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UvVOD

Polyomaviry jsou Siroce rozsitenou skupinou virli, ktera se bézn¢ vyskytuje u vsech
savcl 1 ptaki. Jejich prevalence je v zivocisné tisi velmi vysokd, pficemz primarni infekce
probiha vétSinou asymptomaticky, a proto zistava ¢asto neodhalend. Piesto vSak za urcitych
podminek, zejména pii oslabeni imunitniho systému, se mohou tyto viry v hostitelském
organismu reaktivovat a vyvolat tak zdvaznd onemocnéni, kterd nésledné pro postizeny

organismus predstavujici vyznamné zdravotni riziko.

V poslednich desetiletich roste vyznam a intenzita vyzkumu lidskych polyomavirt,
zejména diky narGstu poctu imunosupresovanych pacientl. Zajem podpofil pokrok
molekularné biologickych metod, které umoznuji presnéjsi detekci, typizaci i monitorovani

infekci zptisobenych polyomaviry.

K nejvyznamnéj$im lidskym polyomavirim patii BK a JC polyomavirus, tyto dva viry
se v nejvetsi mife podileji na zadvaznych a potenciondlné Zivot ohrozujicich onemocnéni.
Vyznamny je také polyomavirus Merkelovych bunék, jenz je spojovan s rozvojem agresivnich
koznich nadorti. Do roku 2025 bylo identifikovano mnoho lidskych polyomavirt, jejichz
klinicky vyznam je vSak v mnoha pfipadech dosud nejasny a je stale pfedmétem dalSich

vyzkumt.

Soucasné studie zkoumajici polyomaviry se zamétuji na molekuldrni mechanismy infekce,
interakci viru s hostitelskou butikou a procesy vedouci k jeho patogenité. Ta je Casto zalozena
na schopnosti viru ménit bunééné struktury hostitelské buiiky a jeji funkce ve sviij vlastni
prospéch, ¢imz muze dochéazet k porusSe bunécné regulace, imunitni odpovédi nebo dokonce

k onkogenni transformaci.

Tato bakalafska prace se zaméiuje predevsim na lidské polyomaviry — jejich taxonomii,
biologii, patogenitu, onemocnéni s nimi spojené a sou¢asné moznosti laboratorni diagnostiky.
Cilem préce je shrnout aktudlni poznatky o téchto virech a pfispét tak k lepSimu porozuméni

jejich vyznamu v lidské patologii, s mirnym pfesahem do klinické praxe.
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1 Polyomaviry

Jedna se o rod virt z ¢eledi Papoviridae, ktera byla poprvé popsana polsko-americkym
virologem Ludwigem Grossem v roce 1953. Nazev této skupiny vznikl spojenim dvou slov
feckého ptivodu ,,poly* (mnoho) a ,,oma* (nador). Jak uz napovidd samotny nazev, tyto viry

maji schopnost piispivat ke vzniku naddorovych onemocnéni [1].

Hovofime o neobalenych, dvouvlaknovych DNA virech s piiblizné¢ 5000 part bazi
v cirkulujicim genomu [2]. Polyomaviry jsou typické svym ikosaedrickym tvarem kapsidy.
Viriony obsahuji 72 pentamernich kapsomer a jejich celkova velikost se pohybuje mezi 42-45
nm [3]. Genom tohoto rodu miizeme funkéné rozdélit do tii oblasti: Casna oblast zahrnujici
geny pro regulacni proteiny, které hraji klicovou roli v fizeni virové infekce. Pozdni oblast
obsahuje geny pro strukturni a kapsidové proteiny. Kontrolni oblast piedstavuje nekodujici

usek, ktery je klicovy pro fizeni replikace virové DNA a transkripce gend [2].

Mezi kliCové regulacni proteiny polyomavirt patii velky T antigen (LTAg) a maly T
antigen (STAg). Oba proteiny interaguji s bunéénymi regulaénimi mechanismy, ovliviluji
bunécny rist a podporuji replikaci virové DNA. Tyto proteiny nejsou soucasti virové ¢astice,

ale jsou exprimovany az po vstupu virové DNA do jadra hostitelské bunky [3].

LTAg béhem primarni infekce potlacuje apoptdzu, prostfednictvim naruSeni kontrolnich
bodi bunécného cyklu, ¢imZz usnadiiuje preziti infikované buiiky a umoziuje UspéSnou
replikaci viru [4]. STAg hraje dtlezitou roli nejen pfi replikaci virové DNA, ale 1 v regulaci
bunéénych signalnich drah prostiednictvim interakce s protein fosfatazou 2A (PP2A). Tato
fosfatdza je zasadni pro kontrolu bunécného ristu a déleni. Proto jeji inhibice STAg mlze vést

k nekontrolovatelnému bunéénému riistu a potencionédlni nddorové transformaci [3; 4].

Pozdni oblast (late region) polyomavirového genomu, kterd se aktivuje po replikaci virové
DNA, je typicka kapsidovymi proteiny VP1, VP2 a VP3. Protein VPI pfedstavuje hlavni
kapsidovy protein, tvofici vnéjsi obal virionu. Zajist'uje interakci s povrchovymi receptory na
hostitelské buniky, zejména s glykany nesouci zbytky kyseliny sialové. Po navdzani dochazi
k zah4jeni infekéniho procesu a vstupu do hostitelské buniky [5]. VP2 a VP3 jsou vedlejsi
kapsidové proteiny, pficemz protein VP3 je zkracenou verzi proteinu VP2 vznikajici
alternativnim translaci Oba se podileji na stabilizaci kapsidy a podporuji funkei proteinu VP1

behem vstupu viru do bunky (obrazek 1) [6].
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Obrazek 1: Struktura polyomavirii (upraveno) [7]

1.1 Taxonomie

Dle aktualizace Mezinarodniho vyboru pro taxonomii viri (ICTV) ze srpnu 2024 byla
potvrzena existence celkem 122 druhti polyomaviri, které byly dale rozdélenych do 8 rodi.
Jejich fylogenetické vztahy jsou ur€ovani na zaklade¢ rozdilu LTAg sekvencich. Nazvy rodi

jsou tvofeny feckymi pismeny a samotnym ndzvem celé celedi [2; 8].

Mezi nejpocetnéjsi rody patii Alfapolyomaviry a Betapolyomaviry, kde najdeme az 80 %
vSech druhii. Zbylé druhy jsou zafazeny do rodi: Deltapolyomaviry, Epsilonpolyomaviry,
Etapolyomaviry, Gammapolyomaviry, Thetapolyomaviry a Zetapolyomaviry [8].

Lidské polyomaviry se vyskytuji pfedev§im ve tfech rodech:

e Alfapolyomaviry — zahrnujici napiiklad New Jersey polyomavirus, LI
polyomavirus a polyomavirus Merkelovych bun¢k.

e Deltapolyomaviry — do této skupiny patii Lidsky polyomavirus 6 a 7 (HPyV6,
HPyV7), STL polyomavirus a MW polyomavirus.

e Betapolyomaviry — sem se tadi JC polyomavirus, BK polyomavirus, WU

polyomavirus a KI polyomavirus [2].
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1.2 Patogenita polyomaviriu

Vétsina lidské populace se s polyomaviry zpravidla setkdvd béhem zivota, pricemz
viry v téle perzistuji v latentni formé a nezpiisobuji klinicky vyznamné potize. Neni mozné urcit
univerzalni misto latence platné pro vSechny lidské polyomaviry, nebot’ kazdy z nich vykazuje
tropismus k odlisné cilové tkani. Nejcastéji dochazi ke perzistenci v tkdnich, jez v ptipadé
imunosuprese — at’ uz geneticky podminéné, ziskané, nebo vyvolané jako vedlejsi ucinek 1écby,

zpusobi zdvazna onemocnéni [9].

Reaktivace latentni infekce vyznamné zvySuje riziko ztraty transplantovaného organu ¢i
znemoznit pokracovani jinak nezbytné 1é¢by. Studium polyomavirt je proto zdsadni nejen pro
pochopeni jejich patogeneze, ale 1 pro rozvoj screeningovych a preventivnich programt, které

by umoznily v€asnou diagnostiku u rizikovych osob [10].
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2 BK polyomavirus

BK polyomavirus ziskal svlij ndzev podle inicidlu pacienta, jenz v roce 1971 podstoupil
transplantaci ledvin. Transplantace byla nezbytna kvuli rozsahlému postizeni ledvinné
panvicky zptisobené bakterialni infekci. V dasledku komplikaci spojenych s transplantovanou
ledvinou bylo nutné provést komplexni vysetfeni, béhem kterého byl ze ziskaného vzorku

identifikovan virus BK [11].

S timto patogenem se organismus setkava jiz v raném véku zivota. Predpoklada se, ze Sifeni
viru by mohlo probihat fekalné-ordlni cestou nebo prostiednictvim kapének pii dychani [12;
13]. Po priméarni infekci pravdépodobné pietrvava v bunkach mocového traktu latentni forme,
tedy aniz by u hostitele vyvolaval klinické ptiznaky [1]. Vzhledem k nespecifickym projeviim
primarni infekce, nelze s pfesnou jistotou urcit, jakou formou opravdu k prenosu dochdzi [12;
13]. Epidemiologicka data naznacuji, ze tento patogen perzistuje u pfiblizn¢ 80-90 % jedinct

starSich 23 let, coz svéd¢i o jeho Siroké endemické pritomnosti v populaci [13; 14].

Zavazné projevy infekce se vyskytuji zejména u jedinci s oslabenym imunitnim systémem,
a to jak v disledku ziskanych poruch imunity (napf. pfi soucasné infekci jinym patogenem),
tak 1 vrozenych imunodeficienci. K zdvaznym komplikacim muaze dochazet také po
transplantaci ledviny ¢i ledvinnych §tépt, a vyjimecné 1 béhem transplantace krevnich elementa

[15].

V dtsledku imunosupresivni terapie po transplantaci ¢asto dochazi naruSeni imunitniho
systétmu, coz vede kreaktivaci BK viru. Tato reaktivace mize zpisobit poskozeni
transplantovaného St€épu a pravdépodobné i rozvoj BKPyV-asociované nefropatie
(BKPyVAN), piipadné¢ uplné¢ odmitnuti transplantovaného organu [16]. U pacientd po

transplantaci kostni dien¢ piedstavuje zavaznou komplikaci hemoragicka cystitida [15].

V roce 1993 provedl védecky tym Jin et al. genotypizaci BK polyomaviru za vyuziti PCR
amplifikace. Bylo zjisténo, ze virus vykazuje genetické rozdily v oblasti VP1 genu, jenz koduje
hlavni kapsidovy protein. Na zaklad¢ téchto rozdili bylo mozné BKPyV rozdélit do ctyt
sérotypy, které provedli Knowles et al. v roce 1989. Genetické a sérologické vlastnosti BKPyV

jsou tedy vzajemné propojené [17; 18].
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Genotyp I je nejrozsifenéjsi po celém svété a tvoii dominantni variantu v globalni populaci.
Obvykle se dale ¢leni na subtypy la, Ibl, Ib2 a Ibc. Druhym nejcastéji se vyskytujicim
genotypem je genotyp IV, ktery je hojné zastoupen zejména na asijském kontinentu. Ten se
dale rozdéluje na subtypy IVal, IVa2, IVbl, IVb2, IVcl a IVc2. Naopak genotypy 1l a III se
v populaci vyskytuji jen zfidka [13; 19].

2.1 Detekéni metody k prikazu viru

Detekce BK polyomaviru v soucasnosti spo¢iva piredevsim v metodéach zalozenych na PCR
testovani. Real-time PCR je diky své citlivosti a rychlosti schopna spolehlivé detekovat
pritomnost viri ve vzorcich plazmy, moci a u pacientd po transplantaci ledviny také v
bioptickém vzorku pro histologické vysetieni ledvinové tkané [20]. Podrobnéjsi popis PCR

metody je uveden v kapitole ¢islo 2.2.1.2.

Dilezitou roli v detek¢nich metodach hraje také cytologické vySetfeni moci, pii kterém se
hledaji tzv. ,,signalni buniky* (decoy cells) (obrazek 2). Jedna se o rendlni tubuldrni buiiky, které
ve své struktufe obsahuji BKPyV. Jejich pfitomnost je velmi citlivym ukazatelem infekce,
avSak sama o sob¢ neni jednozna¢nym ditkazem BKYV nefropatie. Dalsi moznosti laboratorni

diagnostiky je detekce virového proteinu VP1 [21].

A pe B S

< c""a.

Obrazek 2: (A) ,,signalni bunky “, barveni dle Papanicolaou. (B) ,,signdlni buriky “ barveni hemotoxylinem-

eosinem [22].

V minulosti hrala vyznamnou roli také elektronova mikroskopie, ktera nabizela pozorovani
virovych ¢astic v moci pacientd. Dnes je tato metoda postupné nahrazovana citlivéjSimi

technikami [20].
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2.2 Onemocnéni spojena s BK polyomavirem

2.2.1 Nefropatie asociovana s BK polyomavirem

Jak jiz bylo uvedeno v ptedchozich kapitolach, BK polyomavirus je rozsifeny patogen,
ktery u imunosuprimovanych jedincii miize vést krozvoji zdvaznych onemocnéni ¢i
patologiim. Za nejvyznamné;jsi klinicky projev tohoto viru je povazovana BKPyV-asociovana
nefropatie (BKPyVAN), pfedstavujici zdvaznou komplikaci pfedevSim u piijemct
transplantované ledviny. Aktivovany virus infikuje epitelové buiiky ledvinného Stépu, coz
muze vést k jeho poSkozeni a v kone¢ném disledku az k jeho selhani. K reaktivaci dochézi u
1-10 % pacientl po transplantaci, pfi¢emz u 30-80 % z nich vede k nevratné ztraté stépu [15;

23].

Rozvoj imunosupresivni terapie, zejména podavani takrolimu a mykofenolatu mofetilu,
bézné pouzivané béhem transplantace jako prevence proti rejekci transplantovanych organt,
prispél k identifikaci prvniho pfipadu BKPyV-asociované nefropatie. Prvni ptipad byl popsan
v roce 1995 [24].

Takrolimus patfi mezi imunosupresivni 1é€iva, jeZ po navazani na bilkovinu FKBP12,
nachazejici se v cytoplasmé bunék, tvoii aktivni komplex FKBP12-takrolimus. Tento komplex
blokuje enzym kalcineurin, ktery je dualezity pro tvorbu cytokinl, zejména interleukinu 2,
aktivujiciho imunitni odpovéd’. Inhibice kalcineurinu zamezuje aktivaci T-lymfocytt a dochazi

k potlaceni imunitni reakce [25].

Mykofenolat mofetil je taktéZz imunosupresivni 1é¢ivo, vyuzivané nejen jako prevence
odmitnuti §tépu, ale také béhem 1é€by autoimunitnich onemocnéni. V téle je hydrolyzovéan na
aktivni formu — mykofenolovou kyseliny, jejichz ucinek inhibuje
inosinmonofosfatdehydrogenazu (IMPDH). Tento enzym je kliCovy pro syntézu purinti, a
inhibice vede k apoptoze aktivovanych T lymfocyti. Diky metabolickym pifeméndm
mykofenolatu mofetilu se u pacienti mohou objevit vyrazné¢ vedlej$i ucinky, pfiCemz

v

nejcastéjsi jsou gastrointestinalni problémy (GIT) [26].

Zajimavé je, ze nékteré studie z minulych let upozoriiuji na moznou souvislost této
patologie také s vyskytem jiného lidskym polyomavirem — JC virem, ale také na dalsi faktory,
jejichz ucinek by napomohl k zvySeni rozvoje rizika nefropatie [15]. Mezi témito faktory se
uvadi vliv muzského pohlavi, ktery je spojen s pfirozenou produkci testosteronu, a také zvysené

riziko spojené s opakovanym uzivanim steroidnich hormontl, jez jsou v dnes$ni dobé hojné
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vyuzivany pro své u¢inky. Dal§imi faktory jsou vys$si vek piijemce, etnicky pivod a piedchozi
pripady odmitnuti §t€pu po transplantaci. Studie kladou diiraz na diikladné vySetfeni shodnosti

HLA antigenii mezi darcem i pfijemcem, a to hlavné¢ HLA-C7 [27].

Patogeneze BKPyV-asociované nefropatie je komplexni proces, do kterého se zapojuji jak
humoralni imunita, tak i bun&fnd imunita. Pokud byl pacient jiz diive vystaven BK
polyomaviru, ma niz$i pravdépodobnost rozvoje BKPyVAN diky vytvofené imunitni
odpoveédi. AvSak pfitomnost protildtek proti virovym antigeniim neni vzdy zcela ochranna.
Kli¢ovou roli hraje bunééna imunita, zejména CD3+, CD4+ T-lymfocyty, které mohou virus

rozpoznavat a eliminovat, ¢imz snizuji riziko vzniku infekce [28].

Onemocnéni, ktera maji za nasledek poskozovéani bunééné imunity mohou vyrazné ovlivnit
riziko vzniku této patologie. Piikladem takového onemocnéni je AIDS (syndrom ziskaného
selhani imunity), snizujici hladiny CD4+ T-lymfocytti v organismu. Tento pokles imunitnich
bunck omezuje schopnost téla branit se proti virovym infekcim [29]. K reaktivaci latentnich
virlh vSak mohou pfispivat 1 nékteré autoimunitni choroby, naptiklad systémovy [lupus

erythematodes, ktery je geneticky podminény [15].

2.2.1.1 Histopatologicka diagnostika

Histopatologicka diagnostika je provadéna standardizovanou metodou, jejimz cilem je
vytvofit obarveny preparat z velmi tenkych fezii tkang, které jsou nasledné¢ hodnoceny pod
svételnym mikroskopem. Ackoliv se cely postup muze zdat na prvni pohled jednoduchy, ve
skutecnosti je ¢asové narocny a vyzaduje peclivou technickou piipravu. Zékladni protokol
zahrnuje pét hlavnich fazi: fixaci, zpracovani a dehydrataci, zaliti do parafinového blocku,

krajeni na mikrotomu, a nakonec barveni preparatu [30].

Prvnim krokem tUpravy vzorku pro histologické vySetieni je dehydratace. V této fazi je
nutné odstranit z tkan¢ vodu, aby bylo mozné vzorek dale zpracovavat a krajet na tenké fezy
vhodné k mikroskopickému pozorovani. K dehydrataci se nejcastéji pouziva fada ethanolu se
stoupajici koncentraci. V zavéretném féazi fady je ethanol odstranén pomoci xylenu, ktery
slouzi jako procistovaci Cinidlo a zaroven piipravuje tkan na zaliti parafinem. Zaliti do
parafinového blocku zajistuje mechanickou stabilitu tkan€, umoziuje jeji snadnou manipulaci

v dalSich fazich zpracovani a poskytuje podminky pro dlouhodobou archivaci [31].
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Parafinovy blocek je nasledné na mikrotomu krajen na velmi tenké fezy o tloust’ce 3-5 um,
coz pfiblizné odpovida jedné bunécné vrstvé. Nafezané fezy jsou preneseny na podlozni
mikroskopicka sklicka. Po zahtati sklicek na ohievné desce dojde k ptichyceni fezii a soucasné

1 k odstranéni parafinu, ktery by mohl branit nadslednému barveni [32].

Barveni preparatu se nejcastéji provadi kombinaci hematoxylinu a eosinu, jeZ poskytuje
dostateCny kontrast a umoziuje zietelné rozliSeni morfologickych struktur pottebnych pro
diagnostické hodnoceni tkan€. Nejprve se na preparat aplikuje hematoxylin, tedy zasadité
barvivo, které barvi kyselé bunécné struktury, jako je naptiklad bunécné jadro, do
fialovomodré. Nasledné se pouziva eosin, kyselé¢ barvivo, jez se vdze na zasadité slozky

cytoplazmy a extraceluldrni matrix a zbarvuje preparat do Cervenorizova [30].

Fixace je klicovym krokem histologické ptipravy, pfi kterém jsou pomoci chemickych latek
fixovany bunécné a tkanové struktury tak, aby nedochazelo k jejich degradaci. Cilem fixace je
uchovani morfologie vzorku v co nejptirozengj$Sim stavu. Nejcastéji se k tomuto ucelu pouziva
10% neutralni pufrovany formalin, ktery je univerzalnim fixacnim ¢inidlem pro vétSinu tkani.
Pro specializované ucely, naptiklad pfi zpracovani mozkové nebo embryonalni tkang, se
vyuziva Bouintiv roztok, diky své schopnosti zachovat jemnou jadernou strukturu a glykogen.
Pro ostatni tkané je vSak nevhodny kviili moznym deformacim, zejména v mitochondrialnich

oblastech [32].

Progrese onemocnéni v ledvinné tkéani 1ze rozdélit do tii zékladnich fazi A, B, C, na zékladé

histologickych zmén. Zmény jsou pozorovany z biopsie aloStépu transplantované ledviny [33].

Faze A, oznaCovéna jako ¢asné stadium, je charakteristické pocinajici infekcei, kdy jsou
fokaln¢ postizeny epitelové bunky ledvinnych kanala. Dochazi k produkei velkého T antigenu
(LTAg) a vzniku jadernych inkluzi. Nejsou pozorovana bunécna zanétliva loziska ani znamky

akutniho poSkozeni, které¢ by ovlivnily funkci §tépu [34]

Ve fazi B BKPyVAN dochazi vyraznym morfologickym zménam tubuldrnich epitelidlnich
bunék. Probiha jejich nekroticky zanik a soucasné se rozviji zanétliva reakce, kterd poskozuje

jak samotné buiiky, tak i okolni tkan (obrazek 3) [35].

Posledni faze C je specifickd jiz tézkym stupném poskozenim tkané. Fibrézni tkan se
nahrazovana vazivem, ¢imz ledvina ztraci svou funkcénost. ZasaZzena tkan se stava trvale
poskozenou, bez moznosti regenerace a obnoveni fyziologickych funkci, coz vede az

k chronickému selhéni transplantovaného stépu [34].
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Obrazek 3: Histologicky prepardt ledvinné thkané barveny hematoxylinem a eosinem. Sipky oznacuji
tubularni epitelove bunky infikované BKPyV a zacinajici znamky nekrozy. Nalez odpovida fazi B BKPyVAN [36].
Histologické nalezy u transplantovanych ledvin lze rozlisit a hodnotit také na zaklade
Banffova 97 klasifikace (Banff 1997 Classification). Hovofime o mezinarodn¢ uznavaném
systému, slouzici k hodnoceni akutniho i chronického poSkozeni transplantované ledviny.
Banffova 97 klasifikace zahrnuje né€kolik skupin podle typu vyskytu patologickych procesi.
Kazda ze skupin je dale hodnocena do tiid, které oznacuji intenzitu a zavaznost poskozeni [37;

38].

2.2.1.2  Detekce polymerazovou retézovou reakcei

BKPyVAN lze diagnostikovat také z moc¢i nebo plazmy, protoze histologicka vysSetieni
jsou Casto ¢asove naroc¢nd a zaroven dochazi k odhaleni spise pozdéjsich stadii, kdy stép byva
znacné poskozen. Proto se v klinické praxi stale Castéji vyuziva testovani pomoci kvantitativni

PCR v realném case (QPCR) [39].

gPCR je metoda zaloZend na principu stanoveni poctu amplifikované specifické DNA
sekvence v realném case. V prvnim kroku je nutné izolovanou DNA denaturovat (zahtatim na
vysokou teplotu, typicky kolem 95 °C), aby doSlo krozpadu vodikovych mistkti mezi
jednotlivymi bazemi a tim oddéleni fetézci DNA. Po denaturaci nasleduje annealing, kdy se
teplota snizuje az o 20-40 °C, pti¢emz dochazi k nasedani DNA primerti na templatovou DNA.

Poslednim krokem je elongace, béhem které DNA polymeraza prodluzuje primery a syntetizuje
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novy fetézec DNA. Po dokonceni cyklu se reakce opét vraci do faze denaturace a cely cyklus

se opakuje typicky 20-40krat (obrazek 4) [40].

1. Cyklus 2. Cyklus
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Obrazek 4: Schéma metody qPCR (upraveno) [41]

Béhem metody qPCR se vyuzivaji fluorescencni sondy, které umoznuji sledovat a
kvantifikovat mnozstvi nové vzniklé DNA béhem kazdého cyklu. Nejvice vyuzivané
fluorescencné znacné jsou sondy typu TagMan, zaméfené priméarné na selekci DNA BKPyV,

obvykle v oblasti gentit VP1 nebo LTAg [42; 40].

2.2.1.3  Lécba

Doposud nebyla objevena zadna antivirotika, kterd by uspéSné 1écily infekci
zpisobenou BKPyV. Na zdkladné podobnosti s cytomegaloviry (CMV), patfici do rodiny
Herpesviridae, byla testovana antivirotika uréena k1é¢bé CMV. Uéinnost, aviak byla

minimalni, a proto se od jejich pouzivani v Iécbé BKPyVAN upustilo [13].

Prvnim krokem 1é¢by pacientil, ktefi podstoupili transplantaci ledvin a u nichz jsou
sledovany projevy akutni BKPyV-asociované nefropatie, byva snizeni davek nebo vysazeni
imunosupresiv, slouzicich jako prevence proti rejekci ledvinového $tépu. Prevazna ¢ast studii
zabyvajicich se touto problematikou uvadi, Ze vice nez u 85 % pacientli doslo k ispéSnému
zniCeni patogenu uvnitf transplantované ledvin [23]. Po celou dobu 1é¢by dochazi
k monitorovani pacienta, véetné pravidelnych odbért pro sledovani hladiny sérového kreatinu

a mnozstvi virové DNA [15]
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2.2.2 Hemoragicka cystitida

Hemoragicka cystitida piedstavuje jedno z moznych rizik spojenych s transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k. Jedna se o 1ékarsky zakrok, pii kterém jsou pacientovi
podany kmenové bunky za ucelem obnoveni funkce kostni diené, naptiklad po ukonceni
chemoterapie nebo radioterapie. Vyskyt BK polyomaviru byvéa nej¢astéji zaznamenan v obdobi
mezi 2. a 8. tydnem hojeni, ve vyjimecnych ptipadech az béhem prvnich 6. mésictu [43].

Klinicky vySetfovanym materidlem byva nejcastéji plazma nebo moc¢ [44].

Hovotime o patologii, kterd postihuje mocovy méchyt, jehoz miru poskozeni Ize popsat
dle klasifikace Bediet al. Tato klasifikace rozdéluje stav pacienta do Ctyt stupiii zavaznosti na
zaklad¢ makroskopickych i mikroskopickych projevii hematurie. V prvnim stupni se vyskytuje
pouze mikroskopick4 hematurie, zatimco ve ¢tvrtém stupni je pfitomna masivni makroskopicka
hematurie s krevnimi srazeninami, ktera ¢asto vede k nepriichodnosti mocovych cest a miize

vyustit v akutni selhani ledvin, pficemz je Casto nezbytny chirurgicky zakrok [45; 43].

Cystitida se obvykle projevuje palivou az fezavou bolesti v oblasti mocové trubice a
podbiisku, nékdy i bolesti v oblasti bokli. Mezi typické ptiznaky jsou poruchy funkce
mocového méchyte, jako je Casté a naléhavé nutkdni na moceni, doprovazené pocitem

neuplného vyprazdnéni [45].

Detekce BKPyV-HC je primarné zalozena na testovani plazmy pomoci metody qPCR
v redlném cCase. Doplitkovymi testy mohou byt testy moci provadéné v biochemickych nebo v
cytologickych laboratotich, které slouzi k detekci hematurie, nebo prokézani ptitomnosti

signalnich bunék [44].

Mechanismus reaktivace BKPyV a nasledného poskozeni mocovych cest dosud nebyl
zcela objasnén, coz vyznamné komplikuje stanoveni optimalni terapeutické 1écby.
V soucasnosti se zkousi n¢kolik 1é¢ebnych pfistupti, véetné podani antivirotik, jako je cidofovir,
jehoz t¢inek spociva v inhibici virové DNA polymerazy a naslednym omezeni replikace virové
DNA. Neékteré studie uvadéji podavani ristovych faktord, naptiklad keratinocytového
rustového faktoru, ktery podporuje regeneraci urotelu a miize prispét ke zmirnéni ptiznaki

makrohematurie [46].
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3 JC polyomavirus

JC polyomavirus, v odborné literatufe oznaCovany také zkratkou JCPyV, byl poprvé
izolovéan z mozkové tkané v roce 1971 u pacienta s inicidly JC, podle né¢hoz byl pojmenovan.
Tento pacient byl hospitalizovan s Hodgkinovym lymfomem, avSak zaroven se u n¢j objevily
ptiznaky progresivni multifokéalni leukoencefalopatie (PML) [47]. Progresivni multifokalni

leukoencefalopatie bude podrobné&ji vysvétlena v nasledujicich kapitolach.

K primérni infekci JC polyomavirem dochézi nejcastéji v pozdnim détstvi nebo béhem
dospivani. Na zakladé rozdili ve struktufe nekddujici regulacni oblasti (NCCR) genomu
JCPyV, lze rozlisit dvé formy viru. Prvni, archetypdlni forma JCPyV, je nejbéznéji se
vyskytujici forma v lidské populaci, a typicky perzistuje v organismu v latentni podobé.
Archetypalni forma ma jednoduchou a stabilni strukturu NCCR. Druhou je forma neurotropni,
kterd diky zméndm v sekvencich NCCR ma zvySenou schopnost infikovat nervovy systém a
mize vést k rozvoji PML. Predpoklada se, Ze neurotropni forma vzniké z archetypélni formy,

avSak piimé diikkazy zatim nebyly objeveny [48].

Studie naznacuji, Ze k primarnimu pifenosu JC viru dochézi pravdépodobné dychacimi
cestami. Tento zavér vychazi z nalezi virové DNA v B-lymfocytech ptitomnych v krénich
mandlich a bunlkach oblasti hltanu. Alternativni moznosti je pfenos prostiednictvim
gastrointestinalniho traktu, rovnéz na zaklad¢ detekce virovych ¢éstic v riznych tsecich travici
soustavy. Zajimavosti je, ze viriony byly nalezeny také v kontaminované a odpadni vodé,
dokonce 1 v potravé. Virus byl rovnéz prokdzan v dalSich tkanich lidského téla, kde muze
pretrvavat v latentni formé — naptiklad v plicich, lymfatickych uzlinach, kostni dfeni, a zejména

v ledvinach [47].

Klasifikace JCPyV byla rozdélena podle dvou navzdjem propojenych systémi, které

vychézeji ze zkoumani genetické informace viru. Byla provedend analyzou moce a periferni

krve [49].

Prvni systém navrhla v roce 2019 vyzkumna skupina Yogo et al., kterd zkoumala JC
polyomavirus pomoci molekularné-biologické metody RFLP, zalozené na porovnani rozdilu
v délce restrikénich fragmenti DNA mezi riznymi kmeny viru. Na zékladé téchto rozdili byly
definovany Ctyti hlavni skupiny, oznacené pismeny A-D. Tyto skupiny vypovidaji o tom, v jaké
podobé se virus v téle nachazi — zda jde o béznou, neskodnou formu, nebo zda uz doslo

k uréitym zméndm, které by mohly souviset se vzniky ptidruzenych onemocnéni [50; 51].
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Druhy systém klasifikace vychéazi zrozdilli v sekvencich kodujicich oblast VP1, tedy
hlavniho kapsidového proteinu polyomavirt. Na tomto zékladé byl virus rozdélen do sedmi
genotypovych skupin oznacenych Cisly 1 az 8. Kazdy genotyp je charakteristicky specifickym
geografickym vyskytem a predstavuje evolucné piibuzné linie, coz umoznuje sledovat

fylogeografii viru a jeho Sifeni v lidské populaci [52].

Oba vyse popsané klasifikacni systémy umoznuji prehlednéjsi sledovani vyskytu a
rozsifeni JC viru do celého svéta. Bylo zjisténo, ze jednotlivé genotypy maji typicky vyskyt

v konkrétnich geografickych oblastech. (viz. tabulka ¢.1) [52; 53].

Tabulka ¢.1 Prehled vyskytu jednotlivych genotypii v konkrétni geografické oblasti [52; 53]

Genotyp Oblast vyskytu
1A, 1B Evropa, Severni Amerika
2A1,2A2,2B, 2D1,2D2 Asie, oblast Tichomofi
3A, 3B Afrika
4 Evropa, Severni Amerika
6 Afrika
7A, 7B1, 7B2, 7C1, 7C2 Asie
8A,8B Oblast Tichomoii

3.1 Detekce JC polyomaviru

3.1.1 Neprima ELISA

Imunologicka laboratorni metoda ELISA (enzymové vazany imunosorbentni test) je
vysoce citliva analyticka technika, kterd byla vyvinuta na pocatku 70. let 20 stoleti. Jeji princip
spo¢iva se specifické interakci antigenu s protildtkou za piitomnosti enzymu, umoziujici
detekci vazby prostiednictvim barevné zmény. Nej€astéji pouzivanymi enzymy v ramci ELISA

metody jsou kienova peroxidaza (HRP) a alkalickd fosfataza (ALP) [54].
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Existuje nékolik variant této metody, které se 1i$i pfedevs§im laboratorni pfipravou a
principem méfeni. Mezi hlavni typy patii: ptima ELISA, nepfima ELISA, sendvi¢ova ELISA
a kompetitivni ELISA [55].

Neptimé ELISA je dvoukrokova metoda. V prvnim kroku se na pevnou fazi, pokrytou
imobilizovanym antigenem, navaze primarni protilatka ze vzorku. Ve druhém kroku se pfidava
enzymem znacend sekundarni protilatka, kterd rozpoznava a vaze se na primarni protilatkou.
Po pridani substratu dochazi k barevné zméné, jejiz intenzita je imérna mnozstvi detekovanych

protilatek a je méfitelna spektrofotometricky [54; 55].

O Analyt/Antigen () Enzym '\\q_ Konjugovana sekunddrni protildtka
)

Obrazek 5: Schéma metody neprimé ELISY [56]

Roku 2012 byla objeven novy piistup umozilujici sérologické stanoveni ptitomnosti
protilatek proti JCPyV. Pro vysetieni se vyuziva vzorek krve, ve kterém se méfi hladina
specifickych protilatek za pouziti humanizovanych monoklonalnich protilatek anti-JCPyV.
Vysledek se porovnava s hodnotami zdravych jedinct s jiz vytvoienou imunitni odpovédi viici
JCPyV. Na zaklad¢ tohoto srovnani se vypocitd tzv. JCPyV index, jenz slouzi k odhadnuti

rizika rozvoje progresivni multifokalni leukoencefalopatie [57].

3.1.2 Polymerazova retézova reakce

Stejné jako u polyomaviru BK lze i DNA JCPyV laboratorné detekovat pomoci PCR
v redlném case. Nejcastéji se jako biologicky material vyuziva mozkomisni mok. V ¢asnych
stadiich PML byva koncentrace JCPyV DNA v mozkomiSnim moku velmi nizka, coz znacné
komplikuje detekcei a zvySuje riziko falesSné negativnich vysledki. Prestoze se jedna o metodu

se senzitivitou az 88 % a specificitou az 98 %, jeji spolehlivost zavisi na kvalité¢ provedeni a
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detek¢nich limitech konkrétni laboratote. I ptes tato skali je jak pozitivni, tak i negativni nalez
JCPyV DNA v mozkomisnim moku povazovan za jedno z klicovych kritérii pfi stanoveni

diagnozy [57; 58].

3.2  Onemocnéni zpusobené JC polyomavirem — progresivni multifokalni

leukoencefalopatie

Nejcastéjsim patogenni onemocnénim zplisobenym JC polyomavirem je progresivni
multifokalni leukoencefalopatie. Prvni odborné zminky o této problematice byly popsany
vyzkumnou skupinou Astrom et al. jiz v 50. letech minulého stoleti [57]. PiestoZze se jedna o
vzacné onemocnéni, jeho rozvoj ma zavazné disledky a ¢asto mlze vést az k umrti pacienta.
Zéavaznost spociva zejména v lokalizaci patologického procesu, jak jiz ndzev vypovida,
postizena je centralni nervova soustava. K reaktivaci viru a rozvoji PML dochdzi zpravidla
v disledku vyrazného oslabeni imunitniho systému, obdobné jako u BK polyomaviru. Mezi
rizikové faktory tedy patii HIV infekce, maligni onemocnéni, biologicka 1écba, ale i osoby

trpici roztrouSenou sklerézou [58].

wewv

lymfoproliferativnimi onemocnénimi, mezi néz patii naptiklad akutni lymfoblastické leukemie
(ALL), chronicka lymfocytarni leukemie (CLL), Hodgkintiv lymfom, nehodgkinské lymfomy
a dalsi [59].

K vyraznému nartistu piipadi s potvrzenou diagnézou PML doslo v 80. letech 20.
stoleti, a to v dasledku prudkého rozsifeni HIV infekce. HIV pozitivni pacienti dodnes

predstavuji nejvétsi skupinu, u které byla tato vzacna nemoc diagnostikovana [60].

V roce 2019 byla zavrSena 25leta retrospektivni studie pod vedenim Dr. Pria Anand,
ktera porovnavala pribéh onemocnéni PML u HIV pozitivnich a HIV negativnich jedinct.
Studie se zam¢fila mimo jiné na prezivani pacientl po stanoveni diagnodzy. Zajimavym
zjisténim bylo, Ze HIV pozitivni pacienti vykazovali delsi dobu pfeziti, az 1992 dni ve srovnani
s HIV negativni jedinci, u nichz ¢inila medidnova doba pteziti pouze 101 dnt. Jednalo se o
sledovani medidnu pfeziti, tedy Casového udaje, pti kterém pteziva 50 % sledovanych osob. Na

zékladé¢ ziskanych dat byl sestaven Kaplan-Meirerim odhad pteziti (obrazek ¢.6) [61].
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Obrazek 6: Kaplan-Meieriv graf na odhad preZiti (upraveno)[61]

Studie naznacuji, ze k tomuto jevu by mohlo dochazet diky zavedeni antiretrovirové
terapie (HAART) u HIV pozitivnich pacienti. Tato 1écba snizuje virovou naloz HIV a
podporuje Castecnou obnovu imunitniho systému prostiednictvim ndrdstu poctu CD4+ T-
lymfocytii. Pfestoze HAART nevede k Giplnému obnoveni specifické imunity, dochazi ke
zvysené imunitni odpoveédi vici oportunnim patogentim. Tento efekt pravdépodobné ptispiva
k lepsi kontrole infekce a delSimu prezivani pacienti s PML v HIV pozitivni populaci. Jedna
se o zvlastni formu PML, oznaCovanou jako progresivni multifokalni leukoencefalopatie

spojend se syndromem imunitni reaktivace (PML-IRIS) [62; 63].

Reaktivace JCPyV a nasledny rozvoj PML piedstavuji riziko z divodi nevratného
poskozeni oligodendrocytli v bilé mozkové hmoté a neurocytii v Sedé hmoté mozku a mozecku.
Virus v téchto oblastech vytvari expandujici 1éze, tedy loziska poSkozeni, ktera se postupné
zvetSuji. Tyto 1€ze jsou typicky ohrani¢eny infikovanymi oligodendrocyty typu ,,matného skla®,
které pod mikroskopem vykazuji zamlzeny vhled s zvétSenym jadrem v disledku aktivni virové
replikace. Poskozené buiiky postupné odumiraji, coz zptisobuje posSkozeni myelinového obalu
nervovych vlaken a podporuje tak vznik nekrdzy mozkové tkané. Z tohoto divodu lze

v histologickych preparatech pozorovat zvySené mnozstvi aktivovanych makrofaga [64].
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Typické ptiznaky PML se tykaji tedy hlavné neurologickych obtizi, jako jsou poruchy
zhorSend pamét, zpomalené mysleni, ztratu orientace v ¢ase i prostoru, poruchy zraku, feci,
hybnosti nebo citlivosti. U pacientli se mizou objevovat neurologické zachvaty nebo zhorsena

koordinace pohybu [65].

3.2.1 Diagnostika
A) Magneticka rezonance

Magneticka rezonance (MRI) patifi mezi dulezité zobrazovaci metody vyuzivané
v 1€karské diagnostice. Umozituje ziskat detailni anatomické snimky, diky kterym lze snadno

odhalit patologické zmény na organech [66].

Obraz vzniké diky kombinaci tii typt elektromagnetickych poli s riznymi frekvencemi
— statického magnetického pole, proménlivého magnetického pole a radiovych vin. Bunky jsou
tak vystaveny riznym intenzitdm a frekvencnim rozsahim téchto poli, pficemz dochazi
k excitaci jader vodiku. Tato excitovana jadra emituji signal, ze kterého je nasledné za pomoci

dalsich technologii sestaven vysledny obraz [66].

U PML je mozné pomoci magnetické rezonance zobrazit mozek a sledovat 1éze
zpusobené JCPyV. U pacientl s potvrzenou diagnézou se nasledné sleduje vyvoj téchto 1ézi,
zejména zmeny jejich velikosti. MRI je natolik citliva, ze umoziuje odhalit také 1éze PML jiz
v Casnych stadiich. V praxi se pro piesnou diagnostiku a sledovani pritbéhu onemocnéni

vyuziva kombinace MRI a PCR testovani [64; 58].

B) Pozitronova emisni tomografie

Pozitronova emisni tomografie (PET) je vysoce citlivd zobrazovaci metoda s velmi
dobrym prostorovym rozliSenim. Umoznuje vytvoieni kvantitativniho obrazu za vyuziti
radiofarmak a ionizujiciho zafeni. Mezi nejéast&ji pouzivané radioligandy patii izotopy '*F a
1C. Radiofarmakem obsahujici radioligand |F je fluorodeoxyglukéza (FDG), kterd se
akumuluje ve strukturach s vysokou spotiebou glukozy. Pomoci PET je tak mozné sledovat
metabolickou aktivitu mozkovych 1¢ézi zptisobnych PML. U pacientii s PML mozek vykazuje

snizenou metabolickou aktivitu, proto nedochdzi k vyrazné akumulaci FDG v postizené
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mozkové tkani. V ptipadé PML-IRIS vSak miize byt pozorovana naopak zvySend akumulace

FDG vlivem zanétlivé odpovédi imunitniho systému [64].

C) Histopatologické vySetreni

Vysetfeni bioptického vzorku se pii diagnostice PML vyuziva zejména tehdy, pokud
zobrazovaci nebo laboratorni metody neposkytnou jednoznaény vysledek, nebo je nutné odlisit
PML od jinych demyeliza¢nich ¢i nddorovych onemocnéni. Klicovym faktorem pro uspésné

potvrzeni diagnozy je odbér vzorku piimo z aktivni 1éze [67].

Histologické vySeteni poté umozniuje zhodnotit pfitomnost typickych strukturalnich
zmén v mozkové tkani. Sleduji se zejména zndmky demyelinizace, zmény ve vzhledu a chovani
astrocytll a oligodendrocytt. I kdyZ rozsah vzorku muize byt u biopsie omezeny, poskytuje
cenné informace, které mohou byt rozhodujici pro stanoveni diagnézy, zejména v ¢asnych nebo

atypickych ptipadech [68].

3.2.2 Lécba

U pacienti s HIV infekci je po potvrzeni diagnézy PML dirazné doporuceno zahdjit
kombinovanou antiretrovirovou terapii (CART). Mezi dal$i moznosti 1éCby pacientii s PML
patii T-bunécné terapie — napiiklad podavanim interleukind, transplantace T-lymfocyta, lécba
protilatkami blokujici programovanou buné¢nou smrt (anti-PD-1) nebo podévanim interferond.
Je vSak dilezité zdiraznit, ze tyto ptistupy mohou vést ke zlepSeni symptoma s PML, avSak

obvykle nevedou k tipInému zotaveni pacienta [61].

Lécba pomoci interleukint-2 a interleukini-7 (IL-2 a IL-7), tedy latek produkovanych
ptevazné T-lymfocyty, pfedstavuje jeden z moznych terapeutickych ptistupt. Interleukiny hraji
kli¢ovou roli v regulaci imunitni odpovédi a mohou tak napomoci organismu v boji proti
oportunnim infekcim. IL-2 je dilezitou latkou pro spravné fungovani adaptivni imunity,
zejména pro aktivaci a udrzeni funkce T-lymfocytd. Jeho vyuziti se uplatiiuje zejména u
pacientl s hematologickymi onemocnénimi nebo po transplantaci kmenovych bunék. IL-7
podporuje proliferaci T-lymfocytl, predev§im téch, které nesou na svém povrchu znak CD4+.
Podani IL-7 bylo popsdno u pacientl se zanétlivymi onemocnénimi, nebo u piipadi PML

vzniklych na podklad¢ idiopatické CD4+ lymfopenie [69].
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DalSi moznosti terapie je transplantace T-lymfocytl, které jsou schopné rozpoznat
peptidy JCPyV. Tyto T-lymfocyty jsou odebrany zdravému darci, nésledn¢ laboratorné
namnozeny a aktivovany pomoci virovych peptidi. Po ovéfeni shody HLA antigeni mezi
darcem a pfijemcem jsou pieneseny do téla pacienta. Aktivované T-lymfocyty pak pronikaji do

mozku, kde napomahaji potlacit replikaci JCPyV [65].

Terapie protilatkami blokujicimi programovanou smrt (anti-PD-1) se bézné vyuzivaji
pii 1écbé nadorovych onemocnéni. Blokadou receptoru PD-1 na T-lymfocytech dochézi
k reaktivaci vycerpanych cytotoxickych CD8+ T-lymfocytii ¢imz posiluje imunitni odpovéd.
Tento ptistup se zkouma i u chronickych virovych infekci, kde miize napomoci obnovit funkci

T-lymfocytii a zlepSit obranyschopnost organismu vici virim [69].

3.2.3. Roztrousena skleroza spojena s progresivni multifokalni leukoencefalopatii

RoztrousSena skleroza patii mezi autoimunitni onemocnéni postihujici centralni nervovy
systém. Stejné¢ jako u PML 1 zde dochazi k demyelinizaci nervovych vlaken, vedouci

k nevratnym poruchdm centralniho nervového systému [70].

Studie naznacuji, ze pacienti s diagnostikovanou roztrousenou skler6zou maji zvysené
riziko reaktivace JCPyV, coz muze vést k rozvoji progresivni multifokalni leukoencefalopatie.
Z tohoto divodu je dilezité pravidelné testovat hladiny protilatek proti JCPyV, v séru nebo
plazmé. ZvySeny titr téchto protilatek, zejména hodnota indexu anti-JCV vice nez 0,9, je spojen

s vysSim rizikem rozvoje PML, a to pfedevsim u pacientt léCenych natalizumabem [71].

Lécba roztrouSené skler6zy pomoci humanizovanych monoklonalnich protilatek
natalizumabu (Tysabri), je zaloZena na jeho schopnosti vazat se na adhezivni molekulu VLA-4
(velmi pozdni antigen-4), ktera se nachdzi na povrchu hematopoetickych bunék, zejména T- a
B-lymfocytti. Tato molekula umoziuje leukocytim navéazat se na adhezivni molekuly na
povrchu endotelu, ¢imz ziskava schopnost prochazet pres hematoencefalickou bariéru do
centralniho nervového systému. Tim dochazi k cilené imunitni reakci proti zanétlivym

lozisklim typickym pro roztrousenou sklerézu [57].

Blokddou VLA-4 brani natulizumab migraci lymfocytd do CNS a tlumi zanétlivou
aktivitu. Soucasné vSak dochézi ke zvySeni poctu B-lymfocytl, které mohou aktivovat latentni

polyomavirus JC v kostni dieni. Reaktivace JC viru mtze vést k rozvoji PML [57].
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4 Polyomavirus Merkelovych bunék

Polyomavirus Merkelovych bunék (MCPyV) je dalsim z klinicky vyznamnych lidskych
polyomavirt. Jak jiz nazev napovida, tento virus se vyskytuje v Merkelovych buiikach
v bazalni vrstvé pokozky. Merkelovy buiiky tvoii spolu s nervovymi zakonc¢enimi Merkeltv

disk, jenz funguje jako mechanoreceptor citlivy na dotyk [72; 73].

Virus byl poprvé identifikovan v roce 2008 tymem védcii na Univerzité v Pittsburghu ve
vzorcich nadorové tkané pacientii s karcinomem Merkelovych bunék (MCC). MCPyV je
ptitomen az v 80 % tohoto vzacného onemocnéni. MCC tadime mezi velmi agresivni kozni
nadory s rychlym narGstem metastazi. Na zakladn¢ dostupnych studii byla jeho karcinogenita
zafazena Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) do skupiny 2A, tedy mezi latky

»pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka* [72; 74].
Rizikovymi faktory pro rozvoj MCC jsou:

e Vyssi vék (nejcastejsi vyskyt u seniortt),
e Oslabeny imunitni systém (imunosuprese jakéhokoliv ptivodu),

e Nadmérna expozice slunecniho a UV zateni [74; 75]

Dalsi kroky vyzkumu ukézaly, ze MCPyV se bézné vyskytuje jako soucast kozni mikroflory
a vétSina lidi se s nim setkdva jiz v détstvi. Virus po primérni infekci perzistuje v tele
asyptomaticky, pfi¢emz ke karcinogenni transformaci dochdzi pouze za urcitych podminek,
které jsou velmi podobné s rizikovymi faktory MCC. Ve vyjime¢nych ptipadech mize také
dojit k mutacim v jeho genomu MCPyV, coz také mtize vést k reaktivaci a potencidln€ k rozvoji

karcinomu [75].

Stale neni piesné znamo, jak MCPyV zptsobuje rakovinné zmény v Merkelovych bunikach.
Je to hlavné proto, Ze se virus Spatné¢ mnozi v laboratornich podminkach a dlouho nebylo jasné,
které buniky v lidském téle virus pfirozené napadd. Vyznamny pokrok nastal az kolem roku
2016, kdy bylo zjisténo, Ze piirozenymi hostitelskymi buiikami jsou kozni fibrinoblasty. Spolu
s tim byly identifikovany i bunécné signalni drahy, které mohou infekci MCPyV podporovat.
Tyto drahy mohou byt aktivovany pravé faktory, které zaroven zvysuji riziko MCC [75].”
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4.1 Laboratorni diagnostika

Stejn€¢ jako u jinych polyomavirG je i diagnostika MCPyV zalozena ptedev§im na
polymerazové fetézové reakci (PCR). Virus MCPyV vsak lze detekovat také pomoci
imunohistochemickych metod, které hraji dualezitou roli zejména pii histopatologickém
hodnoceni nadorové tkané. Pozitivni preparaty vykazuji typické morfologické znaky, jako jsou
mensi nadorové buniky s omezenym mnozstvim cytoplazmy a kulatymi jadry. Na rozdil od
nadorovych bun¢k maji za fyziologickych podminek Merkelovy buiiky spiSe protahld jadra,
silngjsi cytoplazmu a patrnd jadérka [76].

Pfi imunohistochemickém vysSetieni se vyuzivaji barveni specifickych virovych proteind,
zejména velkého T antigenu. Virova pozitivita se zpravidla projevuje teckovym uspofadanim

barviva cytokeratin20 v cytoplazmé nadorovych bunék[76].

Vyzkumna skupina Shuda a kol. zacdtkem roku 2009 vyvinula monoklonalni protilatku
CM2B4, ktera umoznuje spolehlivou detekci proteinu LTA ve vzorcich fixovanych
formalinem. Tento objev vyznamné pfispél krozvoji imunohistochemickych metod

v diagnostice MCPyV. [77]

Imunohistochemie (IHC) je laboratorni metoda zalozena na specifické interakci mezi
antigenem (cilovym proteinem) a protilatkou, kterd jej rozpoznava. K detekci se pouzivaji
monoklondlni nebo polyklonalni protilatky, které se vdzou na konkrétni epitopy v buiikach
nebo mezibunéénych strukturdch. Vysledny signél je vizualizovan pomoci chromogenniho
barveni, jeZ umoziluje pozorovani vzorku pomoci standardniho svételného mikroskopu.
Alternativné je mozné pouzit fluorescenéné znacené protilatky, avsak k jejich vizualizaci je

nezbytné vyuziti fluorescencni mikroskopie [78].

IHC lze rozd¢lit do dvou hlavnich metod podle zplisobu znaceni a navéazani protilatek na

ptimou a neptimou [HC [79].

U piimé THC je detekovatelny marker pfimo navazan na specifickou protilatku, ktera se
vaze na cilovy antigen ve vzorku. Tento pfistup je jednodussi a rychlejsi, avSak ¢asto méné
citlivy, protoze dochazi pouze k jedné vazebné interakci. Naopak u neptimé IHC se nejprve
aplikuje neznacena primarni protilatka, ktera specificky rozpozndva dany antigen, Tato
protilatka obvykle pochazi z jiné¢ho Zivoc¢isného druhu, naptiklad z mysi nebo kralika. Nasledné

se pridava sekundarni protilatka, kterd je jiz konjugovana s detekovatelnym markerem a vaze
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se na primarni protilatku (obrazek ¢.7). Tento dvoustupniovy systém umoznuje zesileni signalu,

coz vyrazné zvysuje citlivost celé metody [80].

*y
8 @€

sekunddrni
j protilatka s
* navazanym
markerem
specificka protilatka s
navazanym markerem

primaérni protilatka

cilovy antigen
cilovy antigen

Prima IHC Nepiima IHC

Obrazek 7: Schéma primé x nepiimé IHC metody (upraveno) [79]
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5 Ostatni polyomaviry

5.1 WU polyomavirus

Virus nese jméno podle Washingtonské univerzity, kde byl poprvé identifikovan v roce
2007. Tento patogen byl izolovan z dychacich cest ditéte s infekei dolnich cest dychacich.
Dosud avsak nebylo jednozna¢né prokdzéano, zda je ptitomnost WU polyomaviru pfimo spojena

s respiracnimi onemocnénimi [81].

Virus lze detekovat nejen u pacientli s oslabenou imunitni odpovédi, ale také u osob
s funkénim imunitnim systémem. Pfitomnost virové DNA byla potvrzena ve vzorcich
mozkomis$niho moku, krve, stolice a moci, coz naznacuje moznou perzistenci nebo Sirokou

distribuci viru v organismu [81; 82].

5.2 KI polyomavirus

KI polyomavirus, stejné jako WU polyomavirus, byl poprvé identifikovan v roce 2007,
pricemz jejich objevy probihaly nezavisle na sobé. Oba viry vykazuji zna¢nou podobnost,
zejména v oblasti vyskytu. KI polyomavirus se také nachazi v respiraénim traktu déti ve véku
1-2 roky, pfedevSim v oblasti mandli. Jeho pfitomnost lze prokédzat vytéry z krku nebo ve

vzorcich stolice [83].

K detekci KI polyomaviru se nejcastéji pouzivda metoda real-time PCR. Vzhledem
k omezenému poctu provedenych studii je k dnesSnimu dni zndmo jen malo informaci o tomto

patogenu [84].

5.3 MW a STL polyomavirus

Tyto polyomaviry byly izolovany v roce 2012 a 2013 ze vzorku stolice déti a dospélych,
ktefi byli hospitalizovani s prijmovymi onemocnénimi. Po nésledném badani byl virus

prokéazan v tkani mandli a pfedpoklada se, Ze pravé v této oblosti probiha replikace viru [85].
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5.4 Trichodysplasia spinulasa-associovany polyomavirus

Poprvé zaznamenan v roce 2010, kdy se objevily spekulace, ze u imunosuprimovanych
jedincli muze zptisobovat onemocnéni trichodysplasia spinulosa [86]. Jednd se o vzacné
dermatologické onemocnéni, které se vyznacuje drobnymi keratinovymi jehlickovitymi
vyristky v oblasti vlasovych vackt na obliceji, mize vést az k alopecii fas 1 oboci [87; 88].
K detekci viru byla pouzita metoda amplifikace DNA s rostoucim kruhem [89]. Pfedpoklada
se, ze k pfenosu patogenu dochézi jiz v détstvi, nejCastéji mezi sourozenci nebo z matky na dite,

avSak presny mechanismus pfenosu nebyl objasnén [86].

5.5 Lidsky polyomavirus 6 a 7

Lidské polyomaviry 6 a 7 (HPyV6 a HPyV7) se bézné vyskytuji na lidské kiizi, kde jsou
chronicky vyluCovany. U vétSiny jedinch zlstdvaji asymptomatické, avSak v piipadé
reaktivace, mohou vést ke sv€divym koznim onemocnénim. Tento klinicky obraz je znamy jako
,»svediva a dyskeratoticka dermatdza spojena s HPyV6 a HPyV7%. Jedna se o typ polyomavirt,
které¢ za norméalnich okolnosti nezplisobuji zdvazna onemocnéni. Poprvé byly identifikovany

z koznich vzorkti zdravych jedinct v roce 2010, a to za pomoci PCR [90].

5.6 Lidsky polyomavirus 9

Lidsky polyomavirus 9 (HPyV9) byl objeven v roce 2011 a patii mezi lidské polyomaviry,
které jsou blizce piibuzné opi¢im polyomavirim. Dosavadni studie ukazuji, Ze v populaci se
vyskytuje méné Casto nez jiné lidské polyomaviry. Séropozitivita u dospélych dosahuje
piiblizné 36 %. Vyzkumy naznacuji, Ze pfenos milZze probihat za pomoci dychacich cest, které
by zaroven mohly pfedstavovat cilovou lokalitu infekce. Zatim nebyla prokazana piima
souvislost HPyV9 s konkrétnimi onemocnénimi, nicméné podobné¢ jako u BK polyomaviru se

predpoklada, Ze by mohl sehrat roli zejména u pacientil po transplantacich organt [91].
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5.7 Méné znamé lidské polyomaviry
Mezi malo prozkoumané a klinicky mélo vyznamné lidské polyomaviry patii nasledujici:

e Lidsky polyomavirus 10
e Lidsky polyomavirus 12
e New Jersey Polyomavirus
e Lyon Polyomavirs

e Lidsky polyomavirus 14

Zminéné druhy polyomaviri byly objeveny hlavné v poslednich 10-15 letech, nejcastéji
za pomoci PCR a dalSich biologickych technik pfi analyze vzorkli asymptomatickych jedincti.
Jejich presny patogenni potencial je dosud malo objasnén a ve vétSin€ piipadl nejsou spojovany

ke konkrétnimi lidskymi onemocnénimi [92; 93].
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ZAVER
Tato bakalaiska prace se zameéftila na reSerSi dostupnych informaci o lidskych
polyomavirech. Jejim cilem bylo pfehledné shrnout soucasny stav poznatkii v této oblasti a

poukdzat na jejich rostouci vyznam ve virologii i klinické mediciné. Prace obsahuje klicové

informace nejen o biologii téchto vird, ale také o onemocnénich, kterd mohou zplisobovat.

Nejveétsi pozornost byla vénovana klinicky nejvyznamnéjSim zastupcim JC a BK
polyomavirim, ¢asto spojovanymi s vdznymi neurologickymi a renalnimi komplikacemi,
zejména u imunosupresivnich pacientii. Byla popséana jejich patogeneze, zptusoby ptenosu,
klinické projevy 1 moznosti diagnostiky. Zminény byly 1 dal$i lidské polyomaviry, jejichz
patogenita zlstava stile nejasna a poukazuje na nutnost dalSich vyzkumi, zameétenych

pfedevsim na objasnéni jejich potencionalniho dopadu na lidské zdravi.

V oblasti laboratorni diagnostiky hraje zasadni roli metoda PCR, ktera umoznuje
spolehlivou detekci virové DNA. Ve spojeni s dalsimi dopliikovymi technikami piedstavuje
efektivni ndstroj pro diagnostiku a sledovani infekci zpliisobenych polyomaviry v klinické

praxi.

Ptfinosem této bakaldiské prace je systematické zpracovani a shrnuti aktualnich
informaci o lidskych polyomavirech, které mohou poslouzit jako vychozi bod pro dalsi vyzkum
1 pro klinickou praxi. Zavérem lze fici, ze piestoze nékteré aspekty infekci t€mito viry byly
dobie popsany, zlstdva fada nejasnosti, které¢ by mély byt pfedmétem dalSich védeckych

publikaci.
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