢ega je po vorteksovaju sadrZzaj inkubiran na 56 °C tokom 10 minuta. Sledeci korak je
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podrazumevao dodavanje 200 pl apsolutnog 96-100% etanola u prethodno lizirani uzorak.
Smesa alkohola i liziranog uzorka je sipana u spin-kolonu koja se nalazi u odgovarajucoj
tubici i izvrSeno je centrifugiranje. Zatim su sledila dva koraka ispiranja DNK vezane za
silikonsku membranu kolone pomocu pufera za ispiranje.

Poslednji korak podrazumevao je dodavanje 40 pl pufera za eluciju i inkubaciju od 1
minuta na sobnoj temperaturi. Ovom koraku sledi centrifugiranje pri ¢emu se na kraju
dobija filtrat koji sadrzi izolovanu DNK.

Ovako rastvorena DNK je sluzila za skrining i kvantitaciju HCMV u uzorcima
pedijatrijskih bolesnika. Za genotipizaciju HCMYV, elucija je vrS§ena puferom u zapremini od
30 pl.

3.3.3. Detekcija i kvantitacija HCMV DNK

Po izolaciji nukleinskih kiselina, detekcija prisustva HCMV DNK vrsena je tehnikom
reakcije lan¢ane polimerizacije u realnom vremenu (Real-Time PCR), na Applied Biosystems™
7500 Real-Time PCR masini (Applied Boiosystems, Foster City, Kalifornija, Sjedinjene Americke
Drzave). Osnovu ove tehnike ¢ini TagMan™ metoda, koja se zasniva na paru prajmera i
jednoj TagMan™ probi koji su specifi¢ni za ciljnu virusnu DNK. Proba predstavlja posebno
konstrusian oligonukleotidni molekul koji je komplementaran sekvenci HCMV koju
ogranicavaju pomenuti prajmeri. Karakteristika probe jesu dva fluorescentna molekula
vezana za 5 i 3’ kraj i koji nose nazive reporter i quencher, respektivno. Dok su vezani za
probu, ovi molekuli ne emituju znacajnu fluorescenciju. Ukoliko u datoj PCR sme$i postoji
cilna HCMV DNK, polimeraza zapocinje umnoZavanje novog nukleotidnog lanca. U
trenutku kada polimeraza dode do probe, zapocinje svoju 5’-3" egzonukleaznu aktivnost,
Sto dovodi do odvajanja reportera od quenchera. Reporter, koji vise nije u blizini molekula
quenchera, emituje kvante svetlosti koje potom registruje PCR masina. Na ovaj nacin softver
belezi emisiju fluorescencije, koja oznacava prisustvo virusne DNK.

Prajmeri su dizajnirani tako da umnoZavaju sekvencu iz regiona HCMV immediate-
early (IE) gena. TagMan™ proba je obelezena fluorescentnim molekulima na 5" i 3’ kraju sa
6-karboksifluorescinom (FAM; reporter boja) and 6-karboksitetrametil-rodamidom
(TAMRA; quencher boja), respektivno. Sekvence prajmera i probe su prikazane u Tabeli 11.

Tabela 11. Sekvence prajmera i probe koris¢ene u Real-Time PCR-u za detekciju i
kvantitaciju HCMV.

Prajmer

Fw 5'-CGC TCA CAT GCA AGA GTT AAT CTT C-3'

Prajmer
Rev

5'-AACTCG GTA AGT CTG TTG ACA TGT ATG-3'

5'-FAM CTC TAT CTG ACA TAC ACA AGT AAATCC ACGTCCCA

Eroba TAMRA-3'
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Odredivanje broja kopija nukleinske kiseline HCMYV je takode postignuto Real-Time
PCR tehnikom. Kvantitativni aspekt Real-Time PCR-a se zasniva na metodi standardne
krive. Tokom svakog Real-Time PCR-a pored negativne kontrole i uzoraka analiziraju se
cetiri standarda (Clonit Srl, Milano, Italija). Radi se o vodenim rastvorima sa plazmidima
koji sadrZe virusni amplikon za odredeni HCMV IE gen u predefinisanim koncentracijama,
a za koji su prajmeri i proba u Real-Time PCR-u specifiécno komplementarni. Standardi
sadrze 103, 104, 105 i 10° kopija dela IE gena po mililitru. Standardi takode podlezu reakciji
lanc¢ane polimerizacije i detekciju putem probe kao i bilo koji drugi uzorak u kom bi se nasla
HCMYV DNK.

Pre zapocinjanja samog Real-Time PCR-a, u softveru je neophodno podesiti vrednosti
standarda, koje odgovaraju njihovim definisanim koncentracijama, kao i poziciju negativne
kontrole i ispitivanih uzoraka. Ovome sledi odgovarajuci protokol umnozavanja DNK Real-
Time PCR-om, a koji je prikazan u Tabeli 12.

Tabela 12. Temperaturni profil PCR umnozavanja HCMV DNK.

Denaturacija (T, °C/vreme) Aniling i ekstenzija (T, °C/vreme)

94 / 3 min 60 / 1min

Kvantitacija pozitivnih uzoraka se postize metodom standardne krive. Real-Time
PCR masina registruje pojavu fluorescencije standarda odgovarajuc¢ih koncentracija u ta¢no
odredenom ciklusu PCR-a. Standardi veéih koncentracija ¢e po pravilu biti registrovani u
ranijim ciklusima. Standardna kriva odgovara liniji koja najbolje spaja koncentracije
standarda detektovane u ciklusima kada se za njih pojavi fluorescencija.

Za reakcionu smesu u Real-Time PCR-u koriséeni su TagMan™ Master Mix, RN Ase-
free voda, prajmeri, proba i eluat kao uzorak. Reakciona smesa za Real-Time PCR zajedno sa
svim reagensima i njihovim koncentracijama je prikazana u Tabeli 13.

Tabela 13. Konstituenti reakcione smese za Real-Time PCR i njihove zapremine.

Reagens Zapremina (ul)
TagMan™ Master Mix 12,5
Prajmer 1 1
Prajmer 2 1
Proba 1
Voda 45
Uzorak 5
Ukupno 25
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3.3.4. Genotipizacija HCMV na UL55 i UL73 lokusima

Prajmeri koji amplifikuju odgovarajuce regione UL55 i UL73 gena su dizajnirani shodno
prethodnim istrazivanjima [70, 71].

Za genotipizaciju HCMV na UL55 lokusu koji kodira za gB koris¢ena je nested
multipleks PCR metoda. Nakon prvog kruga amplifikacije, produkt predstavlja matricu za
naredni korak umnoZavanja. U drugom krugu, 6 prajmera je ¢inilo deo reakcione smese
koja je kao rezultat umnoZzavanja davala 5 razlic¢itih amplikona. Svaki od produkata drugog
kruga je predstavljao jedan od ispitivanih gB genotipova (gB1, gB2, gB3, gB4 i gB5).

Za genotipizaciju HCMV na UL73 lokusu koji kodira za gN koriS¢ena je nested
multipleks PCR metoda. Nakon prvog kruga amplifikacije, produkt je predstavljao matricu
za naredni korak umnozavanja. U drugom krugu, 6 prajmera je ¢inilo deo reakcione smese
koja je kao rezultat umnoZzavanja davala 5 razli¢itih amplikona. Svaki od produkata drugog
kruga je predstavljao jedan od ispitivanih gN genotipova (gN1, gN2, gN3b, gN4a i gN4b/c).

Sekvence prajmera koris¢enih u genotipizaciji HCMYV, kao i temperaturni profili za
nested multipleks PCR su prikazani u Tabeli 14.
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Tabela 14. Sekvence prajmera i uslovi PCR-a za genotipizaciju HCMV na UL55 i UL73 lokusima.

. PCR profil (temperatura/vreme Veli¢ina amplikona
Prajmer ° — ) Ciklusi i
UL55 (gB)
1. krug ULS55 up TTTGGAGAAAACGCCGAC 95/5 |94/1| 50/1 72/ 1 72 /10 10 751
UL55 low | CGCGCGGCAATCGGTTTGTTGTA | Min | min min min min
gB1 ATGACCGCCACTTTCTTATC 420
gB2 TTCCGACTTTGGAAGACCCAACG 613
)k 9B3 TAGCTCCGGTGTGAACTCC 94/2 | 94/ | 53/1 | 72/90 | 72/10 35 190
- KTug B4 ACCATTCGTTCCGAAGCCGAGG | min | 30sec | min secs min 165
& AGTCA
gB5 TACCCTATCGCTGGAGAAC 139
9B low GTTGATCCACACACCAGGC
UL73 (gN)
UL73 up AGTCGATTCGGTCGGTTAAC
1 krug CCACCCTCAATAGCCTTTGGT S Rl I 720 40 469
UL73 10W min min min min min
gN1 TTCTGCTAGCGTATCAACTACC 283
N2 AGTGCAAAACACTGGTGCT 380
oN3b CACAACCACATTAACGAGT )14
’ L CAACAATACGTCGACTGCTAGC | 95/5 |94/1| 50/ 1 72/ 1 72 /10 20
) & gN4a ACAC min min min min min 325
GACAACTAGTACAACTACGGTG
gN4b/c ACAA 244
oN low GACATTGCTGCTTCCAGAA

ID - inicijalna denaturacija; D - denaturacija; A - aniling; E - elongacija; KE - konac¢na elongacija; bp - bazni parovi
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Kona¢na identifikacija HCMV genotipa je bila moguca po vizuelizaciji produkata
drugog kruga nested multipleks PCR-a, to je ucinjeno gel elektroforezom u 2% agaroznom
gelu.

Osnovni princip ove metode se zasniva na ¢injenici da se nukleinske kiseline
razli¢itih masa krecu razli¢itom brzinom u odgovarajuéem medijumu, a pod dejstvom
elektri¢nog polja. Za pravljenje gela za elektroforezu je korisc¢en pufer Tris Acetat EDTA (40
mM Tris Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,5; TA) i agar. Agarozni gel 2% koncentracije je pravljen
tako Sto je 2 gr agaroze rastvoreno u 100 ml TAE pufera. Rastvor je, potom, zagrevan do
tacke topljenja agara, nakon cega je u njega dodato 8 pl etidijum-bromida, koji ¢e posluziti
u koraku vizuelizacije produkta. Etidijum bromid (EtBr 25 pg/ml, Serva Electrophoresis
GmBH, Hajdelberg, Nemacka) je interkalirajuci agens koji ima sposobnost da se veze za
vodonic¢ne veze u dvolan¢anom molekulu DNK. Pod dejstvom ultravioletnog (UV) zracenja
etidijum bromid emituje svetlost u vidljivom delu spektra, tako da se DNK molekuli u koje
je ugraden etidijum bromid raspoznaju kao trake na agaroznom gelu.

Gel je razlivan u kalupe koji po hladenju rastvora omogucuju formiranje bunarcica -
malih udubljenja na odgovaraju¢im delovima gela u koje je moguce pipetirati amplifikovani
produkt PCR-a. Po hladenju agaroze, u formirane bunarcic¢e u gelu su sipani uzorci. Ovi
produkti bi pre nanoSenja na gel bili pomesani sa puferom za punjenje (PP; 250 mg/ml
saharoze i 2,5 mg/ml bromfenol plavog). Pufer omogucava vizuelizaciju uzorka na gelu,
kao i pracenje njihovog kretnja. U bunarcice je potom unoseno po 8 pl PCR produkta
pomesanih sa 2 pl PP.

Kako bi se mogla odrediti veli¢ina amplifikovanog produkta, u pojedine bunarcice je
pomesan sa PP sipan i ladder (DNK Standard 100bp - Serva Electrophoresis GmBH,
Hajdelberg, Nemacka), komercijalna smesa nukleinskih kiselina predefinisane i poznate
veli¢ine od 100 do 1000 baznih parova. Svaki od ovih fragmenata predstavlja DNK isecenu
resrtikcionim enzimima koja sluZzi kao marker. Poredenjem veli¢ine ispitivanog amplikona
sa DNK markerom se vrsi identifikacija PCR produkta.

Formirani gelovi ohladeni na sobnu temperaturu su smestani u kadice za
elektroforezu, posebne plasticne sudove koji povezani sa izvorom elektricne energije
omogucavaju formiranje elektricnog polja. Kroz gelove sa ve¢ dodatim uzorcima i DNK
markerom bi se propustala elektricna energija, pri ¢emu bi uzorci u gelu migrirali od
negativne ka pozitivnoj elektrodi.

Vizuelizacija DNK izvr$ena je pod UV svetlom uz pomo¢ etidijum bromida koristeci
ultravioletni transiluminator. Tako prikazani gelovi su mogli biti snimljeni na poseban
kompjuter koriste¢i program za fotodokumentaciju.

Svaki od genotipova UL55 i UL73 gena nakon nested multipleks PCR-a ima
odgovaraju¢u duzinu izrazenu brojem baznih parova. Poredenjem ove duzine sa markerom
se jasno identifikovao svaki gB i gN genotip.
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3.3.5. Seroloska ispitivanja

Seroloske analize su metode koje se zasnivaju na detekciji antitela u uzorcima, najcesce
serumu. Jedan od najkoris¢enijih testova u ove svrhe jeste ELISA (engl. enzyme-linked
immunosorbent assay).

Seroloska ispitivanja su sprovodena u Institutu za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu i u Institutu za virusologiju, vakcine i serume “Torlak”,
pri ¢emu su bolesnicki uzorci analizirani u prvoj, a uzorci kontrolnih ispitanika u drugoj
ustanovi. Citomegalovirusna seropozitivnost je bazirana na detekciji IgG antitela u uzorku
seruma Cije je prisustvo odredeno komercijalnim ELISA testovima.

Za detekciju anti-HCMV IgG antitela bolesnika koriséen je komercijalni kit
kompanije EUROIMMUN (Libek, Nemacka). Detekcija antitela je izvodena u mikroploci
koja je deo samog kita, a rezultati izraZzeni u relativnim jedinicama po mililitru (RU/ml).

Za detekciju anti-HCMV IgG antitela u kontrolnoj grupi osoba bez dokazanog
hematoloskog malignog oboljenja koris¢en je komercijalni kit od strane proizvodaca
Enzygnost (Marburg, Nemacka), pri ¢emu je detekcija radena na Multiskan Ex ELISA Reader
aparatu (Thermo Electron Corporation, Voltam, Masacusec, SAD).

Za ocitavanje rezultata ELISA-e, koris¢en je spektrofotometar ELISA Reader 270
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francuska).

Da bi se rezultati smatrali validnim, kalibratori, pozitivna i negativna kontrola su
morali pokazati odgovarajucu ekstinkciju, odnosno koli¢inu RU/ml u vrednostima
prihvatljivim za kit proizvodaca. Ukoliko bi svi uslovi bili ispunjeni, ra¢unata je vredost
RU/ml za svaki uzorak metodom kalibracione krive.

3.3.6. Definicije HCMYV infekcije

Ispitanici su smatrani HCMV seropozitivnim u slu¢aju prisustva anti-HCMV IgG antitela u
serumu, Sto je ukazivalo na prethodni kontakt sa ovim patogenom. Citomegalovirusna
seroprevalencija je definisana kao ucestalost HCMV seropozitivnih osoba u populaciji
adultnih, netransplantiranih bolesnika sa hematoloskim malignim bolestima [55].
Kriterijum za postavljanje dijagnoze HCMYV infekcije je bio detekcija virusne DNK u krvi
Real-Time PCR-om [72, 73].

3.3.7. Podaci o globanom optereéenju B-limfoidnim neoplazijama - studija
slucajeva i kontrola

Deo studije slucajeva i kontrola se odnosio na sakupljanje publikovanih podataka o HCMV
seroprevalencijama i globalnom opterecenju tumorima porekla B-¢elija. Kao pretrazivac je
koriséen vebsajt PubMed (www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov). U analizu su ukljuc¢eni i podaci
o deskriptivnoj epidemiologiji B-elijskih oboljenja, kao i informacije iz referenci u radovima
dobijenim pretragom PubMed-a. Incidencije ispitivanih B-limfoidnih malignih bolesti su
preuzete sa platforme Svetske Zdravstvene Organizacije “Global Cancer Observatory”
(GLOBOCAN) [74].

U istrazivanju vezanom za disertaciju koris¢ene su sumirane aproksimativne
godisnje stope incidencije B-celijskih limfoproliferativnih oboljenja na 100 000 stanovnika
(Tabele 15 i 16). Sumiranje stopa je povecalo njihovu statisticku snagu i jednostavnost
interpretacije. Po sumiranju, ove incidencije podeSene prema starosti su okvirno potvrdivale
poznate rasne i meduetnicke razlike u HCMV prevalencijama.
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Tabela 15. Podaci o HCMYV seropozitivnosti i varijacije sumiranih incidencija B-limfoidnih
bolesti u odredenim delovima sveta.

CMV+ B-celijske

Populacija (%) eltzne Bl p-vrednost Reference

SAD* 44 44,72 N/A Chihara et al. [167]
SEER Program (170)

SAD* (osobe 75 18,6 <0,05 Clarke et al. [164]
azijskog porekla) Li et al. [165]
Evropa 70 25,44 <0,05 Zuhair et al. [58]
Bliski Istok (Irak, 90 9,12 <0,05 Yaqo et al. [171]
Jordan,  Saudijska
Arabija)
Sub-saharska Afrika | ~92 7,2 <0,05 Tomoka et al. [172]
Hong Kong >90 11,49 <0,05 Bassig et al. [173]
Istocna Azija ~90 8,72 <0,05 Chihara et al. [167]
(Kina, Japan)

*SAD - Sjedinjene Americke Drzave.
¥ (sumirane stope na 105 stanovnika godisnje)

Tabela 16. Aproksimirane incidencije klju¢nih B-Celijskih malignih bolesti: procene stopa u
odnosu na rasu i etni¢ko poreklo.

Limfoidno maligno oboljenje:
Aproksimativna godi$nja incidencija

Zeml]-av na 100 000 stanovnika Pro?ena
(rasa/etnicka sumirane
. e o Plazma- ., . .
pripadnost) Nel.lockmskl Hockinova B-ALLt B-CLL' celijski incidencije
limfom bolest .
mijelom
SAD* 27,4 3,23 1,69 6,3 6,1 44,72
SAD* 11,8 1,28 0,7 1,8 3,2 18,6
(osobe azijskog
porekla)
Evropa 11,6 3,58 0,68 4,88 4,7 25,44
Bliski Istok 4,9 1,45 0,56 0,71 1,5 9,12
Supsaharska 5,5 0,7 0,35 0,36 0,29 7,2
Afrika
Hong Kong 6,68 0,62 1,28 0,6 2,31 11,49
Isto¢na Azija 4,8 0,53 0,96 1,13 1,3 8,72
(Kina, Japan)

*SAD - Sjedinjene Americke Drzave.
+B-ALL - B akutna limfoblastna leukemija.
t B-CLL - B hroni¢na limfoblastna leukemija.
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3.3.8. Statisticka analiza

3.3.8.1. Statisticka analiza podataka iz prospektivne studije

Za statisticku analizu je koris¢en softver IBM® SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics for
Windows. IBM Corporation, Armonk, Njujork, Sjedinjene Americke DrzZave). Razlike su
smatrane statisticki znacajnim za svaku p-vrednost manju od 0,05. U studiji pedijatrijske
kohorte kod kojih su uradene alogena i autologna TMCH, podaci su analizirani putem
statistickih metoda Wilcoxon-Mann-Whitney, FiSerovog egzaktnog testa i Phi metode. U
studiji pedijatrijske kohorte sa isklju¢ivo alogenom TMCH statistika izrac¢unavanja su
vrsena Hi-kvadrat testom za kategoricke varijable, dok su skalarni i nominalni podaci
analizirani Wilcoxon-Mann-Whitney testom. Povezanost numerickih varijabli, uzrasta
bolesnika i viremije, ispitivana je Pirsonovom korelacijom.

3.3.8.2. Statisticka analiza podataka iz retrospektivne studije slucajeva
i kontrola

Celokupna statisticka analiza je vrSena u softveru IBM® SPSS Statistics (IBM SPSS
Statistics for Windows. IBM Corporation, Armonk, Njujork, Sjedinjene Americke Drzave).
Razlike su smatrane statisticki znac¢ajnim za svaku p-vrednost manju od 0,05. U zavisnosti
od tipa podatka, rezultati su predstavljeni kao procenti (u zagradama) ili medijane
(interkvartilni raspon) i distribucije frekvencije. Univarijantna analiza FiSerovim egzaktnim
testom je koriScena za statisticku karakterizaciju znacajnosti razlike izmedu kategorickih
varijabli. Mann-Whitney U Test je omogucio deskriptivno poredenje dve kohorte (bolesnika
i kontrola) ili klinickih stanja i terapija. Kao metoda je primenjena i binarna logisticka
regresija. Uporedivanje HCMV prevalencije i godisnje incidencije limfoidnih malignih
oboljenja je izvrSeno metodom korelacije po Spirmanu.
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Rezultati

4.1. HCMV infekcija pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena transplantacija maticnih
celija hematopoeze - prospektivna studija

IstraZzivanjem je obuhvaceno 42 pedijatrijska bolesnika lecena u Institutu za zdravstvenu
zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢”, Odeljenje za trasplantaciju kostne srZi sa
laboratorijom za kriobiologiju.

Za studiju su koriS¢eni uzorci periferne venske krvi sakupljani u periodu od januara
2017. do oktobra 2018. godine. Uzorci su po uzimanju transportovani do Instituta za
mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, gde su potom podvrgnuti
daljoj obradi i analizi.

Nukleinske kiseline ekstrahovane iz bolesnickih uzoraka su sluzile za detekciju,
kvantitaciju i genotipizaciju HCMV. Rezultati molekularnih analiza su uporedivani sa
osnovnim, anamnestickim i klini¢kim podacima ispitivane pedijatrijske populacije.

4.1.1. Incidencija HCMV infekcije u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena i autologna TMCH

Incidencija HCMV infekcije u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena
i autologna transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze je bila 57,1% (24/42).

Ispitanici sa HCMYV infekcijom (6 godina, raspon 2-21) su bili mladi od dece kod koje
nije dokazano prisustvo ovog virusa (9,75 godina, raspon 2,5-17), mada razlika nije
statisticki znacajna (p>0,05).

HCMV infekcija je dokazana u 56,5% (13/23) decaka i 57,9% (11/19) devoijcica.
Znacajna razlika u incidenciji viremije nije dokazana u odnosu na pol, iako je patogen bio
¢esce prisutan u zenskih bolesnika (p>0,05).

Viremija je detektovana iskljucivo u alogeno transplantiranim bolesnicima (p<0,05).
U ovoj grupi, infekcija HCMV je pokazana u 24 (72,7 %) bolesnika, dok u 9 (27,3%) prisustvo
virusa nije dokazano.

U zavisnosti od tipa alogene TMCH, viremija je detektovana u 9 (27,8%) bolesnika sa
MUD. Podjednak broj bolesnika sa HID je imao HCMV infekciju (27,8%), dok je virus
dijagnostikovan kod 5 (15,2%) bolesnika sa MSD. Infekcija je uo¢ena i kod jednog bolesnika
kod kog je uradena TMCH iz pupcane vrpce.
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Ni kod jednog od bolesnika kod kojih je uradena autologna TMCH nije dokazano
prisustvo trazenog patogena.

U kohorti bolesnika kod kojih je uradena autologna i alogena TMCH osnovna bolest
nije bila znac¢ajan faktor povezan sa HCMV infekcijom, iako je viremija predominirala u
ispitanika sa nemalignom boles¢u (83,3 % naspram 52,8%, p>0,05).

Bolest kalema-protiv-domacina je znacajno ¢esée dijagnostikovana u dece sa HCMV
infekcijom (p=0,001).

4.1.2. Incidencija HCMV infekcije u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena TMCH

Incidencija HCMV infekcije u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH bila je 71,9% (23/32).

Prosecan uzrast bolesnika sa HCMYV infekcijom bio je 8,93 godine, dok je prosecan
uzrast ispitanika kod kojih prisustvo virusa nije dokazano bila 7,66 godina. Procenti decaka
i devojcica sa detektabilnom viremijom su bili sli¢ni i iznosili su 72,2% i 71,4%, respektivno.

Uzrast i pol se nisu pokazali kao statisticki znacajni faktori (p>0,05), iako je primec¢eno
da cesce stariji ispitanici i decaci razvijaju HCMV infekciju.

Infekcija HCMV je dokazana u 9 (39,1%) bolesnika sa HID, 8 (80%) bolesnika sa
MUD, 5 (41,7%) bolesnika sa MSD i u jednog primaoca mati¢nih ¢elija pupéane vrpce.
Viremija je znac¢ajno ¢escée detektovana u primalaca sa HID nego u drugim oblicima TMCH
(p=0,015). Suprotno tome, detekcija virusne DNK u perifernoj krvi je bila redi dogadaj kod
bolesnika sa MSD (p=0,006) u odnosu na druge tipove alogene TMCH.

Osobe sa malignim tumorom (16/23, 69,6%) kao osnovnom boles¢u su ¢esée imale
HCMYV infekciju nego oni sa nemalignim oboljenjem (7/23, 30,4%), iako ova razlika nije
dosegla statisticku znacajnost (p>0,05).

Infekcija HCMYV nije znacajno korelirala sa post-transplantacionim komplikacijama
kao $to su mukozitis, febrilna neutropenija, sepsa, hepaticka veno-okluzivna bolest (VOD),
pneumonija i hemoragijski cistitis. lako nije primeéen znacajan odnos izmedu incidencije
viremije i GVHD, u uzorcima krvi ovih bolesnika je ¢es¢e dokazivana virusna DNK (p>0,05).

Uporedne karakteristike bolesnka sa i bez HCMV viremije su prikazane u Tabeli 5.

4.1.3. HCMV infekcija i klinicke karatkteristike u kohorti pedijatrijskih
bolesnika kod kojih je uradena alogena i autologna TMCH

Post-transplantacione komplikacije bile su prisutne kod svih bolesnika i to kao GvHD (27
bolesnika, 64,28%), mukozitis (38 bolesnika, 90,47%), febrilna neutropenija (38 bolesnika,
90,47 %), sepsa (3 bolesnika, 7,14%), VOD (6 bolesnika, 14,28%), pneumonija (2 bolesnika
4,76%), retinitis (1 bolesnik, 2,38 %) i hemoragijski cistitis (1 bolesnik, 2,38%).

Bolesnici sa GVHD (74%) su ¢es¢e imali HCMV infekciju nego bolesnici bez GvHD
(26%) (p=0,001).

Mukozitis, febrilna neutropenija, sepsa i hemoragijski cistitis su dijagnostikovani sa
vecom ucestalos¢u u ispitanika sa viremijom, iako njihova pojava nije bila znacajno
frekventnija nego kod bolesnika bez HCMV infekcije (p>0,05). Pneumonija i VOD su bili
podjednako c¢esto prisutni i u jednoj i u drugoj grupi bolesnika (p>0,05). Kod jednog
bolesnika je dijagnostikovan retinitis, ali nije detektovano prisustvo HCMV DNK.

Povoljan ishod tokom trajanja studije imalo je 24 bolesnika (57,14%), nasuprot 12
(28,57%) kod kojih je ishod bio letalan. Za 6 bolesnika (14,28 %) ovaj podatak nije dobijen.
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Od bolesnika kod kojih je detektovana HCMV DNIK, 8 (66,7 %) je imalo smrtni ishod.
Nije uocena statisticki znacajna razlika u prezivljavanju izmedu bolesnika koji su razvili
HCMYV infekciju i onih koji nisu, iako je veéi procenat preminulih u grupi bolesnika sa
viremijom.

Uporedne karakteristike bolesnka sa i bez HCMV viremije su prikazane u Tabeli 4.

4.1.4. Viremija u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH

Koli¢ina virusa u krvi izrazena u kopijama DNK/ml odredivana je Real-Time PCR metodom
na uzorku nukleinskih kiselina ekstrahovanih iz 200 pl buffy coat-a i plazme.

Prosec¢an broj kopija je bio 277 329 /ml, sa rasponom od 102 do 2 900 000 kopija/ml.

Viremija nije korelirala sa staros¢u bolesnika (p>0,05). Nasuprot ovome, uocena je
znacajna veza izmedu pola i broja kopija HCMV DNK, pri ¢emu su devojcice imale vise
vrednosti viremije od decaka (p=0,041).

U odnosu na oblik TMCH, viremije su bile niZe kod bolesnika sa HID i MUD, dok je
suprotno primeceno u primalaca MSD transplantata. Ove razlike nisu bile statisticki
znacajne.

Bolesnici sa malignim oboljenjem su imali znac¢ajno viSe vrednosti HCMV viremije
nego ispitanici sa nemalignom osnovnom bolescu (p=0,019).

Nijedna od medicinskih komplikacija koje se mogu javiti posle alogene TMCH nije
dovedena u znacajnu vezu sa viremijom. lako je broj kopija virusne nukleinske kiseline bio
visi u osoba sa GvHD nego kod bolesnika bez ove komplikacije, razlika izmedu dve grupe
nije bila znacajna.

4.1.5. Distribucija gB i gN genotipova u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena i autologna TMCH

Uzorci bolesnika kod kojih je u toku prac¢enja dokazana HCMYV infekcija su genotipizirani
na UL55 i UL73 lokusima. Genotipizacija je postignuta primenom multipleks nested PCR
metode. Svaki od genotipova je predstavljen amplikonom karakteristicne duzine baznih
parova, te su identifikovani primenom elektroforeze u agaroznom gelu.

Na lokusu za UL55 gen, molekularnim metodama je otkriveno prisusvo cetiri glavna
HCMV genotipa (gB1, gB2, gB3 i gB4). Genotipizacija gB je bila uspesna u 14/24 (58,3%)
bolesnika, pri ¢emu je prisustvo genotipova detektovano u 18 slucajeva. Genotip gB4 je bio
najucestaliji genotip u dece kod koje je uradena alogena TMCH (7 bolesnika, 38,9%). U
uzorcima su se rede javljali gBl1 (27,8%), gB2 (22,2%) i gB3 (11,1%). Prisustvo petog,
neprototipskog genotipa gB5 nije primeceno. Ucestalost pojave razli¢itih gB genotipova je
predstavljena na Slici 10.

Multipleks nested PCR metodom je detektovano pet genotipova UL73 gena: gN1,
gN2, gN3b, gN4a, i gN4b/c. Uspesna genotipizacija je postignuta u 19/24 (79,2%) bolesnika
inficiranih HCMV. Najucestaliji genotip je bio gN1, otkriven u 9/26 (34,6%) slucajeva. U
uzorcima su se rede javljali gN3b (23,1%), gN4b/c (19,2%) i gN4a (15,4%). Genotip sa
najmanjom ucestalodcéu u pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH je bio
gN2 (7,7%). Ucestalost pojave razli¢itih gN genotipova je predstavljena na Slici 11.
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Slika 10. Ucestalost pojave gB genotipova u kohorti dece kod koje je uradena alogena ili
autologna TMCH.
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Slika 11. Ucestalost pojave gN genotipova u kohorti dece kod koje je uradena alogena ili
autologna TMCH.
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4.1.6. Infekcije sa vise HCMYV genotipova (imesane infekcije)

Pojava kod koje je u uzorku jednog bolesnika detektovano dva ili vise gB ili gN genotipova
naziva se mesana infekcija. Ovakva koincidencija vise od jednog genotipa je opisana u 6/24
(25%) bolesnika pedijatrijske kohorte.

Vise meSanih infekcija je opisano sa gN nego sa gB genotipskim profilom (4 i 3,
respektivno). Pet (83,3 %) bolesnika je imalo me$anu infekciju samo sa jednim genotipom (ili
gB ili gN), dok je kod jednog bolesnika (16,7%) detektovano viSe genotipova (i gB i gN) na
oba ispitivana genska lokusa.

Profil genotipova i subgenotipova mesanih infekcija je prikazan u Tabeli 17.

Tabela 17. Genotipovi i subgenotipovi mesanih infekcija.

Profil mesSane infekcije

gB1 + gB2
gB gB3 + gB4
gB2 + gB3 + ¢B4
gN1 + gN4a
gN3b + gN4b/c
gN1 + gN3b + gN4a
gN1 + gN2 + gN3b + gN4a

gN

4.1.7. Korelacija mesanih infekcija i klinickih manifestacija bolesti u kohorti
pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena TMCH

Bolesnici kod kojih su otkriveni razli¢iti genotipovi HCMV (mes$ane infekcije) ¢esce razvijaju
nepovljan (letalan) klini¢ki ishod u odnosu na bolesnike sa infekcijom samo jednim
genotipom. Medutim, statisticka znac¢ajnost ovog nalaza nije pokazana.

Mesane infekcije su rede primecene kod bolesnika sa GvHD, mukozitisom, febrilnom
neutropenijom i VOD, iako bez statisticke znac¢ajnosti (p>0,05). Bolesnik sa hemoragijskim
cistitisom nije imao infekciju sa vise genotipova, dok kod bolesnika sa retinitisom nije
opisana HCMV viremija. Osobe koje su razvile sepsu kao komplikaciju su imale podjednak
broj mesanih infekcija i infekcija sa jednim genotipom. Kod bolesnika sa pneumonijom nije
dokazano prisustvo nijednog od trazenih genotipova, uprkos dokazanoj HCMV DNK u
uzorku. Iako je vedina bolesnika sa GvHD imala infekciju jednim genotipom, interesantno
je napomenuti da je 4/5 (80%) ispitanika sa meSanom HCMYV infekcijom, zapravo, imalo
GvHD.

Smrtni ishod je bio ¢es¢i kod bolesnika sa meSanom genotipskom infekcijom, ali ne i
statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na bolesnike sa jednim genotipom (p>0,05).

Odnos klinickih komplikacija i ishoda kod bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH je prikazan u Tabeli 18.
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Tabela 18. Klinicke komplikacije i ishodi kod bolesnika sa meSanim genotipskim
infekcijama.

Klinicke Infekcija jednim Infekcija meSanim

komplikacije genotipom genotipovima AT

GvHD 15 4 >(.05
Mukozitis 15 5 >(.05
Febrilna neutropenija 15 5 >0.05
Sepsa 1 1 >(.05
VOD 2 1 >0.05
Pneumonija 0 0 N/A
Hemoragicni cistitis 1 0 >0.05
Ishodi lecenja

Povoljni 11 4 >0.05

Letalni 5 2

N/ A - nije primenljivo.

4.1.8. Intra- i intergenotipske asocijacije u kohorti pedijatrijskih bolesnika
kod kojih je uradena alogena ili autologna TMCH

Proucavajudi distribuciju genotipova u dece kod kojih je uradena alogena ili autologna
TMCH, uo¢ena je povezanost izmedu pojedinih varijanti - kako izmedu gB i gN genotipova,
tako i unutar samog gB klastera.

Sa znacajno povecanom ucestalos¢u istovremeno su detektovani gB1 i gB2 (p=0,036),
gB1 i gN1 (p=0,009), kao i gB4 i gN3b (p=0,037). Suprotno ovome, neki genotipovi su imali
tendenciju da se ne pojavljuju zajedno, i to gB1 i gN4b/c (p=-0,022) i gB2 i gN3b (p=-0,011).
Nedvosmislena negativna korelacija nije uocena za gB2 i gB4, ali je povezanost ova dva
genotipa bila bliska znacajnoj (p=-0,054).

Analize korelacije genotipa su vrSene Phi metodom. Prikaz odnosa detektovanih
genotipova u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH se nalazi
u Tabeli 19.

Tabela 19. Odnos izmedu gB i gN genotipova kod pedijatrijskih bolesnika kod kojih je
uradena alogena TMCH.

Genotip gB1 gB2 gB3 ‘ gB4 gN1 ‘ gN2 gN3b  gN4a
gB2 .036*

gB3 -.163 265
gB4 -.349 -.054 467
gN1 .009* 572 069 244
gN2 -.163 .265 1.000 467 .069
167 | -.011*% 168 .037* -.071 168
314 092 265 195 337 265 .250
-.022* -.242 -.163 -.349 -423 -.163 -.073 -.242

* statisticki znacajna asocijacija izmedu genotipova
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4.1.9. Odnos HCMYV genotipskih varijanti i klinickih komplikacija u kohorti
pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena ili autologna TMCH

Najcesce genotipske varijante u odnosu na spektar svih klinickih komplikacija su bile gB4 i
gN1, koje su detektovane u 15 (36,6%) i 25 (40,3%) slucajeva, respektivno.

Genotipovi koji su najrede dokazivani su bili gB3 (7,3%) i gN2 (4,8%). U dece sa
povoljnim ishodom, najces¢i genotipovi su bili gB4 (36,4%) i gN1 (27,8%). Najcesce
detektovani genotipovi u preminulih bolesnika su bili gB1 (3/6, 50%) i gN1 (3/6, 50%).

Odnos pojedinac¢nih genotipova i klinickih komplikacija je prikazan u Tabeli 20.

Tabela 20. Distribucija varijanti gB i gN genotipova u odnosu na klini¢ke komplikacije i
ishod bolesti.

Genotipovi HCMV
Kliniéke

komplikacije gB1 gB2 gB3 gB4 gB5 gN1 gN2 gN3b gN4a gN4b/c

GvHD 5 3 0 3 0 8 0 3 3 5
Mukozitis 5 3 1 5 0 7 1 3 3 5
Febrilna 4 |3 1|5 0| 8| 1|3 |3 4
neutropenija
Sepsa 0 0 1 2 0 1 1 0 0 0
VOD 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
Pneumonija 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemoragisi [0 [0 [0 [0 [0 [ o[ oo | 0] 1
cistitis
Ukupni ishodi 14 9 3 15 0 25 3 9 9 16
Povoljni 2 3 2 4 0 5 2 4 4 3
Letalni 3 1 0 2 0 3 0 1 0 2

4.1.10. Povezanost viremije i genotipa u kohorti pedijatrijskih bolesnika kod
kojih je uradena alogena ili autologna TMCH

Vrednosti viremije su uspesno odredene kod svih HCMV-pozitivnih bolesnika. Srednja
vrednost koli¢cine HCMV DNK je bila 267 351 kopija/ml, sa rasponom od 100 do 2 900 000
kopija/ml.

Genotipovi uoceni u uzorcima sa najvisim viremijama su bili gB1 i gN4b/c sa 1 835
000 k/ml. U uzorcima sa najnizim viremijama (<500 k/ml) su detektovani gB4, gB5 i
gN4b/c. Genotipski profili zajedno sa koli¢inom virusne DNK su prikazani u Tabeli 21.

Nije uocena povezanost izmedu odredene klinicke komplikacije i visine viremije
(p>0,05). Koli¢cina HCMV DNK takode nije znac¢ajno varirala izmedkod bolesnika sa jednim
genotipom i ispitanika sa me$anom infekcijom (p>0,05).
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Tabela 21. Varijante HCMV gB i gN genotipova prikazane u odnosu na visinu viremije.

Viremija (kopije virusne

DNK po mililitru) gB genotip gN genotip
2900000 N/A N/A
1835000 1 4b/c
1405728 4 1

84000 N/A 1
39000 N/A 4b/c
37866 3,4 2
32559 1 3b
29264 5 3b, 4b/c
12980 2 1
8006 1,2 1
7808 4 3b
559 1 1,3b, 4a
5540 2 1
3102 4 1,4a
2712 5 3b
1900 N/A N/A
1182 2,3,4,5 1,2, 3b, 4a
966 4 1
961 N/A N/A
895 1 4a
800 5 4b/c
282 5 4b/c
195 4 N/A
100 N/A N/A

N/A - na genskom lokusu za dati genotip nije dobijen nijedan od trazenih genotipova.
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4.2. HCMV infekcija u odraslih bolesnika sa
hematoloskim malignim bolestima - retrospektiona
studija slucajeva i kontrola

Retrospektivno istrazivanje je sprovedeno kod 83 adultna bolesnika sa hematoloskim
malignim bolestima i 293 ispitanika koji su pripadali kontrolnoj grupi osoba bez
hematoloskog oboljenja. Podaci vezani za kontrolnu grupu su dobijeni iz odgovarajuce
dokumentacije sa Instituta za virusologiju, vakcine i serume “Torlak”.

4.2.1. Prokuzenost HCMV u grupi bolesnika sa hematoloSkim malignim
bolestima

Jedan od ciljeva ove studije je bio da se utvrdi seroprevalencija HCMV u odraslih osoba sa
B-celijskim malignim oboljenima. Odnos HCMV seropozitivnosti unutar grupe bolesnika
prikazan je u Tabeli 8.

Najvise IgG pozitivnih bolesnika je bilo prisutno u osoba sa NHL (33/35, 94,3%).
Nesto manja prokuZenost virusom je uocena u ispitanika sa dijagnozom B-CLL (8/9, 88,9%)
i Ho¢kinovom boles¢u (13/17,76,5%). Citomegalovirus je bio najrede prisutan kod bolenika
sa multiplim mijelomom (2/3, 66,7%), leukemijom vlasastih ¢elija (2/2), Valdenstremovom
makroglobulinemijom (2/2) i neoznac¢enim B-Celijskim limfomom (2/2).

Bolesnici pozitivni na HCMYV IgG su bili stariji od osoba koje nisu bile u kontaktu sa
patogenom, iako ne znacajno (p=0,07).

Bolesnici su podeljeni na 3 starosne grupe, i to 20-39 godina, 40-59 godina i >59
godina. Prevalenca HCMV infekcije po ovim grupama bila je 85,7%, 89,5% i 95,8%,
respektivno.

Posmatrajuci diskretne starosne kategorije, uocena je jasna tendencija povecanja
prevalencije HCMV IgG seropozitivnosti sa porastom godina. Ovaj uporedni rast starosti i
HCMYV prokuZzenosti je bio blizu statisti¢cke znacajnosti (p=0,054).

Zene su bile ¢esée prokuzene u odnosu na muskarce, mada u ovom slucaju nije
uocena statisti¢ka znacajnost (p=0,266).

Nije uocena znacjana povezanost izmedu primene hemioterapijskog protokola i
seropozitivnosti (p=0,706), kao ni kod upotrebe antivirusne terapije aciklovirom (p=0,438).

4.2.2. Odnos HCMV infekcije izmedu grupe bolesnika sa hematoloskim
malignim oboljenjem i kontrolne grupe

Serumi bolesnika i kontrolnih ispitanika su koriséeni za detekciju seroloskog profila HCMYV,
odnosno prisustva anti-HCMYV IgM i IgG antitela. Po inicijalnoj statistickoj analizi, uocena
je znacajna razlika u odnosu na pol i godine izmedu dve grupe (p<0,001). Nakon statistickog
mecovanja pomenutih parametara, kohortu ispitanika bez maligne bolesti je sa¢injavalo 77
odraslih osoba, od kojih 29 (37,7%) muskaraca i 48 (62,3%) Zena. Korigovana prose¢na
starost iznosila je 48,05 godina (raspon 22-86 godina).

Seroloska analiza na prisustvo anti-HCMV IgG antitela je uspesno uradena u obe
grupe ispitanika. U kohorti bolesnika 75 (90,4%) osoba je bilo seropozitivno za HCMV, dok
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8 (9,6 %) bolesnika nije bilo u prethodnom kontaktu sa ovim patogenom. Pre mec¢ovanja, 214
(82,6%) uzoraka iz kontrolne grupe je pokazalo prisustvo IgG anti-HCMV antitela.
Cetrdeset i pet (17,4%) kontrolnih ispitanika je bilo HCMV seronegativno.

Binarna logisticka regresija sa malignim oboljenjem kao zavisnom i HCMV
serostatusom kao nezavisnom varijablom je pokazala 1,6 puta vecu Sansu za pojavu B-
¢elijskog malignog oboljenja u osoba koje su HCMYV seropozitivne (OR, 1,600; 95% CI, 0,682
3,753). Ipak, statisticka znacajnost u ovom slucaju nije uocena (p=0,280).

Primarno poredenje je pokazalo vecu prokuzenost virusom kod osoba sa
hematoloskim malignim bolestima nego kod kontrola, mada ne znacajno (p=0,09).

Nakon mecovanja, seroloski profil kontrolne grupe je izmenjen, tako da je 76 (98,7 %)
osoba pokazalo kontakt sa HCMYV, nasuprot samo jedne osobe kod koje nije naden dokaz o
prethodnom kontaktu sa patogenom (1,3%).

Poredenje po izvrsenoj statistickoj korekciji pokazalo je znacajno ¢esée prisustvo anti-
HCMYV IgG antitela u grupi kontrolnih ispitanika (p=0,035; Tabela 10).

Binarna logisticka regresija sa malignom boles¢u kao zavisnom i HCMV
serostatusom kao nezavisnom varijablom, nakon mec¢ovanja, pokazuje da osobe prokuzene
ovim virusom oko 7 puta ceSce imaju B-Celijsko maligno oboljenje u odnosu na
seronegativne osobe (OR, 0,067; 95% CI, 0,016-1,150); utvrdena razlika je bila bliska
znacajnosti (p=0,067).

4.2.3. HCMV seropozitivnost kod bolesnika sa hematoloskim malignim
bolestima Sirom sveta

Nakon statisti¢ckog slaganja na osnovu godina i pola prisustvo HCMYV otkriveno je znacajno
¢esc¢e u kontrolnoj grupi ispitanika nego kod osoba sa B-celijskim malignim bolestima
(p=0,035). Dosavsi do ovog podatka, pokusali smo da utvrdimo da li se ova pojavajavljaiu
slicnim bolesnickim kohortama Sirom sveta kada se uporede ucestalost B-¢elijskih malignih
bolesti i prokuzenost HCMV.

Incidencije izabranih B-limfoidnih neoplazija su pokazale statisticki visoko znacajnu,
ali inverznu korelaciju sa HCMYV seroprevalencijom u 74 zemlje Sirom sveta. Ovi podaci su
prikazani na Slici 12.

Podaci o serologiji u alogeno transplantiranih bolesnika sa isklju¢ivo B-celijskim
malignim bolestima su preuzeti ili ekstrapolirani iz svih publikacija gde je to bilo moguce.
Ovakve mogucnosti su se, medutim, pruZzale retko. Koriséeni su i podaci iz studija koje su
obuhvatale razlic¢ite tipove malignih oboljenja, iako se iz njih nije mogao dobiti podatak o
HCMYV serostatusu striktno u osoba sa B-Celijskim neoplazijama.

Takode, uklju¢ene su i pojedine grupe bolesnika sa mijeloidnim neoplazijama. Jasna
podela na oboljenja porekla B- ili T-¢elijkih linija nije bila moguca. lako distinkcija izmedu
serostatusa po pojedinacnim oboljenjima nije mogla biti postignuta, kohorte sa razli¢itim
malignim bolestima su ¢esto imale manju prokuzenost HCMV-om nego odgovarajuce
zdrave populacije (Tabela 22).
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Tabela 22. Pregled distribucije HCMV seropozitivnosti Sirom sveta u kohortama bolesnika sa hematoloskim neoplazijama nasuprot
prevalencijama detektovanim u populacijama zdravih osoba ili donora krvi i/ili organa.

Kontinent, HCMYV seropozitivnost .
drzava i region H logk Bolesnici N, . > Olbhk .
(redosled od efnato 08 K4 (%) (ukoliko D.OIlOI‘l Opsta" transp anta.c1!e ! Reference
maligna bolest . y krviforgana, populacija, odgovarajuca
zapada ka nije naznaceno  _ 27) mean (27) terapiia
istoku) suprotno) Py

Severna i Juzna Amerika

SAD, Boston, ALL 1359 (48%) 0,67 0,64 Alogena TMCH, Kollman et

Njujork, GvHD profilaksa al. 2001

Vasington [131]

SAD, Sijetl AL, NHL, HD, 835 (49%) 0,67 0,64 Alogena TMCH, Nichols et

MM, CLL GvHD profilaksa al. 2002
[132]

SAD, Arkanzas | MM, HD 107 (57%) 0,67 0,64 Autologna TMCH, | Fassas et al.
BCNU, BEAM, 2001 [174]
samo melfalan

SAD, Teksas ALL, CLL, NHL 680 (52,4%) 0,67 0,64 Hemo-radijaciona Nguyen et
terapija al. 2001

[175]

SAD, Holandija, | ALL 952 (47,5%) 0,63 0,60 Alogena TMCH, Lee et al.

105 transpl. GvHD profilaksa 2007 [176]

centara

SAD, Kalifornija | AL 144 (55,7 %) 0,67 0,64 Alogena TMCH, Behrendt et

(deca) GvHD profilaksa al. 2009
[177]
Brazil, Bahia Hematoloske 470 (89,4%) 0,91 0,89 N/A De Matos et
State maligne bolesti al. 2011
[120]
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Brazil, Campinas | ALL, MM, HD, 20 (82,5%) 0,91 0,89 Alogena TMCH, Dieamant et
NHL, GvHD profilaksa al. 2011 [81]
Cile, Santjago Hematoloske N/A (86%) 0,91 0,89 TMCH, Ferrés et al.
maligne bolesti GvHD profilaksa 2012 [178]
Kanada, SAD, ALL (B-iT- 564 (59,7%) 0,55 0,51 Duval et al.
UK, Francuska Celijska) 2010 [179]
(33 zemlje)
Kanada, SAD, ALL (B-iT- 1 883 (59,7%) 0,62 0,59 Alogena TMCH, Teira et al.
UK, Saudijska Celijska) GvHD profilaksa 2016 [114]
Arabija,
Holandjija
(CIBMTR), ~200
transpl. centara
46 transpl. ALL (B-iT- 127 (47 %) 0,63 0,58 MUD-BMT Cornelissen
centara Celijska) et al. 2001
[180]
46 transpl. ALL, NHL, MM, 165 (60% 0,66 0,68 Alogena TMCH Marty et al.
centara (20 CLL donori) 2017 [181]
zemali'a)
Irska, Dablin Hematoloske 72 (48%) 0,43 0,39 Alogena TMCH Fleming et
maligne bolesti (43) al. 2010
Hemioterapija (28) | [182]
Svdeska i Italija, | AML 81 (70%) 0,74 0,71 Hemo-radioterapija | Bernson et
Getenburg i Rim al. [129]
Svedska, ALL (B- &T- 3539 (55%) 0,62 0,58 Alogena Ljungman et
Nemacka, Celijska) transplantacija al. 2003
Holandjija, [183]
Italija,
Francuska




Centri ¢lanice ALL, AML, HD, 40306 (53,9%) | 0,62 0,58 Alogena i Ljungman

EBMT NHL autologna TMCH | & Brand
2007 [128]

Svedska, ALL, LY 31669 (59,8%) | 0,62 0,58 Alogena TMCH Ljungman et

Spanija, UK, al. 2014

Francuska, [184]

Italija,

Holandjija,

Poljska,

Nemacka

48 transpl. ALL, NHL, HD 165 (81,4%) 0,77 0,75 Alogena Ljungman et

centara (Evropa, transplantacija al. 2002

MENA, Juzna [185]

Afrika)

SAD (CIBMTR), | ALL decijeg doba | 980 (53%) 0,69 0,65 MRD, URD, Mehta et al.

Kanada, UK, (B- & T-Celijska) UCBT... 2019 [186]

Spanija,

Svedska,

Saudijska

Arabija, Novi

Zeland, Japan

Francuska, AML (>50 godina) | 3 398 (65%) 0,60 MUD TMCH Rubio et al.

SAD, UK, 2016 [187]

Nemacka,

Cegka, Izrael

11 evropskih Decija B- 140 (41%) 0,63 0,65 Alogena TMCH Dalle et al.

zemalja, Izraeli | prekursorska ALL 2018 [188]

Turska
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Francuska, B-ALL (>60 126 (59,3%) 0,61 0,57 RIC Alogena Roth-
Izrael, Spanija, godina) TMCH Guepin et al.
Nemacka, 2017 [189]
Belgija,
Holandija, UK,
Poljska (EBMT)
Belgija, Brisel 9 dece, 7 odraslih 16 (35%) 0,56 0,52 Alogena TMCH Debaugnies
et al. [190]
Danska, ALL decijeg doba 118 (54%) 0,60 n,a, Alogena TMCH Kielsen et al.
Kopenhagen & odrasli 2018 [191]
Holandjja, ALL, NHL, HD 101 (50,6%) 0,57 0,53 Allogena Meijer et al.
Utreht transplantacija 2002 [192]
Holandjija, ALL, NHL, MM 47 (66%) 0,57 0,53 Alogena TMCH Broers et al.
Roterdam 2000 [193]
Poljska, Vroclav | ALL, LY 26 (78%) 0,7 0,66 TMCH Jaskula et al.
2015 [194]
Ceska, Brno ALL decijeg i 104 (37,6%) n.m. 0,42 Konvencionalna Michélek &
adolescentskog hemioterapija Horvath
doba, NHL, HD 2002 [195]
Nemacka, ALL, NHL 54 (39%) 0,62 0,57 Alogena TMCH Kroger et al.
Rusija, 2001 [196]
Hamburg, Sankt
Petersburg
Rusija, Moskva | AML, Mantle-cell 183 (45,9%) 0,74 0,7 Alogena TMCH Vdovin et al.
limfom 2016 [197]
Hrvatska, ALL, NHL, MM, 47 (77%) 0,83 0,8 Alogena TMCH Peric et al.
Zagreb HD, CLL 2018 [198]
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Madarska, LY 224 (75%) 0,87 0,84 Autologna TMCH Piukovics et
Segedin Hemioterapija al. 2017
[130]
Italija, Rim AML 52 (93%) 0,76 0,73 Chemoradio Capria et al.
therapy 2010 [123]
Italija, Rim LY 327 (93%) 0,76 0,73 Autologna Marchesi et
transplantacija al. 2015
[122]
Italija, Milan, B-celijski limfom 265 (70%) 0,76 0,73 Alogena TMCH Mariotti et
Udine, Bergamo, al. 2014
Ankona, [199]
Alesandria
Nemacka, ALL (B- & T- 5158 (60%) 0,58 0,54 Alogena TMCH Schmidt-
Francuska, Celijski) Hieber et al.
Finska 2013 [200]
Srbija ALL, HD, WD, 83 (88%) N/A 0,9 Alogena TMCH, Ovo
CLL, MM, Hemo-radioterapija | istraZivanje
Spanija, AL, NHL, CLL, 150 (66%) 0,72 0,69 Alogena TMCH- Pifiana e al.
Barselona MM, HD/ST RIC 2010 [201]

GvHD profilaksa
Bliski Istok i Severna Afrika

Saudijska ALL, NHL, HD, 1252 (95,76%) 0,89 0,88 Hemioterapija Zaidi ARZ
Arabija, Dzeda | MM, CLL TMCH et al. 2019
[124]
Saudijska ALL (deca) 82 (1,22%) 0,85 0,87 Alogena TMCH Al-Sweedan
Arabija, Jordan, UCBT etal. 2017
Rijad, Irbid GvHD profilaksa [202]
Saudijska AL 73 (68%) 0,89 0,88 Allo-pupcana vrpca | Al-Hajjar et
Arabija, Rijad (deca) TMCH al. 2011
[203]
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Jordan, Aman AL 72 (31%) 0,83 0,85 Auto-TMCH Hussein et
(deca) al. 2015
[204] & Al
Mana et al.
2019 [205]
Izrael, Tel Aviv, | AL, LY 121 (61%) 0,75 0,72 Alogena TMCH Cohen et al.

Petah Tikva GvHD profilaksa 2015 [206]

Iran, Teheran, ALL, AML, NHL, 126 (97,6%) 0,96 0,95 Alogena TMCH Valadkhani

Rast MM & razne GvHD profilaksa et al. 2016
bolesti [102]

Iran, Mashhad Dobrovoljni 1000 (99,2%) 0,96 0,95 N/A Safabakhsh
davaoci krvi et al. 2013

[207]
Iran, Urmia Terminalna bolest | 65 (77,4%) 0,96 0,95 Pre- Sepehrvand
bubrega transplantaciona et al. 2010
(imunodeficijencija) hemodijaliza [208]
Iran, Siraz, Leukemia 6 (100%) 0,96 0,95 Alogena Behzad-
Teheran transplantacija Behbahani
et al. 2004
[209]

Iran, Teheran, AML, Talasemija, 26 (100%) 0,96 0,95 Transplantacija Ziyaeyan et.

Siraz CML, AA, ALL kostane srzi al. 2006
[210]

Tunis, Sus, Sfaks | ALL 39 (90%) 0,94 0,93 Hemioterapija Handous et
al. 2020
[211]

Egipat, Dobrovoljni 88 (96,6%) 0,94 0,93 N/A Gawad et al.

Aleksandria davaoci krvi 2016 [212]

Egipat, Kairo AML & ALL 28 (39%, active | 0,94 0,93 Transplantacija Zekri et al.

CMV) kostane srzi 2004 [213]
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Donori:

403 (84,8%)

Egipat, Kairo B-ALL (40) 40 (36% CMV | 30 (46,7 % 0,93 Consolidation Tx Loutfy et al.
T-ALL (10) (decai | DNA/serum) |CMV DNA Salvage Tx 2017 [214]
adolescenti) control)

Australija, AL, B-NHL, HD, 28 (88%) 0,69 0,65 Hemioterapija Ng et al.

Viktorija CLL, MM Autologna TMCH | 2005 [121]

Australija, ALL, NHL, MM 103 (63%) 0,69 0,65 Alogena TMCH, George et al.

Sidnej MUD-TMCH 2010 [84]

Indija, Velor Maligne i Alogena TMCH Devasia et
nemaligne bolesti al. 2018
Bolesici: 463 (97 4) 0,88 0,86 [215]

Istocna Azija

Malezija, ALL N=71, 77 (73%) 0,78 0,75 Hemo-radioterapija | Azanan et
Australija. Kuala | AML N=6. al. 2016
Lumpur, [216]
Melburn
Kina, Guangzou | B-ALL, B-NHL 156 (86%) 0,92 0,9 Alogena TMCH Xuan et al.
provincija 2012 [125]
Kina, Peking ALL, CML, MDS, 60 (87%) 0,92 0,9 Alogena TMCH Du et al.
AA, NHL 2007 [217]
Tajvan, AL, NHL 117 (91,8%) 0,95 0,93 Alogena TMCH Liu et al.
Kaohsiung, Tajpej 2012 [126]
Japan, Tokio AL decijeg doba 184 (81%) 0,76 0,72 UCBT Tomonari et
al. 2008
[127]
Japan, Fukuoka | ALL decijeg doba | 101 (72%) 0,76 0,72 Alogena TMCH Inagaki et al.
2015 [38]

N/ A - nije pronaden podatak.
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Slika 12.1. Na graficima je prikazan odnos izmedu HCMYV seroprevalencije iz 74 drzave i
procenjenih stopa incidencije A) B-celijskih neoplazija i B) Hockinove bolesti za 2020.
godinu, standardizovanih u odnosu na starost. Odnos je obrnuto proporcionalan i statisticki
znacajan za svaki ispitivani tip B-limfoidne neoplazije (p<0,001; Spirmanov koeficijent pA=-
0,625 i pB=-0,618).
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Slika 12.2. Na graficima je prikazan odnos izmedu HCMYV seroprevalencije iz 74 drzave i
procenjenih stopa incidencije C) nehockinskog limfoma i D) multiplog mijeloma za 2020.
godinu, standardizovanih u odnosu na starost. Odnos je obrnuto proporcionalan i statisticki
znacajan za svaki ispitivani tip B-limfoidne neoplazije (p<0,001; Spirmanov koeficijent pC=-
0,617 i pD=-0,633).

57



Diskusija

Istrazivanje sprovedeno doktorskom tezom je prva prospektivna studija u grupi dece kod
koje je uradena alogena TMCH i koja su pracena za prisustvo HCMV infekcije u Srbiji.
Takode, ovo je jedino istraZivanje koje ispituje odnos HCMV infekcije i klini¢kih
manifestacija u odraslih i dece u nasoj zemlji. Kona¢no, ispitivanja vezana za potencijalni
onkogeni kapacitet HCMV infekcije u odraslih sa B-celijskim malignim bolestima Sirom
sveta su prva istrazivanja tog tipa.

U ovom istrazivanju incidencija HCMV infekcije u kohorti pedijatrijskih bolesnika
kod kojih je uradena alogena ili autologna transplantacija mati¢nih ¢elija hematopoeze je
bila 57,1%.

Podaci dobijeni Sirom sveta pokazuju da se HCMV infekcija u dece krece izmedu
24% do 60,6% [38, 75-78]. Nesto visu incidenciju od 60,6 % i 58%, ali i dalje veoma sli¢nu onoj
dobijenoj u nasoj studiji navode Dieamant i saradnici kao i Gaziev i saradnici, respektivno
[75, 79].

Kod dece kod koje je uradena autologna TMCH nije dokazano prisustvo HCMV
infekcije. lako je istrazivanjem obuhvacdeno samo 9 pedijatrijskih ispitanika koji je uraden
ovakav oblik transplantacije, ovo nije neoc¢ekivan podatak. Infekcija HCMYV se znacajno rede
javlja u osoba kod kojih je uradena autologna TMCH.

Iz ovih razloga, znatno vecéa ucestalost HCMV infekcije se dijagnostikuje u drugoj
grupi pedijatrijskih bolesnika koju sac¢injavaju iskljucivo ispitanici kod kojih je bila uradena
alogena TMCH. Kod ovih bolesnika incidencija pojave virusne DNK u uzorku je bila 71,9%.

Slican podatak se moZe pronaci u istraZivanju Bonon i saradnika [80] koji navode
udestalost od 68% kod bolesnika kod kojih je uradena TMCH u Brazilu (Campinas).
Uporedivu incidenciju od 78% prijavljuju Dieamant i saradnici [81] u grupi bolesnika sa
malignim i nemalignim osnovnim bolestima (Campinas, Brazil). Razlika izmedu ispitivanih
kohorti ipak postoji, jer je u tom istrazivanju obuhvacena kako pedijatrijska, tako i adultna
populacija. Alternativno, u grupi koja se sastojala isklju¢ivo od dece, isti autor navodi nizi
procenat (60,6%) bolesnika sa HCMYV infekcijom [75].

Nize incidencije se mogu naci u grupama pedijatrijkih ispitanika iz Sjedinjenih
Ameri¢kih Drzava (Atlanta, Dzordzija) [77] i Cilea (Santjago) [78], gde je virusna DNK
detektovana u pribliZno jednoj trecini i jednoj ¢etvrtini bolesnika, respektivno. Ucestalost
HCMYV infekcije je takode manja u kohorti dece iz Japana (Fukuoka) [38], dok drasti¢no nize
vrednosti (24%) sre¢emo u radu Yoon i saradnika (Seul, Juzna Koreja) [76].

Podaci iz kohorti koje se sastoje iskljucivo ili preteZzno od odraslih bolesnika takode
pokrivaju Sirok spektar incidencija. Visa u¢estalost HCMV viremije (84,3 %, Fukuoka, Japan)
je primecena kod bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH kao terapija izbora zbog
raznih hematoloskih poremecaja [82]. S druge strane, nize ucestalosti su objavljene u
istrazivanjima iz Ujedinjenog Kraljevstva [83] i Australije [84], gde se HCMYV infekcija srece
u oko 50% i 39,1% slucajeva.
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Sirok spektar ucestalosti virusnih reaktivacija moze biti posledica razlika u
ispitivanim bolesni¢kim populacijama. Ove grupe se razlikuju po broju ispitanika, duzini
pracenja pojave HCMYV infekcije, osnovnom oboljenju, terapijskom rezimu kao i obliku
transplantacije koji je primenjen (alogena vs autologna TMCH). Jo$ jedan od razloga koji bi
mogao dovesti do ove pojave jeste i metoda kojom je HCMV infekcija detektovana. S
obzirom na to da je poznato da test antigenemije moze dati razlicite rezultate od PCR-a [85],
istrazivanje u kojem je on koris¢en moze dovesti do drugacijih zakljucaka.

Geni UL55 i UL73 kodiraju povrsinske glikoproteine B i N koji imaju znacajne uloge
u patogenezi HCMYV infekcije. Molekul gB predstavlja povrsinski transmembranski protein
klju¢an u infekciji ¢elija domacina i u Sirenju virusa izmedu delija. On je takode ciljna
struktura za neutraliSuca antitela, te glavna komponenta eksperimentalnih HCMV vakcina
danas [86]. Glikoprotein N je veoma varijabilan molekul, sa vaznom ulogom u virusnoj
replikaciji, izuzetno polimorfan na aminokiselinskom nivou i predstavlja metu
neutrali$ucih antitela [87].

Najcesce detektovani genotipovi u studiji sprovedenoj u populaciji dece kod koje je
uradena TMCH su bili gB4 (38,9%) i gN1 (34,6%).

Za UL55 gen, druge i trece po ucestalosti su bile gB1 i gB2 genotipske varijante, sa po
27,8% i 22,2%. Najredi gB genotip je bio gB3 (11,1%). Peti genotip glikoproteina B nije
detektovan.

Na lokusu za UL73, detektovano je pet gN varijanti. U uzorcima su se od gN1
genotipa rede javljali gN3b (23,1%), gN4b/c (19,2%) i gN4a (15,4%). Prisustvo gN2 je
potvrdeno u samo 7,7 % slucajeva.

Podaci iz ove teze vezani za distribuciju gB genotipova nisu u potpunosti u skladu
sa drugim istrazivanjima u koja su bili ukljuceni pedijatrijski i adultni bolesnici kod kojih je
uradena TMCH.

U najvecem broju drugih studija gB1 genotip je najces¢a HCMV varijanta. Ovakvi
podaci se navode u radovima autora iz Brazila, Meksika, Ceske, Irana, Kanade i Poljske [81,
88, 36, 89-91]. Iako je u Kini naj¢esci genotip gB3 [92], autori su gB1 ipak detektovali sa skoro
podjednakom ucestalos¢u. Ovo ukazuje na vodecu ucestalost gB1 varijante Sirom sveta.

lako je varijanta gB4 je bila najprisutnija u populaciji dece u Srbiji kod koje je uradena
alogena transplantacija, u drugim ispitivanjima je ovaj genotip imao najmanju ucestalost.

Iz istrazivanja obuhvacdenih ovom tezom se ne mozZe izneti zakljucak o distribuciji
neprototipskih genotipova gB5, gB6 i gB7. Objasnjenje leZi u ¢injenici da retko koja studija
ispituje prisustvo ovih genotipova, te molekularna epidemiologija ovih glikoproteina ostaje
nedovoljno istraZena.

U prospektivnoj studiji Diaemant i saradnika [81] koja je ispitivala 63 bolesnika kod
kojih je uradena alogena TMCH, dominantan genotip je bio gBl (39%), sa slitnom
ucestaloscu i gB2 genotipa (35%). Genotip gB4 je, suprotno populaciji dece iz Srbije, bio
prisutan u samo 14% slucajeva, dok je gB3 bio najrede dokazivan genotip u obe studije.

U kohorti 30 dece kod koje je uradena TMCH autori iz Meksika takode navode gB1
kao najcesce detektovan genotip u kohorti (30%), pri ¢emu je incidencija gB4 najniza (3%)
[88]. Sli¢ni podaci su navedeni u populaciji 53 adultna bolesnika iz Ceske Republike kod
kojih je uradena alogena TMCH, gde je kao najprevalentniji genotip utvrden gB1 (30%), dok
je najreda varijanta bila gB4 (4%) [36]. Ovo je u suprotnosti sa podacima iz nase studije, gde
je upravo genotip gB4 najprevalentniji.

Wu i saradnici [92] opisuju gB3 genotip kao najprisutniji (39%) u primalaca mati¢nih
¢elija hematopoeze u Kini. Varijanta gB1 je sa slicnom ucestalos¢u od 36%, dok je gB4
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pronaden kod jednog bolesnika (1%). U 5% bolesnika je pronaden gB5, nedetektovan u nasoj
populaciji.

Preovladavanje gB1 genotipa je primeceno i u primalaca solidnih organa. Istrazivanje
sprovedeno kod 239 bolesnika kod kojih je uradena transplantacija solidnog organa je
pokazalo genotip gB1 kao najprevalentniji (26%), dok se na poslednjem mestu nalazi gB4 sa
5% slucajeva [37]. U populaciji 434 primalaca bubrega iz Irana dobijeni su gotovo identi¢ni
rezultati [89]. Vedéi procenat gBl-pozitivnih bolesnika (38%) je naveden u kohorti 50
primalaca jetre, bubrega, srca ili pluca iz Kanade, dok je gB4 ponovo najreda varijanta [90].

Dok je gB3 bio retko identifikovan genotip kod bolesnika u Srbiji, podaci iz pojedinih
drugih istraZivanja su pokazali suprotno [90, 92]. Primetna je razlika izmedu azijskih
(bliskoisto¢nih i dalekoisto¢nih) HCMV genotipskih profila u odnosu na konstelaciju
varijanti dijagnostikovanih u zemljama sa vis$im socioekonomskim statusom. Sli¢ne podatke
o vecoj ucestalosti gB genotipa daju Coaquette i saradnici [39], u ¢ijoj grupi ispitanika je gB3
drugi najces¢i genotip (23,7%), sa slicnom zastupljenos¢u kao i najprisutniji gB1 (28,9%).
Pomenuta studija se razlikuje od do sada navedenih po tome $to su deo kohorte sacinjavali
i bolesnici koji, iako imunosuprimirani, nisu primaoci transplantiranih organa.

U radu koji ispituje HCMV infekciju kod bolesnika iz Krakova (Poljska) testiranje
PCR-om je radeno na 4 genotipa (gB1-4), pri ¢emu je najprevalentniji bio gB1. Na kraju
perioda pracenja, gB1 je bio registrovan u 66,7 % bolesnika, dok su gB3 (33,3%) i gB4 (26,7 %)
bili drugi i treéi najcesce detektovan genotip. Najrede opisana varijanta u ovoj kohorti
bolesnika je bila gB2 [91].

U studiji kanadskih nau¢nika koji su ispitivali uzorke bolesnika sa transplantiranim
solidnim organom, autori su detektovali prva cetiri gB genotipa, pri ¢emu se kao najc¢esci
manifestovao gB1 (50,4%) [93]. Varijante gB2, gB3 i gB4 su bile prisutne u 21%, 9,1% i 2,5%
uzoraka, respektivno.

U vreme sprovodenja istraZivanja, nasa studija je bila prva koja je dala podatke o gN
genotipovima u pedijatrijskih kod bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH. Jedini
pronadeni podaci za gN genotip su bili vezani za adultne populacije. Xia i saradnici su u
prospektivnom istrazivanju naveli gN3a kao najprevalentniji genotip u 102 odrasle osobe
kod koje je uradena TMCH u Kini [94]. Varijanta gN4c je bila dominantna u kohorti 40
primalaca solidnog organa [95].

Poreklo razlika u distribuciji HCMV genotipova uocenih Sirom sveta jo$ uvek nije
rasvetljeno. Moguce je da je ovakva raspodela virusnih varijanti posledica varijacije u
demografskoj alokaciji samih genotipova i kompleksnih mehanizama patogeneze i uzroka
imunosupresije [89].

U ovom istraZivanju, 25% bolesnika kod kojih je uradena TMCH su imali infekciju
izazvanu prisustvom vise od jednog HCMV gB i/ili gN genotipa, takozvanu mesanu
infekciju. U tri slucaja (12,5%) je registrovana infekcija sa viSe od jednog gB genotipa, dok je
veéi broj gN varijanti opisan u 16,7% bolesnika. Ovo je u skladu sa istrazivanjem
sprovedenim nad kohortom meksickih pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH, gde procenat osoba sa me$anom HCMYV infekcijom iznosi 27% [88]. VaZno je
napomenuti da je ta studija ukljucila samo slucajeve gB mesane infekcije. Poredeci samo
ovaj genotip nasa kohorta je imala oko dvostruko manje infekcija sa vise od jedne gB
varijante. NiZe vrednosti su navedene u studijama iz Brazila [81] i Kine [92], gde se infekcija
sa viSe genotipova srece u 6% i16,8%, respektivno. Jos jednom, u pomenutim istrazivanjima
pracen je samo gB genotip. Bitno je naglasiti da je uzorak bolesnika sa meSanim infekcijama
bio veoma mali u studiji Dieamant i saradnika, te je procente neophodno uzeti sa rezervom.
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Vedi broj slucajeva HCMYV infekcije sa najmanje dva gB genotipa je primecen i kod
primalaca solidnog organa [90]. U studiji Sarcinella i saradnika [40], 6,9% bolesnika je imalo
mesanu HCMYV infekciju, $to je skoro dvostruko manje od gB genotipova u nasoj studiji. U
grupi bolesnika koji su primili imunosupresivnu terapiju, od kojih je kod jednog dela
uradena alogena TMCH, analize su u ¢ak 25,8% slucajeva ukazale na prisustvo vise od
jednog HCMV genotipa [39].

Zawilinska i saradnici [91] opisuju prisustvo multiplih genotipova u 40% od 30
ispitivanih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH. U radu Panga i saradnika [93]
multipli genotipovi su detektovani u 17% uzoraka bolesnika sa transplantacijom solidnog
organa.

Znatne varijacije u odnosu na procenat bolesnika inficiranih sa viSe od jednog
genotipa mogu biti posledica velicine ispitivane kohorte. Neke od studija su imale veoma
mali broj ispitanika, $to moze znacajno uticati na procenat HCMV mes$anih infekcija u toj
populaciji. Metod detekcije HCMV takode moZe imati uticaja - virus je u uzorcima trazen
razli¢itim metodama od kojih svaka ima drugaciju mogucénost otkrivanja samog patogena
u uzorku. Takode, faktori koji uti¢u na distribuciju genotipova mogu imati posledice po
rezultate istrazivanja.

Humani citomegalovirus moZze izazvati teSke infekcije kod bolesnika kod kojih je
uradena alogena TMCH. Neke od manifestacija HCMV infekcije jesu gastrointestinalna
bolest, hepatitis, encephalitis, retinitis, HCMV bolest kasnog pocetka itd. S druge strane,
opisani su i indirektni efekti ovog patogena kod osoba kod kojih je uradena TMCH, kao $to
su pojava oportunisti¢kih bakterijskij i gljivi¢énih infekcije, ali i pove¢an mortalitet.

U nasem istrazivanju, u grupi bolesnika kod kojih je uradena alogena ili autologna
TMCH, HCMV infekcija je bila zna¢ajno povezana sa GvHD. Ostale komplikacije u toku
le¢enja kao $to su mukozitis, febrilna neutropenija, sepsa, VOD, pneumonija i hemoragijski
cistitis nisu korelirale sa HCMV infekcijom.

Infekcija HCMV i GVvHD su znacajne komplikacije nakon alogene TMCH i pokazuju
jasnu medusobnu vezu. ViSe istrazivanja je ukazalo na to da GVHD i terapija za ovu
komplikaciju predstavljaju rizik za pojavu replikacije HCMV [96-98]. Ova povezanost je
uocena i u drugim istraZivanjima koja su obuhvatila pedijatrijske kohorte. Posmatrajuci 110
dece kod kojih je uradena TMCH, Zaucha-Prazmo i saradnici [99] su uoéili pojavu GvHD u
73% bolesnika sa HCMYV infekcijom detektovanom testom antigenemije.

U istrazivanju koje je obuhvatilo 182 pedijatrijska bolenika sa malignim i nemalignim
oboljenjima kod kojih je u¢injena TMCH, GvHD gradusi II-IV su bili povezani sa pove¢anim
rizikom od pojave viremije [100]. Gradusi III-IV GvHD su dovedeni u vezu sa HCMV
infekcijom u dece kod kojih je uradena alogena TMCH [101], dok su u drugoj studiji sa istim
transplantacionim rezimom i sa GvHD pedijatrijski bolesnici bili pod znacajno veéim
rizikom za pojavu HCMV viremije [102]. Miler i saradnici [96] su opisali znacajnu vezu
izmedu HCMYV infekcije i pojave akutnog GvHD u grupi od 181 bolesnika kod kojih je
uradena alogena TMCH. Isti zakljuéci o asocijaciji akutnog GvHD i HCMYV infekcije dolaze
iz studije Yoon i saradnika [76]. Recipro¢na uzro¢nost replikacije HCMV i GVHD je opisana
prvi put 2010. godine [103]. U ovom istrazivanju, 515 bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH je testirano na prisustvo HCMV i kod njih je registrovan akutni GvHD. Autori
zaklju¢uju da GvHD mozZe indukovati HCMV replikaciju, ali i da sama HCMV infekcija
predstavlja znacajno veci rizik za razvijanje akutnog GvHD kod ovih bolesnika.

Bolest kalema-protiv-domacina je multivarijantnom analizom takode identifikovana
kao faktor u kasnoj rekurentnoj pojavi HCMV [104]. U kohorti bolesnika kod kojih je
uradena alogena TMCH, akutni GvHD je identifikovan kao znacajan faktor rizika za pojavu
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HCMYV infekcije [105]. Znacajna povezanost je uocena i izmedu hroni¢cnog GvHD i HCMV
pozitivnosti od strane Inagakija i saradnika [38].

Suprotne zakljucke moZemo pronaci u studiji Haastrup i saradnika [106]. U njihovoj
kohorti dece i adolescenata lecenih alogenom TMCH nije opisana znacajna veza izmedu
akutnog GvHD i HCMV infekcije.

Kod bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH u nagem istrazivanju HCMV
viremija se ¢esce javljala kod osoba sa malignim nego sa nemalignim oboljenjem, iako bez
statisticke znacajnosti. Ovo je u skladu sa podacima Yoon i saradnika [76], proisteklim iz
analize kohorte pedijatrijskih bolesnika nakon alogene TMCH, gde tip osnovne bolesti
(maligno vs nemaligno oboljenje) nije bio zna¢ajan u odnosu na prisustvo patogena u krvi.

U retrospektivnoj studiji bolesnika do 20 godina starosti veci procenat bolesnika sa
HCMV infekcijom je imao malignu bolest, iako razlika izmedu HCMV pozitivnih i
negativnih nije bila znacajna [101]. Do sli¢nih zaklju¢aka dolaze i Valadkhani i saradnici [102].

Razlike u zaklju¢cima mogu proisteci iz manjeg broja bolesnika, razli¢ite demografije
u bolesnickim grupama kao i usled nedostatka konzistencije u konfiguraciji kohorta
ispitanika, o ¢emu se u ovoj tezi diskutovalo ranije.

U istraZivanju vezanom za ovu doktorsku tezu nije pronadena znacajna veza izmedu
HCMV infekcije i uzrasta ili pola, iako je vecina uzoraka pozitivnih na ovaj patogen
detektovana u decaka i dece starijeg uzrasta. Slicni podaci se mogu pronaéi u
retrospektivnoj studiji dece kod koje je uradena alogena TMCH gde ovi demografski podaci
nisu bili faktori rizika za pojavu HCMV infekcije [101], kao i u radu Inagakija i saradnika
[38]. Nase zakljucke potvrduju i istrazivanja radena na kohorti bolesnika koja je obuhvatila
i pedijatrijsku i adultnu populaciju [102], ali i u grupi odraslih bolesnika kod kojih je
uradena TMCH [107]. U studiji bolesnika sa kohortom sastavljenom od dece i odraslih, u
univarijantnoj analizi pol nije identifikovan kao faktor rizika za HCMYV infekciju [105].

Suprotno do sada navedenom, u drugom radu Goldsmith i saradnika [108] koji su
ispitivali haploidenti¢nu TMCH, viremija je uocena znatno egce u zena. Veca ucestalost
pojave HCMV infekcije u starijih ispitanika (prosecan uzrast 17,5 godina) je opisana u
kohorti 181 bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH [96], mada razlika nije bila
statisti¢ki znacajna.

Znacajna povezanost izmedu starosti bolesnika i incidencije CMV dokazane testom
antigenemije je pokazana univarijantnom analizom u radu Schetelig i saradnika [109], mada
se notirana znacajnost nije odrZala nakon multivarijantne analize. ViSe incidencije HCMV
viremije su uoc¢ene kod osoba starijih od 60 godina [108], dok su podaci sli¢ni pomenutim
opisani i kod bolesnika sa 50 ili viSe godina [110].

U istrazivanju Yang i saradnika [105], nije bilo razlike u HCMV infekciji izmedu
grupe ispitanika od 34 godine ili starijih, naspram bolesnika koji su bili mladi.

Kod kriti¢no obolelih imunokompetentnih bolesnika u multivarijantnim modelima
muski pol je bio povezan sa povecanim rizikom za reaktivaciju HCMV [111]. Starost
bolesnika se nije pokazala kao relevantan faktor. Od znacaja je napomenuti da su stope
virusne reaktivacije u populacijama zdravih osoba znacajno vise u zena [112].

Veca incidencija HCMYV infekcije u dece starijeg uzrasta i uopste u starijih bolesnika
moZe biti objasnjena i ¢injenicom da prokuZenost ovim virusom raste sa godinama. U ovom
kontekstu, za ocekivati je da se virus c¢eS¢e susree u populacijama sa viSom
seroprevalencijom. Na isti nacin razliciti terapijski modaliteti, fluktuiraju¢i nivoi
imunosupresije i nutritivni stres [113] mogu objasniti Sablone u starosnoj varijabilnosti i
stopama HCMV reaktivacije. Odnos izmedu HCMYV reaktivacije i pola jo$ uvek nije u
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potpunosti rasvetljen. Na rezultate takode moZze uticati razli¢ita metodologija koriséena u
detekciji virusa, kako je prethodno u tekstu disertacije i objasnjeno.

U ovom istrazivanju, bolesnici sa HCMV infekcijom su imali letalan ishod rede od
bolesnika kod kojih virusna DNK nije detektovana, iako ova razlika nije bila statisticki
znacajna. Sli¢ni podaci dolaze iz studije Laberkove i saradnika [100], gde HCMYV infekcija
nije povezana sa losijim ishodom.

Nasi zakljuéci nisu u skladu sa podacima da virusna reaktivacija predisponira
bolesnika za lo$ post-transplantacioni ishod [114]. Takode, primaoci alogenih transplantata
sa pozitivnom HCMYV serologijom su pod povecanim rizikom za virusnu reaktivaciju i
mortalitet nevezan za relaps [115]. U studiji radenoj na 110 konsekutivno transplantiranih
pedijatrijskih i adolescentnih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH HCMV
infekcija je bila znacajan faktor rizika za mortalitet vezan za transplantaciju u prvih 100 dana
posle TMCH [106].

Rezultati u ovoj doktorskoj tezi koji su vezani za HCMV infekciju i ishod bolesnika
se ne podudaraju sa ve¢inom pomenutih istrazivanja. Ova diskrepanca moze biti posledica
male kohorte bolesnika u nasoj studiji, ali i razli¢itih terapijskih modaliteta i metoda kojima
je dokazivano prisustvo HCMV.

Ispitivanje sprovedeno ovom tezom je pokazalo da bolesnici sa meSanim
genotipovima, kako oni sa viSe gB, tako i oni sa vise gN varijanti, nisu imali povecan broj
kopija virusne nukleinske kiseline u odnosu na ispitanike sa samo jednim prisutnim
genotipom.

Ovakav zakljucak je u suprotnosti sa pojedinim sprovedenim studijama koje su se
ticale samo gB genotipova. Ispitujuci efekat polimorfizama u UL55 genu na klinicke i
virusoloske ishode HCMYV bolesti u 239 bolesnika sa transplantiranim solidnim organom,
Manuel i saradnici [37] su dosli do zakljucka da je HCMYV viremija znacajno visa u osoba sa
mesanim infekcijama. Iako se nijedan od ispitivanih genotipova nije pokazao kao posebno
virulentniji, interesantno je napomenuti i da je vreme do eradikacije virusa u ovoj grupi
ispitanika bilo znac¢ajno duze.

U kohorti imunokompromitovanih bolesnika od kojih su neki bili primaoci
transplantata, osobe inficirane sa vise gB varijanti su razvile progresiju u HCMV bolest,
imale povecanu stopu odbacivanja kalema, visu HCMYV viremiju i znac¢ajno ¢esc¢u infekciju
drugim herpesvirusima [39].

Zawilinska i saradnici [91] su ispitivali HCMV infekciju i polimorfizam UL55 gena u
30 seropozitivnih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH. U 40% bolesnika infekcija
je bila meSanog tipa, sa 2 ili 3 detektovana gB genotipa. Detektovana multipleks Real-Time
PCR metodom varijanta gB1 je u meSanim infekcijama pokazivala znacajno visu viremiju.
U ovoj kohorti, bolesnici sa mesanim infekcijama su ¢e$¢e imali hroni¢cne HCMYV infekcije i
GvHD, dok je antivirusna terapija bila manje efikasna. Autori su neZeljene efekte pripisali
prisustvu gB3 i gB4 genotipova.

U uzorcima bolesnika sa transplantiranim organom, Pang, Humar i Preiskaitis su
opisali znacajno vise viremije u krvi bolesnika sa mesanim infekcijama [93].

Ispitujuci genske lokuse koji kodiraju za gN i gO genotipove, Vinuesa i saradnici
[116] su pokazali trend ka vis$im viremijama kod bolesnika kod kojih je uradena alogena
TMCH i dokazano prisustvo vise od jedne HCMYV varijante, iako razlika nije bila znac¢ajna.

Sto se tice pojedina¢nih genskih varijanti, najées¢i genotipovi detektovani kod
bolesnika sa GVHD su bili gB1 (45,4%) i gN1 (42,1%). Uzimajuci u obzir sve komplikacije
(GvHD, mukozitis, febrilna neutropenija, hemoragijski cistitis, VOD i pneumoniju), naj¢esci
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gB genotipovi su bili gB4 (36,6%) i gBl (34,1%). Varijante UL73 gena koje su bile
najfrekventnije su gN1 (40,3%) i gN4b/c (25,8%).

Bolesnici sa meSanim genotipovima u nasem istrazivanju nisu pokazali znacajnu
vezu sa pojavom GvHD; sli¢ni podaci su dobijeni i za komplikacije kao sto su mukozitis,
febrilna neutropenija, sepsa, VOD i hemoragijski cistitis. Ovaj zakljuc¢ak je u suprotnosti sa
istrazivanjem Zawilinska i saradnika, gde je pokazana tendencija bolenika sa meSanim
infekcijama da razviju GvHD [91].

Citomegalovirusna DNK je u nasoj studiji detektovana u uzorcima svih kod
bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH od srodnog delimi¢no podudarnog davaoca.

Znatno nizu incidenciju u svom radu navode Goldsmith i saradnici [107], gde je
pronadeno 53,4% HCMV pozitivnih bolesnika (Saint Louis, MO, Sjedinjene Americke
Drzave). Osobe kod kojih je uradena TMCH od srodnog delimi¢no podudarnog davaoca su
imale aktivnu virusnu infekciju u znacajno viSe slucajeva nego bolesnici kod kojih je
uradena MSD i MUD TMCH. Ovo verovatno moze biti posledica veceg nivoa
imunosupresije i slabijeg oporavka imunskog sistema kod bolesnika sa HID donorima. Na
kohorti 144 primaoca alogene TMCH, Yang i saradnici [105] su pokazali da je HCMV
viremija znacajno povezana sa HID TMCH.

Virusna DNK u krvi je znacajno rede detektovana kod primalaca MSD transplantata
(21,7%) u odnosu na druge oblike alogene TMCH. Sli¢ne rezultate dobijaju i Jaing i saradnici
[101], koji opisuju veéi broj bolesnika MSD primalaca bez HCMV, nasuprot onih koji su
imali nesrodne donore (Taoyuan, Tajvan).

U drugoj grupi bolesnika kod kojih je ispitivana kasna HCMYV reaktivacija, ispitanici
kod kojih je uradena MSD TMCH bez akutnog GvHD su pokazali najnizu incidenciju
reaktivacije [104].

Ovo moze biti objasnjeno ¢injenicom da bolesnici sa MSD brze oporave imunitet, $to
moze dovesti do niZe incidencije HCMYV reaktivacije. Sta vise, kod najveceg broja bolesnika
osnovno oboljenje je bilo maligno. Redukovane doze imunosupresivne terapije su
savetovane u takvih bolesnika, oc¢ekujuci da ce sledstveni GvHD doprineti rezistenciji zbog
efekta kalema-protiv-leukemije, $to moZze dovesti do smanjenja virusne stope reaktivacije.

U kohorti pedijatrijskih bolesnika sa akutnom leukemijom, zapaZanja su bila
suprotna; u ovoj studiji tip uparivanja donora i bolesnika nije bio znacajan u odnosu na
frekvenciju HCMYV infekcije [38]. Interesantno je napomenuti da je u ovom istrazivanju
manje slucajeva infekcije detektovano kod bolesnika ¢iji su donori rodbinski vezani za
primaoce i gde je postignuto dobro HLA poklapanje.

Razlike se mogu javiti i zbog ¢injenice da su kohorte u razli¢itim istrazivanjima
obuhvatile i decu i odrasle, dok je u istrazivanju sprovedenom ovom tezom obuhvacena
samo decija populacija.

U naSem istrazivanju nije uoc¢ena povezanost izmedu razlic¢itih oblika transplantacije
alogene TMCH i visine viremije u pedijatrijskih bolesnika. Bolesnici kod kojih je uradena
haploidentitna TMCH i MUD su, ipak, imali niZe viremije, dok je suprotno primeceno za
MSD kaleme.

Izostanak asocijacije izmedu nivoa virusne DNK u krvi i oblika TMCH, ali i HLA-
podudarnosti i srodnosti donora je takode primecen u grupi bolesnika kod kojih je uradena
alogena TMCH [117].

Rezultati naseg istrazivanja su prvi podaci dobijeni prospektivnim pracenjem nivoa
HCMYV viremije i njegovim uporedivanjem sa kategorijama donora kalema u najmladim
primaocima alogene mati¢ne ¢elije hematopoeze u Srbiji.
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S obzirom na manjak podataka vezan za ovu populaciju, dalja istraZzivanja su
potrebna kako bi se validnost nasih zaklju¢aka adekvatno proverila.

U populaciji dece kod kojih je uradena alogena TMCH, uzrast nije bitno korelirao sa
brojem kopija virusne nukleinske kiseline. Nasuprot tome, pol se pokazao kao znacajna
varijabla u odnosu na viremiju, te su primecene vise vrednosti viremije u devoj¢ica u odnosu
na decake. Koliko nam je poznato, ovakva pojava do sada nije opisana. Etiologija ovakve
razlike i dalje ostaje nejasna, te svakako zahteva dalja ispitivanja.

Podaci o odnosu uzrasta i viremije u dece kod kojih je uradena alogena TMCH nisu
opisani u literaturi, mada je poznato da u zdravim populacijama broj kopija HCMV
primetno raste posle 70 godine Zivota [118].

Rezultati nase studije su pokazali da je osnovna bolest vazan faktor koji utice na
razlike u broju kopija virusne DNK. Deca sa malignim bolestima su imala znacajno vise
viremije posle transplantacije, nego bolesnici sa nemalignim oboljenjima.

Istrazivanja koja proucavaju koli¢inu virusa u odnosu na osnovnu bolest su retka.
Ispitujuc¢i antigenemiju, ali ne i broj kopija virusne DNK, Habib i saradnici [119] nisu
dokazali znac¢ajnu vezu izmedu profila osnovne bolesti (maligna vs nemaligna) i aktivne
HCMYV infekcije, uzrasta i incidencije akutnog ili hroni¢nog GvHD.

Visa incidencija virusne infekcije kod bolesnika sa zlo¢udnim tumorima se moze
objasniti snaZnijom imunosupresijom u ovoj populaciji dece; medutim, ovo objasnjenje
samo po sebi najverovatnije nije dovoljno da objasni uocenu znacajnost. Dodatna
istrazivanja su neophodna kako bi se veza u potpunosti objasnila.

Bolest kalema-protiv-domacina je jo$ jedna varijabla kod koje nije pokazana
povezanost sa nivoom HCMYV viremije. Sli¢ni rezultati su navedeni i u drugim radovima u
kontekstu akutnog GvHD [117], ili pak akutnog ili hroni¢nog GvHD [119].

Do suprotnog zakljucka su dosli Yang i saradnici [105]. U njihovoj studiji, visi nivoi
HCMYV DNK su bili znac¢ajno povezani sa grupom bolesnika sa akutnim GvHD, naspram
bolesnika kod kojih ovo stanje nije dijagnostikovano.

IstraZivanje sprovedeno ovom doktorskom tezom je pokazalo prve rezultate na
nacionalnom nivou o HCMV prokuzenosti u adultnim hemato-onkoloskim bolesnicima.
Ovo je prva studija koja istrazuje potencijalnu onkogenost HCMV u bolesnickoj kohorti B-
Celijskih malignih bolesti.

Seroprevalencija HCMV kod bolesnika sa hematoloskim neoplazijama znacajno
varira od studije do studije. Sa 90,4% prokuZenih, Srbija je medu zemljama sa najviSom
prevalencijom HCMYV infekcije u svetu, zajedno sa Brazilom [120], Australijom [121],
Italijom [122, 123], Saudijskom Arabijom [124], Kinom [125], Tajvanom [126] i Japanom
[127]. Druge zemlje Evropske Unije imaju nizu prevalenciju [128], izuzimajudi
gorenavedenu Italiju, ¢ija prokuZenost od 93% pokazuje znacajno odstupanje. Niza
seroprevalencija je dobijena u multicentri¢noj kohorti $vedskih bolesnika (Re: Mission,
NCT01347996, www .clinicaltrials.gov), gde je 70% osoba bilo pozitivno na anti-HCMV IgG
[129], kao i u studiji bolesnika sa limfoidnim i mijeloidnim neoplazijama iz Madarske gde je
seroprevalencija HCMYV iznosila 75,5% [130].

Najniza ucestalost HCMYV infekcije je opisana u SAD [131, 132], jednom od zemalja
sa najviSom incidencijom oboljenja porekla B-¢elija na svetu.

Niska seroprevalencija opisana u radu Ljungmana i Branda [128] se moZe objasniti
nizom prose¢nom staros¢u grupe ispitanika (prosec¢na starost 31 godina), imajuci u vidu
poznatu ko-inkrementalnu povezanost izmedu starosti i prokuZenosti HCMV [48, 51, 52].
Takode, s obzirom na to da su bolesnici iz ove kohorte izabrani iz stanovnistva razvijenih
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evropskih zemalja (évedska, Holandija, Nemacka, Italija i Francuska), visok
socioekonomski status [57] takode ide u prilog deficita HCMV infekcija u ovoj populaciji.

Distribucija vrednosti HCMV seroprevalencija u smeru zapad-istok najcesce je
obrnuto srazmerna ucestalostima pojave B-¢elijskih neoplazija podeSenim prema starosti u
najvecem broju drZava Sirom sveta.

Takode, seroprevalencija u navodno epidemioloski nepovezanim grupacijama je
niza kod bolesnika sa B-Celijskim i drugim malignim bolestima (AML, CML) nego u
dobrovoljnih davalaca krvi/organa i u opstoj populaciji [58].

Ovi podaci se slazu sa rezultatima naseg istrazivanja, koji pokazuju da je znacajno
vedi procenat HCMV infekcije detektovan u kontrolnoj grupi ispitanika nego u onkoloskoj
populaciji nakon statistickog podesavanja za pol i godine.

Pomenuta razlika bi mogla biti objasnjena ukoliko HCMV pruza izvesnu zastitu
protiv B-Celijskih malignih oboljenja.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je prokuzenost HCMV visa u Zena nego u
muskaraca [53, 54]. Ovo je takode bio zakljucak u nasoj studiji, iako nije bio statisticki
znacajan. U studijama koje su ispitivale primaoce mati¢nih celija hematopoeze i bolesnike
sa B-CLL, HCMV je bio znacajno zastupljeniji u Zena [52, 128, 133]. U ispitanika sa raznim
hematoloskim poremecajima iz Brazila, HCMV seropozitivnost je bila ¢eS¢a u osoba
zenskog pola, iako ne znacajno [122]. Interesantno je pomenuti suprotan slucaj - u studiji
Dafalla i saradnika [134], u ispitivanoj populaciji bolesnika sa leukemijom iz Sudana,
muskarci su bili ¢esée prokuzeni HCMV.

Vedina istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem onkogenog potencijala HCMV kod
bolesnika sa hematoloskim neoplazijama su radena u pedijatrijskim populacijama. Decidan
dokaz da je HCMV onkogeni agens za sada nije pornaden. Medutim, postoje izvesni dokazi
koji idu u prilog ulozi HCMV u neoplazijama krvi.

Skorasnja studija je pokazala da je kongenitalna HCMYV infekcija faktor rizika za B-
ALL detinjstva [66]. Slicno pomenutom zaklju¢ku, Wiemels i saradnici su identifikovali
kongenitalnu HCMV infekciju kao faktor koji dovodi do povecanog rizika za pojavu
hematoloskih malignih bolesti detinjstva [67]. Seropozitivhost HCMYV je takode povezana
sa nekim T-Celijskim malignim oboljenjima, kutanim T-¢elijksim limfomom (CTCL) [135],
mycosis fungoides (varijanta CTCL) [136] i angioimunoblasnim T-éelijskim limfomom [137].

Citomegalovirus poseduje spektar karakteristika koje nagovestavaju njegovu
potencijalnu ulogu u onkogenezi.

Prvo, njegov genom je steciste brojnih gena koji u¢estvuju u izbegavanju imunskog
odgovora, $to mozda ukazuje na poremecaj imunske regulacije do koje HCMV potencijalno
dovodi.

Drugo, HCMV moze dovesti do oSte¢enja hromozoma koja uzrokuju kongenitalne
defekte [138]. Nasledni materijal ovog virusa nosi i dva anti-apoptotska gena.

U kongenitalnoj infekciji, replikacija HCMV u astrocitima i drugim celijama moze
povecati transkripciju p53, poznatog pro-apoptotskog molekula [138].

Poznato je dejstvo CMV u kom povecava nivo anaplazije u ¢elijama raka i/ili ¢elijama
asociranim sa tumorom, $to je osobina koja je nazvana onkomodulacija [65, 139, 140]. U
istrazivanju Dey i saradnika [141], ovaj patogen je pretpostavljen kao onkomodulirajuci
agens u gliomima odraslih.

Takode, HCMV moze doprineti tumorigenezi putem “hit-and-run” mehanizma [142-
145]. Navodno direktno onkogeno dejstvo je pokazano u misevima inokulisanim CMV [68].
Citomegalovirusna infekcija stimuliSe ekspresiju interleukina 8 (IL-8), poznatog promotera
tumorske angiogeneze, u leukemijskim celijama i ¢elijama glioma [65].
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Hermouet i saradnici [146] su pronasli veliki procenat infekcija u klinickim uzorcima
od bolesnika sa B-ALL sa znacajno visSom CMYV viremijom nego $to je to slucaj kod
multiplog mijeloma i B-CLL.

U naSem istrazivanju, nakon uparivanja bolesnika i kontrola na osnovu starosti i
pola, pokazano je da se HCMV infekcija znacajno c¢esce javlja kod osoba bez B-¢elijskih
neoplazija. Ovakav zaklju¢ak govori protiv moguceg onkogenog potencijala HCMV u
genezi limfoma ove celijske linije.

Postoje dokazi koji idu u prilog represije procesa transformacije u malignim ¢elijama
od strane CMV [68]. Ovaj virus inhibira migratorni kapacitet mezenhimnih delijskih linija
raka dojke MDA-MB-231 i SUM1315 [147].

Ogranicen ili odsutan rast tumora je opisan u misevima sa ksenograftom CMV-
inficiranim HepG2 ¢elijama, nasuprot nekontrolisane tumorske ekspanzije u placebo grupi
miSeva [148].

Rast tumora je takode bio inhibisan posredstvom restrikcije STAT3 aktivacije, kao i
aktivacijom unutrasnjeg puta apoptoze [148, 149]. Apoptoza je takode primecena u pluénom
tkivu ksenograftovanih miseva, gde su HepG2 celije inficirane CMV administrirane
supkutano [148].

Erlach i saradnici [150, 151] su predlozili urodeni anti-tumorski mehanizam
podstaknut od strane misjeg CMYV, koji uklju¢uje apoptozu klonalne varijante B-celijkog
limfoma adaptirane na jetru. Infekcija misjim CMYV je imala visoko supresivan efekat na
limfomske celije ¢ak i u odsustvu infekcije tih ¢elija, $to je znac¢ajno doprinelo prezivljavanju.
Nestanak tumora je takode demonstriran u drugom istrazivanju na modelu misjeg
melanoma, nakon $to je CMV inokulisan u rastu¢u neoplaziju [152]. Ovi podaci ukazuju na
pojavu apoptoze kako na mestu CMV infekcije i/ili inokulacije, tako i u udaljenim
organima.

Inhibisuc¢i efekat glikoproteina B na migraciju celija raka dojke je skoro
dokumentovan od strane Yanga i saradnika [153].

Pretpostavljeni anti-tumorski efekti HCMYV infekcije su takode indirektno podrzani
pojavom nizih stopa relapsa bolesti za akutnu leukemiju i nehockinski limfom kod
bolesnika sa HCMV reaktivacijom rano nakon alogene TMCH [38, 154-157]. Promene u
imunskom sistemu izazvane ovim patogenom govore u prilog postojanja moguceg virus-
protiv-leukemije fenomena [158], analognog kalem-protiv-leukemije efektu u B-CLL [159].

U studiji koja je istrazivala prisustvo HCMV u Gatrijevim karticama, ispitanici koji
su bili pozitivni nisu razvili B-ALL ¢esce kasnije u zivotu [160]. MacKenzie i saradnici [161]
su vrsili detekciju vise herpesvirusa u osobama sa common ALL i kontrolnim ispitanicima,
ali nisu decidno zakljucili da je neki od ovih patogena etioloski agens u B-ALL.

Izmedu zemalja zapadu i onih na istoku postoji upadljiva razlika u godisnjim
incidencijama limfoidnih malignih bolesti [162, 163]. Istrazivanje sprovedeno ovom
doktorskom disertacijom je prvo u kom se skrece paznja na inverznu asocijaciju izmedu
incidencija B-celijskih neoplazija i HCMYV seropozitivnosti u svetu. Kako se prokuZenost
razli¢itih populacija ovim patogenom smanjuje, odgovarajuce godisnje incidencije B-
Celijskih bolesti najcesce rastu. Incidencija limfoidnih neoplazmi raste decenijama Sirom
sveta - moguce objasnjenje za ovakav porast lezi u postepenom, ali globalnom padu HCMV
seroprevalencija, koje je posledica postepenog poboljSanja ekonomskog statusa,
zdravstvenog prosvecivanja i povecanog pristupa modernim zdravstvenim kapacitetima.
Takode, socioekonomski status je jedna od vaZnih varijabli u vezi sa rasnom/etni¢kom
pozadinom [164, 165].
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Razlika u incidenciji B-¢elijskih malignih oboljenja izmedu SAD i Japana iznosi 2,5-5
puta. Najveca razlika izmedu ove dve drZave bila je u procentkod bolesnika sa B-CLL, 24,1%
i 3,2% u SAD i Japanu, respektivno [164]. Hockinova bolest i nehockinski limfom su
manifestovali najvec¢u razliku u godi$njim incidencama izmedu SAD i zemalja sa istoka
Azije. Smanjenje i povecanje socioekonomskog statusa korelira sa trendovima incidencija
limfoidnih poremecaja (Hoc¢kinova bolest, B-NHL, B-ALL, B-CLL i plazma-celijski mijelom)
standardizovanih na osnovu starosti. Upravo je socioekonomski status usko povezan sa
HCMV na epidemioloskom nivou. Primera radi, seroprevalencija HCMV u trudnica u
Japanu (prefektura Ishikawa) se smanjila sa 93,2% na 66,7 % izmedu 1980.11998. godine [166];
ovde je bitno navesti da se incidencija limfoidnih malignih bolesti standardizovana na
osnovu starosti znacajno povecala, nasuprot promeni u SAD (+2,4% Japan i +0,1%
Sjedinjene Americke Drzave) [167]. Ovo mozda moZe biti posledica rastuceg
socioekonomskog statusa u Japanu.

Oslanjajuci se na svetske izvestaje o opterecenju bolestima, primetili smo inverznu
korelaciju izmedu ukupnih procena HCMV seropozitivnosti i aproksimativnih
populacionih incidencija B-celijskih neoplazija, standardizovanih na osnovu starosti.

Prokuzenost HCMV opada kako socioekonomski status raste, a bogatstvo se
povecava u drustvenim slojevima. Posledica ovakve promene jeste i smanjen
sociodemografski rizik za primoinfekciju ovim patogenom, te moguce sledstveno povecanje
rizika za nastanak B-Celijske maligne bolesti. Suprotno, zivot u losijem ekonomskom miljeu
sa visokom HCMV prevalenciiom mozda pruza izvesnu zastitu protiv B-
limfoproliferativnih bolesti. Uopsteno gledajuci, smanjenje HCMV infekcija u populaciji
izgleda da dovodi do povecanja incidencije B-celijskih neoplazija. Tako, gde god dode do
pada pretpostavljenog protektivnog efekta HCMYV usled smanjenja seroprevalencije ovog
virusa, stopa malignih tumora porekla B-¢éelija deluje da raste.

Podaci dobijeni istraZivanjem vezanim za ovu tezu su suprotsavljeni teoriji HCMV
kao kofaktora u malignoj transformaciji ¢elija u koja lezi osnovi B-¢éelijske onkopatologije.

I pored dokaza koji su pruzeni u ovoj doktorskoj tezi, postoji nekoliko nedostataka u
nasem istrazivanju na koje se treba osvrnuti. Prvo, u pitanju je retrospektivno istrazivanje.
Verujemo da bi prospektivna studija koja prati osobe izlozene HCMYV, kao i kontrolnu
grupu u kojoj ne dolazi do prokuzenosti ovim virusom, mogla bolje da prosudi o
potencijalnom onkogenom ili protektivhom efektu HCMV.

Takode, vedi uzorak ispitanika od onog obuhvacenog ovom tezom bi dao preciznije
rezultate. S obzirom na nacin na koji su formirane kohorte bolesnika u studijama Sirom
sveta, podaci vezani za procenat B-Celijskih neoplazija se moraju smatrati aproksimativnim.

Dalje, kod bolesnika sa B-celijskim malignim bolestima administracija krvi i plazma
derivata nije retkost, ¢ak i pre zapocinjanja terapije. Samim time, prisustvo anti-HCMV IgG
antitela od davalaca krvi se ne moze u potpunosti iskljuciti. Ipak, vazno je napomenuti da
se ovaj nedostatak donekle umanjuje ¢injenicom da je i pored transfuzija kohorta bolesnika
sa ovim neoplazijama u nasem istrazivanju imala nizu vrednost HCMYV seroprevalencije od
kontrolne grupe.

I pored navedenih nedostataka, u¢es¢e HCMV u B-¢elijskoj kancerogenezi zahteva
dalje ispitivanje. Studije koje bi obuhvatile populacije sa strogo definisanim patoloskim B-
¢elijskim profilom, uklju¢ujuci bolesnike koji poseduju onkogene aberacije specificne za
posebne entitete iz ove grupe pomogle bi u jasnijem sagledavanju odnosa HCMYV infekcije
i nastanka limfoma.
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Zakljucci

e Ucestalost HCMV infekcije u populaciji dece kod koje je uradena transplantacija
mati¢nim celijama hematopoeze u Srbiji iznosi 57,1%. U alogeno transplantiranih
bolesnika infekcija je dokazana u 72,7% slucajeva.

e Najucestaliji gB genotip u pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena transplantacija
matiénim celijama hematopoeze je gB4 (38,9%). U uzorcima su rede detektovani gB1
(27,8%), gB2 (22,2%) 1 gB3 (11,1%). Prisustvo neprototipskog genotipa gB5 nije dokazano.
Najcesce detektovan gN genotip je gN1 (34,6%), dok su rede bili prisutni gN3b (23,1%),
gN4b/c (19,2%), gN4a (15,4%) i gN2 (7,7%).

e Prisustvo vise od jednog gB i/ili gN genotipa, odnosno me$sana HCMYV infekcija, je
dokazana u 25% pedijatrijskih bolesnika. Mesane infekcije sa gB (21,4%) i gN (21%)
genotipskim profilom su bile prisutne u priblizno podjednakom broju.

e Parovi HCMV genotipova sa znacajno ve¢om ucestalos¢u koincidiranja su gB1/gB2,
gB1/gN1 i gB4/gN3b. Parovi genotipova sa tendencijom da se ne javljaju zajedno jesu
gB1/gN4b/cigB2/gN3b.

e Najcesce genotipske varijante u odnosu na spektar svih klinickih komplikacija su bile
gB4 i gN1, koje su detektovane u 15 (36,6%) i 25 (40,3%) slucajeva, respektivno. Kod
pedijatrijskih bolesnika sa letalnim ishodom najces¢e su detektovani genotipovi gB1
(50%) i gN1 (50%). Kod bolesnika sa povoljnim ishodom bolesti, naj¢eséi genotipovi su
bili gB4 (36,4%) i gN1 (27,8%).

e Bolest kalema-protiv-domacina je povezana sa ve¢om ucestalos¢éu HCMYV infekcije posle
transplantacije (p<0,05). Kod drugih ispitivanih post-transplantacionih komplikacija ova
znacajnost nije uocena.

o U grupi pedijatrijskih bolesnika kod kojih je uradena alogena TMCH, znacajno visi nivoi
viremije su uoceni u devojcica i osoba sa nemalignom boles¢u.

e Uzrast i pol pedijatrijskih bolesnika nisu znacajni faktori u predikciji incidencije HCMV
infekcije.

e Demografski neujednacene bolesnicke populacije, mali broj ispitanika i razli¢ite metode
detekcije HCMYV infekcije u razli¢itim istrazivanjima onemogucavaju precizno
definisanje molekularne epidemiologije gB i gN genotipova.
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Prevalencija infekcije izazvane HCMV kod adultnih bolesnika sa B-Celijskim
neoplazijama iznosi 90,4%, dok je u populaciji osoba mec¢ovanih po godinama i polu, a
bez hematoloske maligne bolesti, prokuzenost ovim virusom 82,6%.

Odrasle osobe inficirane HCMV su znacajno rede obolele od B-celijskih neoplazija u
odnosu na osobe bez HCMV infekcije (p<0,035).

Postoji obrnuto srazmerna i visoko statisticki znacajna povezanost (p<0,001) izmedu
HCMV seroprevalencije i godisnje incidencije B-limfoidnih malingniteta Sirom sveta.
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obpasay usjase o aymopcmay

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

Wme u nnpe3ume aytopa:  Mapko Jankosuh

bpoj ungexkca: mm 01/15

UsjaBbyjem

Jla je IOKTOPCKA AMcepTalyja Mo HacJIoBOM

"MoBe3aHOCT UHPEKUMje U FreHOTUNOBA XYyMaHOT LIMTOMEraJoBupyca ca KJAMHUUYKMM UcnosbaBarkbMma y
6onecHMKa ca XeMaTONOLWKUM MaaurHiuteTuma'

® pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT pasa;

® [a AucepTauumja y UENMHU HU Yy AeN0BMMaA HUje Buna npeanoskeHa 3a CTulake apyre
Annaome npema CTyAujCKMM Nporpammma Apyrux BUCOKOLLKONCKMX YCTaHOBa;

® /3 Cy pe3ynTaTv KOPEKTHO HaBeAEeHM U

® /3 HMCaM KpLIMO/na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO/Na MHTENEKTYaNHYy CBOjUHY APYTrMX
mua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpapgy, 7. mapT 2022.




06pasay usjase o UCMOBEMHOCMU WMAMITAHE U ef1eKMpPOHCKe sep3uje A0KMopcKoz pada

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTM LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Huje JOKTOPCKOr
paja

Wme v npe3umMe ayTopa: Mapko JankoBuh

Bpoj unaekca: mm 01/15

Ctyaujcku nporpaMm: MoJsieKkyJiapHa MeJULMHA

Hacnos paga: "[loBe3aHocT MHeEKIUje M TeHOTUII0OBA XyMaHOTI IUTOMeraiopupyca ca
K/JIMHUYKHUM HUCNO0/baBakbUMa y 60/IeCHMKA Ca XeMaTOJ/IOIIKUM MaJIMTHUTETHMA"

MenTop: [Ipodecop ap Tama JoBaHoBuh

M3jaB/byjem ga je wtamnaHa Bep3unja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA e/IeKTPOHCKOj Bep3nju
Kojy cam npepgao/na paaum noxparbuBarba y AUrMTasiHOM penosutopujymy YHusepsuterta y
beorpapgy.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce 06jaBe MOju JIMUHU MOJALM Be3aHU 3a A00Hjarbe akaZieMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao UITO Cy MUMe U Ipe3uMe, TO/IMHa U MeCTO poherwa U jaTyM oZi6paHe paja.

OBM JIMYHHU NOZALU MOTY ce 06jaBUTH Ha MPEXXHUM CTpaHUIjaMa JJUTMTa/lHe OUOJINOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nybJsiMkaluujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

Motnuc aytopa

Y Beorpapay, 7. mapT 2022.
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o0bpasay usjase o Kopuwherby

H3jaBa o kopumihemwy

OBnamhyjeM YHuBep3uTeTcKy 6ubauoTeKy ,CBeTo3ap MapkoBuh“ na y JlururtaiHu
penosuTopujyM YHUBep3uTeTa y beorpajy yHece Mojy AOKTOPCKY AuCepTaLUjy MO
HacJIOBOM:

"IloBe3aHOCT MHPEKLHje U TEHOTUIIOBA XyMaHOT IIUTOMEraJIoBUPyca ca KJIMHUYKUM
HCNo/baBakbMMa y 60JIeCHHKA Ca XeMaTOJIOIKHUM Ma/IMTHUTEeTUMA''

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJ1o.

JlvcepTanujy ca CBUM NMpUJI03UMa Ipesao/ja caM y eJIeKTPOHCKOM popMaTy MoroJHOM 3a
TpajHO apXUBHUpPAbE.

Mojy fOKTOpPCKY AucepTalujy NOXpawmeHy y JIJUruTaJHOM peno3uTOpUjyMy YHUBep3UTeTa
y beorpasgy ¥ AOCTYNHY y OTBOPEHOM IPUCTYIy MOy Ja KOpPUCTe CBU KOjU NOLITYjy
ozApe/6e caspkaHe y ofabpaHoM Tuly JuneHe KpeatusHe 3ajegHunie (Creative Commons)
3a KOjy caM ce 0JJly4uo/a.

@\yTopCTBo (ccBy)
2. AytopctBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AennTu nof uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — genntn noa uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(MosiiMo J1a 320KPY>KUTE caMo je/IHY O/ 11eCT NoHyheHUx
auneHuu.KpaTak onuc IMIeHIU je cacTaBHU /€0 OBe H3jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpapay, 7. mapT 2022.




