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Abstrakt 

Tématem této práce jsou poznatky o interakcích struktur polyomavirů se složkami vrozené 

imunity v infikovaných buňkách. Práce je soustředěna na modelové polyomaviry SV40 a MPyV  

a lidské BKPyV, JCPyV a MCPyV. Studium vzájemného působení mechanismů vrozené 

buněčné imunity a polyomavirových struktur je v začátcích. Infekce všemi uvedenými viry 

indukuje prostřednictvím virového časného LT antigenu odpovědi na poškození DNA (DDR; 

DNA damage response) nutné pro účinnou virovou replikaci. Poškození DNA může však 

aktivovat jak kanonicku, tak nekanonicku dráhu indukce interferonové produkce, která vede 

k antivirovému stavu. Polyomaviry se zdají být rozpoznány imunitním systémem až během 

replikace jejich genomů v buněčném jádře. Prozatím bylo prokázáno, že indukce interferonu 

polyomaviry může být zahájena DNA sensorem cGAS a dále aktivací STING (kanonická dráha), 

ale také po rozpoznání virové RNA proteinem RIG-I. Časné virové LT a st antigeny a pozdní 

agnoprotein některých polyomavirů prokázaly potenciál regulovat odpovědi vrozené buněčné 

imunity a ovlivnit tak navození persistence polyomavirů.   

Klíčová slova: polyomaviry, vrozená buněčná imunita, velký T antigen, malý t antigen, 

agnoprotein, geny stimulované interferonem 

Abstract 

The topic of this thesis are the interactions of polyomavirus structures with components of innate 

immunity in infected cells. This review is focused on model SV40 and MPyV polyomaviruses 

and human BKPyV, JCPyV and MCPyV. The research of the interplay of innate immunity 

response and polyomaviruses is in its infancy. Infection with all studied polyomaviruses induces, 

via their LT antigens, DNA damage response (DDR), necessary for their efficient replication.  

DDR can activate both the canonical and the non-canonical pathway of interferon induction 

leading to an antiviral state. Polyomaviruses are recognized by the immune system first during 

replication of their genomes. Interferon induction by polyomaviruses can be initiated by the DNA 

sensor, cGAS, followed by STING activation, but also by recognition of the viral RNA by the 

RIG-1 sensor. The virus early LT and st antigens and the late agnoprotein of some 

polyomaviruses have demonstrated the potential to regulate innate immune responses and thus 

contribute to the establishment of polyomavirus persistence. 

Keywords: polyomaviruses, innate cell immunity, large T antigen, small t antigen, agnoprotein, 

interferon-stimulated genes



1 

 

1. Úvod 

Pří infekci buněk polyomaviry soupeří systém vrozené buněčné imunity se strukturami 

polyomavirů o to, zda se polyomavirus replikuje a rozšíří do dalších buněk nebo zda se imunitní 

systém hostitelské buňky dokáže úspěšně vypořádat s virovou infekcí a zlikvidovat ji.  

Hostitelské organismy virů si vytvořily systém mechanismů obrany proti virovým a dalším 

infekcím, případně proti jinému poškození. Tento systém se nazývá imunitní a je rozdělen na dvě 

části: vrozený a adaptivní. Vrozený imunitní systém (innate immunity) se během evoluce vyvinul 

jako první. Zajišťuje úvodní reakci na přítomnost patogenu. Součástí je humorální složka, do které 

spadají cytokiny a komplement a buněčná složka, kam patří makrofágy, monocyty, dendritické 

buňky, granulocyty, mastocyty a NK buňky (natural killer cells). Podobně jako vrozený imunitní 

systém má i adaptivní imunitní systém (adaptive immunity) dvě složky. Do jeho humorální složky 

patří protilátky a buněčnou část představují B a T lymfocyty. Část vrozeného imunitního systému, 

vyskytujícího se ve většině infikovaných buněk, se skládá z receptorů, které jsou schopné 

detekovat patogen nebo poškození. Tyto receptory spouští signální kaskády, které vedou 

k produkci ochranných molekul, v případě virových infekcí se jedná hlavně o interferony (Liu et 

al., 2017)*. Ochranné molekuly mají za úkol modulaci imunitního systému, indukci produkce 

dalších ochranných proteinů a aktivaci adaptivního systému. 

V průběhu evoluce si naopak viry vytvořily mechanismy, kterými obchází nebo ovlivňují 

imunitní systém hostitele ve svůj prospěch. Zároveň jako odpověď hostitelské buňky mohou 

vytvářet nové obranné mechanismy proti infekci. Čím větší je virový genom, tím větší kapacitu 

má virus k vyvinutí genů zapojených do překonávání obranných mechanismů hostitelských 

buněk. Ukazuje se ale, že i malé viry s omezenou kapacitou genomu jako např. polyomaviry 

mohou kódovat multifunkční proteiny, které mají schopnost působit na složky, které jsou součástí 

vrozené imunity buněk (Griffiths et al., 2013; Manzetti et al., 2020; Reus et al., 2020) a 

modulovat imunitní systém tak, aby se nespustily signální kaskády vedoucí k syntéze interferonů 

a dalších cytokinů. Úspěšná infekce polyomavirem závisí také na typu infikovaných buněk 

(Abend et al., 2010; An et al., 2019; de Kort et al., 2017). Znalost mechanismů, kterými působí 

viry na vrozený imunitní systém, může přinést nové léčebné postupy v antivirových terapiích. 

Cílem této bakalářské práce je shrnutí dosud známých informací o interakcích mezi 

strukturami polyomavirů a složkami vrozené buněčné imunity. Jedná se především o 

interakce časných nestrukturních proteinů a agnoproteinu lidských a modelových 

polyomavirů. 
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2. Polyomaviry 

Polyomaviry (čeleď Polyomaviridae) patří do skupiny malých neobalených virů, která se řadí do 

1. třídy Baltimorova členění. Jsou to široce rozšířené viry, které infikují savce, ptáky, ryby nebo 

plazy. První polyomavirus objevil v roce 1953 Ludwik Gross při zkoumání viru myší leukémie 

(Gross, 1953). K srpnu roku 2021 bylo podle aminokyselinové sekvence LT antigenu 

identifikováno 117 druhů polyomavirů, z nichž 112 bylo přiděleno do 6 rodů: Alphapolyomaviry, 

Betapolyomaviry, Gamapolyomaviry, Deltapolyomaviry, Epsilonpolyomaviry a Zetapolyomaviry 

(Moens et al., 2017)*. Mezi modelové polyomaviry (PyVs) se řadí Simian virus 40 (SV40), Myší 

polyomavirus (MPyV) a také nejvíce prostudované lidské polyomaviry – BK polyomavirus 

(BKPyV), JC polyomavirus (JCPyV) a Polyomavirus Merkelových buněk (MCPyV). 

2.1. Lidské polyomaviry (HPyV) 

Dosud bylo popsáno 14 lidských polyomavirů (Gheit et al., 2017). Mezi první objevené HPyV 

patří BKPyV, který byl izolován z moči pacienta po transplantaci ledvin a JCPyV, který byl 

izolován z pacienta s progresivní multifokální leukoencefalopatií (PML) (Gardner et al., 1971; 

Padgett et al., 1971). Mnohem později byly objeveny další lidské polyomaviry jako jsou 

Karolinski Institutet polyomavirus (KIPyV), Washington University polyomavirus (WUPyV), 

MCPyV, Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV), Human polyomavirus 6 (HPyV6), 

Human polyomavirus 7 (HPyV7) a další (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007; Feng et al., 

2008; van der Meijden et al., 2010; Schowalter et al., 2010). Polyomaviry obvykle infikují 

člověka již v dětství a nevyvolávají u zdravých jedinců žádné symptomy. Viry jsou pak schopné 

persistovat v infikovaných jedincích. Polyomaviry ale mohou vyvolat těžká až fatální onemocnění 

u lidí s imunodeficiencí nebo u imunosupresovaných jedinců. Séroprevalence většiny HPyV 

dosahuje v populaci nejméně 60% (Kamminga et al., 2018). 

HPyV způsobují onemocnění ledvin, nervové soustavy, kůže a u jedinců se zhoršeným imunitním 

systémem mohou spustit autoimunitní onemocnění. JCPyV je u lidí se sníženou imunitou 

spojován s onemocněním nervové soustavy označovaném jako PML, které má za následek 

demyelizační proces v bílé hmotě mozku. BKPyV způsobuje hemoragický zánět ledvin, může se 

také nacházet v ledvinovém štěpu a může vyvolat komplikace po transplantaci ledvin (Purighalla 

et al., 1995). V důsledku navozené imunosuprese jedince může dojít k reaktivaci BKPyV, která 

vede k nefropatii a odmítnutí ledvinového štěpu (Hirsch et al., 2002). Přítomnost BKPyV může 

vyvolávat i komplikace při transplantaci kostní dřeně, při kterých může způsobit hemoragickou 

cystitidu (Arthur et al., 1986). Genomové sekvence některých polyomavirů integrované do 
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buněčné DNA byly prokázány v některých typech lidských nádorových buněk. Například 

genomová sekvence MCPyV byla prokázána v DNA karcinomu Merkelových buněk (MCC), což 

může být jednou z hlavních příčin vzniku tohoto nádoru (Feng et al., 2008).  

TSPyV je spojený s kožním onemocněním označovaném jako trichodysplasia spinulosa (van der 

Meijden et al., 2010). HPyV6 a HPyV7 byly společně s MCPyV detekovány v kůži, kde jsou 

asociovány s vzácnou dermatózou (Schowalter et al., 2010; Nguyen et al., 2017). Dále byly 

HPyV6 i HPyV7 zjištěny v moči imunodeficientních jedinců, ale k prokázání propojení HPyV6  

a 7 s onemocněním ledvin zatím nedošlo (Prezioso et al., 2021).  

2.2. Struktura virionu a organizace genomu 

Virion polyomavirů je tvořen proteinovou kapsidou skládající se ze 72 pentametrů hlavního 

kapsidového proteinu (VP) VP1 a minoritních VP2 a VP3. Uvnitř isometrické kapsidy se nachází 

genom polyomavirů v komplexu s buněčnými histony. Genom polyomavirů je malý, tvořený 

kruhovou dsDNA (double-stranded DNA) o délce asi 5,2 kbp. V infikovaných buňkách se genom 

nachází v podobě minichromozomu, kde je virová DNA obmotána okolo buněčných histonů 

(Germond et al., 1975). Genom lze rozdělit na 3 části: časnou, pozdní a nekódující část (Obr. 1). 

V časné oblasti jsou kódovány časné proteiny s regulačními funkcemi. Pozdní část obsahuje geny 

pro tvorbu strukturních proteinů a u některých polyomavirů také geny s přidanou funkcí. 

První část, která se označuje jako časná (early) oblast, je transkribována do jednoho časného 

primárního transkriptu, z něhož vznikají alternativním sestřihem mRNA pro malý t antigen (st), 

velký T antigen (LT) (Obr. 1) a u některých polyomavirů pro střední T antigen (MT). Časné 

antigeny jsou označovány jako nádorové (tumorové). MT antigen byl nalezen zatím jen u 

hlodavčích polyomavirů a nedávno také u TSPyV (van der Meijden et al., 2015). U jiných 

polyomavirů mohou vznikat alternativním sestřihem další časné produkty. Carter a jeho skupina 

objevili u MCPyV protein označovaný jako Alternative to Large T Open reading frame (ALTO), 

který je evolučně příbuzný s MT antigenem hlodavčích polyomavirů (Carter et al., 2013). U 

MCPyV se vyskytuje další alternativně střižená mRNA, jež dává vznik genovému produktu 

označovanému jako 57kT antigen (Shuda et al., 2009). SV40 produkuje alternativně sestřiženou 

časnou mRNA, která kóduje protein označovaný jako 17kT (Zerrahn et al., 1993). 

V pozdní oblasti se nacházejí geny pro virové strukturní proteiny VP1, VP2 a VP3 (Obr. 1). Dále 

se v této části u některých PyVs (například u BKPyV, JCPyV nebo SV40) vyskytuje gen pro 

regulační agnoprotein, který se uplatňuje v řadě procesů virového replikačního cyklu, např.  

v transkripci a replikaci DNA nebo v morfogenezi virionů (Rinaldo et al., 1998). 
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Nekódující kontrolní oblast (non-coding control region; NCCR) rozděluje genomy polyomavirů 

na dvě části. Vyskytuje se v ní počátek replikace (Ori) (Obr. 1). Ori je zároveň součástí vysoce 

konzervovaného části NCCR (Frisque et al., 1984). V NCCR se také nachází transkripční 

promotory a další regulační sekvence. Replikace probíhá úplně stejně jako replikace hostitelských 

buněk, pouze s výjimkou toho, že časný LT antigen, který se váže do Ori polyomavirů, přitáhne 

hostitelský replikační komplex k virové DNA. Časná a pozdní oblast se přepisují protisměrně, z 

opačných vláken DNA. Některé PyVs kódují mikro RNA (miRNA), které se akumulují v 

pozdních fázích infekce a regulují produkci časných genů (Sullivan et al., 2005). 

Obrázek 1: Schematicky prezentovaný genom lidského polyomaviru BKPyV. V časné oblasti červená 

šipka označuje LT antigen, oranžová označuje zkrácený LT antigen a žlutá označuje st antigen. Zeleně je 

označená nekódující kontrolní oblast (NCCR) s Ori. V pozdní oblasti je sytě modrou šipkou vyznačen 

agnoprotein, dále jsou zde šipkami vyznačeny strukturní proteiny VP1, VP2 a VP3 (převzato od (De 

Gascun and Carr, 2013)* a upraveno). 

2.3. Časné genové produkty polyomavirů 

Časné genové produkty jsou syntetizovány hned po vstupu genetické informace viru do jádra.  

T antigeny deregulují buněčný cyklus a ženou buňku do S-fáze, ve které jsou aktivní dráhy nutné 

k pomnožení viru. Jsou nezbytné pro virovou replikaci a regulaci transkripce. Zároveň jsou 

schopné ovlivnit imunitní reakce buňky. 
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2.3.1. Velké T antigeny (LT) 

LT antigen hraje důležitou roli v replikaci virové DNA, je to jediný polyomavirový protein 

důležitý k započetí replikace polyomavirového genomu. Působí jako DNA a RNA helikáza, má 

místně-specifickou DNA vazebnou aktivitu, při které je nutná přítomnost ATP. Helikázová 

doména LT antigenu často slouží jako cíl antivirotik, které inhibují replikaci PyVs (Seguin et al., 

2012). Reguluje expresi časných i pozdních genů. Má chaperonovou aktivitu (Campbell et al., 

1997). Je zodpovědný za deregulaci buněčného cyklu. Váže tumorsupresorové proteiny rodiny 

pRb a u některých polyomavirů i p53, čímž obchází kontrolní body v buněčném cyklu, indukuje 

dělení buňky a vyhnutí se apoptóze hostitelské buňky (Lane and Crawford, 1979; DeCaprio et 

al., 1988). Inaktivace p53 a pRb pomocí LT antigenu může vést ke vzniku nádorů v přítomnosti 

některých PyVs v buňkách. 

Je rozdělen na několik domén (Obr. 2). Obsahuje N-terminální J-doménu, na kterou se specificky 

váže buněčný chaperon Hsc70 (heat shock congate 70) za současného rozpadu ATP (Sullivan et 

al., 2001). Tato doména je důležitá pro replikaci virové DNA. Dále tato část LT antigenu 

inaktivuje proteiny tumorsupresorvé retinoblastomové rodiny (RB rodiny) (Campbell et al., 

1997). Za J-doménou směrem k C-konci LT antigenu se vyskytuje LXCXE motiv, jehož název je 

dovozený z aminokyselin, které jsou jeho součástí (L-leucin, X-jakákoliv aminokyselina, C-

cystein, X-jakákoliv aminokyselina, E – kyselina glutamová) (Obr 2.). Na LXCXE motiv se váží 

proteiny retinoblastomové (RB) rodiny (pRB, p107, p130), které může LT antigen inaktivovat 

(Stubdal et al., 1997). S RB rodinou interagují také proteiny, které vznikají z alternativně 

střižených mRNA velkého T antigenu u JCPyV (Bollag et al., 2000). Velký T antigen MCPyV 

preferenčně váže pRb, který inaktivuje a je tak nezbytný pro podporu růstu karcinomu 

Merkelových buněk. Ale pravděpodobně funkčně neinhibuje p107 a p130. Interakce LT antigenu 

MCPyV s p107 a p130 může být omezená pouze na určité buněčné typy, které nejsou 

transformovatelné MCPyV (Hesbacher et al., 2016). LXCXE motiv jsou společně s J-doménou 

důležité pro inhibici apoptózy buňky, což může mít za následek transformaci buněk (Slinskey et 

al., 1999). Dále má LT antigen doménu vázající Ori (OBD) a doménu, která váže dvojmocné 

zinečnaté kationty (Obr. 2) (An et al., 2012). Na C-konci je doména označovaná jako helikázová, 

která váže p53. Vazba p53 je nutná pro imortalizaci buněk.  Z Chengovy studie vyplývá, že LT 

antigen MCPyV není schopen na rozdíl od jiných modelových polyomavirů např. SV40, JCPyV 

nebo BKPyV navázat p53 a tím inhibovat jeho funkce (Cheng et al., 2013). Také o MPyV bylo 

publikováno, že ani LT antigen ani žádný jiný z jeho časných antigenů neinteraguje s p53 (Mor et 
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al., 1997; Qian and Wiman, 2000), i když bylo také demonstrováno, že LT antigen MPyV 

interaguje s fosforylovanou formou p53 (Dey et al., 2002). 

Obrázek 2: Schematicky znázorněná struktura LT antigenu spolu s jeho doménami a proteiny, které 

se na dané domény váží. Na N-konci se nachází J-doména vázající Hsc70, dále pak směrem k C-konci LT 

antigenu je LXCXE motiv vázající pRB, p107 a p130. Následuje doména vázající Ori (OBD), doména 

vázající zinečnaté kationy a helikázová doména s navázaným p53 (zdroj: vlastní tvorba). 

2.3.2. Střední antigeny (MT) 

Střední T antigen je důležitý pro replikaci těch polyomavirů, které ho mají schopnost kódovat. 

MT antigen je nutný pro proliferaci viru i k indukci nádorů v myších modelech (Freund et al., 

1992). Nejvíce studovaný je MT antigen MPyV, ale vyskytuje se i u dalších hlodavčích 

polyomavirů a TSPyV (Courtneidge et al., 1991; van der Meijden et al., 2015). Je nezbytný pro 

přechod z časné fáze transkripce do pozdní fáze transkripce (Chen et al., 2006). MT antigen je 

v infikovaných buňkách asociován s membránami (Ballmer-Hofer and Benjamin, 1985). MT 

antigen váže PP2A a tato interakce je nutná pro tvorbu dalších komplexů mezi MT antigenem  

a proteiny hostitelské buňky. MT antigen nemá samostatně enzymatickou funkci, ale je schopný 

tvorby protein-proteinových interakcí, které zprostředkovávají interakce s proteiny hostitelských 

buněk. Váže Src kinázu, kterou v závislosti na předchozím navázání PP2A aktivuje a je následně 

sám Src kinázou fosforylován (Dunant et al., 1996; Ogris et al., 1999). Fosforylovaný MT 

antigen je následně schopný interagovat s dalšími proteiny a aktivovat další dráhy prostřednictvím 

interakcí s 14-3-3 proteinem, PI3 (fosfatidylinositol-3) kinázou a Shc proteinem (Campbell et al., 

1994; Courtneidge et al., 1991; Culleré et al., 1998).  

MT antigen sdílí s LT i st antigenem J-doménu na N-konci, kterou je schopný interagovat s Hsc70 

(Srinivasan et al., 1997). MT antigen by mohl být evolučně příbuzný s ALTO proteinem, se 

kterým částečně sdílí nukleotidovou sekvenci (Carter et al., 2013). 

2.3.3. Malé antigeny (st) 

Malý t antigen polyomavirů má důležitou funkci v replikaci polyomavirů (Cicala et al., 1994). Je 

nezbytný pro navození G1 a S-fáze buněčného cyklu a při proliferaci buněk, protože zvyšuje 

úroveň fosforylace cyklin-dependeptní kinázy 2 (CDK2) (Sotillo et al., 2008). Také se 

spolupodílí na transformaci buněk při abortivní infekci. U MCPyV spouští st antigen destabilizaci 
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mikrotubulů tím, že ovlivňuje síť regulačních proteinů mikrotubulů. (Knight et al., 2014). Malý t 

antigen SV40 indukuje deregulaci F-aktinu a deregulaci intracelulární adheze prostřednictvím 

interakcí s PP2A (Nunbhakdi-Craig et al., 2003). Kvůli těmto defektům v cytoskeletu ztrácí 

infikované buňky schopnost polarizace a získávají schopnost migrovat. 

Podobně jako LT antigen obsahuje st antigen N-terminální J-doménu vázající Hsc70 (Obr. 3). 

Dále má st antigen vazebné místo pro protein fosfatázy 4C (PP4C) a pro PP2A (Obr. 3) (Griffiths 

et al., 2013). PP2A je důležitou složkou několika transdukčních drah, zároveň má důležitou roli 

v buněčné proliferaci. Malý antigen také interaguje s proteiny Rb rodiny (Bollag et al., 2010).  

Obrázek 3: Schematicky znázorněná 

struktura st antigenu s jeho  

J-doménou a vazebnými partnery Hsc 

70, PP4C a PP2A (zdroj: vlastní 

tvorba). 

 

2.4. Replikační cyklus 

Polyomavirové částice vstupují do buňky receptorem zprostředkovanou endocytózou (Obr. 4). 

Většina lidský polyomavirů se dostává do buňky přes gangliosidy, které jsou rozeznány 

kapsidovým proteinem VP1. Při vstupu rozeznává VP1 koncovou sialovou kyselinu gangliosidu, 

a to buď její (α2,3-) napojení nebo (α2,6-) napojení na galaktózu na povrchu cytoplazmatické 

membrány, případně další typy gangliosidů (Low et al., 2006; Dugan et al., 2008). Navázání 

virové částice na receptor vede k internalizaci virionů endocytickým váčkem a cestě virionů 

uzavřených v endozomech k buněčnému jádru (Dangoria et al., 1996). 

Klatrinovou endocytózu využívá JCPyV (Pho et al., 2000). Většina z ostatních studovaných 

polyomavirů zřejmě používá ke vstupu hladké váčky, často obsahující kaveolin, odvozené z 

membránových raftů. (Anderson et al., 1996; Becker et al., 2019; Moriyama et al., 2007; 

Richterová et al., 2001). Virová částice se endozomy dostane až do endoplazmatického retikula 

(ER) a následně pokračuje do jádra. 

V endoplazmatickém retikulu dojde ke konformačním změnám virionu, částečnému rozvolnění a 

odhalení minoritních kapsidových proteinů VP2 a VP3, které umožní translokaci virové částice 

do cytosolu, následovanou jejím vstupem do jádra (Daniels et al., 2006; Schelhaas et al., 2007). 

Translokace polyomavirů do jádra nebyla ještě zcela objasněna, ale bylo ukázáno, že jaderné 

lokalizační signály (NLS) strukturních proteinů polyomavirů rozpoznávané importiny hrají 
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důležitou roli v transportu viru do jádra přes jaderné póry (Nakanishi et al., 2002; Bennett et al., 

2015; Soldatova et al., 2018) . 

Po vstupu do jádra nastává transkripce časné oblasti (Obr. 4). Zprostředkovávají ji hostitelské 

transkripční faktory a RNA polymeráza II. Pomocí alternativního sestřihu vznikají mRNA pro 

jednotlivé časné proteiny, které mají podobně jako hostitelská mRNA na 3´ konci polyA a na  

5´ konci čepičku. Hlavní dva časné proteiny jsou st antigen a LT antigen. Po vzniku časných 

produktů může dojít za pomoci LT antigenu a hostitelského replikačního aparátu k replikaci 

virového genomu (Obr. 4) (Moens et al., 2017b)*. Replikace je semikonzervativní  

a obousměrná. Po zahájení replikace dojde k velmi výraznému zvýšení transkripce pozdní oblasti 

a k syntéze kapsidových proteinů VP1, VP2 a VP3. Scholwalterova a Buckova studie ukázala, že 

u viru MCPyV není nasyntetizován VP3 (Schowalter and Buck, 2013). 

Virová částice se skládá v jádře okolo nově replikovaných minichromozomů. Kapsidu stabilizují 

vápenaté kationty (Nilsson et al., 2005). Během morfogeneze virionů lze odlišit několik 

intermediátů. V pozdní fázi replikačního cyklu nově vznikající viriony jádro zcela vyplní. Virion 

je uvolněn pomocí lýze buňky a případně exocytózy do okolí postižené buňky. Skládání a 

produkce virionů některých polyomavirů se účastní i agnoprotein (Resnick and Shenk, 1986; 

Suzuki et al., 2012). 

Obrázek 4: Replikační cyklus lidského BKPyV. 1 - Vstup do buňky zprostředkovaný vazbou na 

receptory. 2 – Endocytóza vironu. 3 – Vstup vironu do ER. 4 – Změna konformace virionu. 5 – Vstup do 

jádra. 6 – Transkripce a translace časné oblasti. 7 – Replikace genomu. 8 – Transkripce a translace pozdní 

oblasti. 9 – Skládání virionů. 10 – Lýze buňky a uvolnění virionů. 11 – Uvolnění virových částic 

exocytózou (převzato od (Helle et al., 2017)* a upraveno). 
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3. Vrozená imunita 

Vrozená imunita zajišťuje první linii obrany proti patogenům. Je typická pro rostliny, bezobratlé  

i obratlovce. Odpověď na podnět je rychlá a je spouštěna bez selektivní události. Má širokou 

specifitu. Skládá se z fyzické a chemické bariéry. Je důležitá pro zachování homeostáze, k 

eliminaci velkého množství patogenů a k aktivaci adaptivního imunitního systému (Medzhitov et 

al., 1997). Zdá se, že vrozená imunita je schopná reagovat na opakovanou infekci stejným 

patogenem lépe a částečně se tak přizpůsobit (Pham et al., 2007). 

Pomocí receptorů pro molekulární vzory (PRRs) rozeznává různé struktury typické pro 

mikroorganismy označované jako molekulární vzory asociované s patogeny (PAMs), jsou to 

polysacharidy, glykolipidy, lipoproteiny, nukleotidy, nukleové kyseliny a další. Dále PPRs 

rozpoznávají molekulární vzory asociované s poškozením (DAMPs), což jsou molekuly 

produkované buňkami v reakci na jejich poškození.  

3.1. Buněčná vrozená imunita 

Vrozená buněčné imunita je důležitá k detekci intracelulárních parazitů jako jsou viry  

a k následné aktivaci imunitního systému (Medzhitov et al., 1997). Antivirová obrana hostitelské 

buňky je zprostředkovaná rychlou produkcí interferonu typu I (IFN I) a prozánětlivých cytokinů, 

což následně vede k aktivaci adaptivního imunitního systému (Juang et al., 1998).  

3.1.1. Receptory 

Receptory vrozeného imunitního systému jsou evolučně konzervované a nemají velkou specifitu. 

Jsou kódované už v buňkách zárodečné linie. Vyskytují se jak v buňkách, které jsou součástí 

imunitního systému, tak i v neimunitních buňkách. Mohou být rozděleny na toll-like receptory 

(TLRs), NOD-like receptory (NLRs), RIG-like receptory (RLRs), lektinové receptory typu C  

(CLRs), AIM2-like receptory (ALRs) a další DNA senzory (Obr. 5). Nachází se na povrchu  

i uvnitř buněk. Tyto receptory umožňují detekovat virovou nukleovou kyselinu v různých fázích 

životního cyklu viru. Receptorové rodiny rozeznávající viry jsou především TLRs, RLRs, ALRs a 

receptory pro cytosolickou DNA (cGAS, IFI16). Rozeznání nukleových kyselin jednotlivými 

sensory spouští specifické dráhy, které vedou k produkci IFNs a jiných cytokinů  (Takeuchi and 

Akira, 2010)*.  

Skupina TLRs receptorů je zřejmě nejlépe charakterizovaná rodina PRRs. Dosud bylo 

identifikováno 10 lidských TLRs (Chuang and Ulevitch, 2001). TLR1, 2, 4, 5, 6, a 10 se 

vyskytují na buněčném povrchu a rozeznávají hlavně bakteriální nebo houbové PAMPs a některé 
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virové proteiny. TLR3, 7, 8 a 9 jsou uvnitř buňky, především v ER, kde detekují bakteriální  

a virovou DNA, případně RNA (Leifer et al., 2004; Nishiya et al., 2005; Itoh et al., 2011). 

Pouze TLR9 je schopný rozeznat patogenní DNA, která se vyskytuje v endozomech (Leifer et 

al., 2004). Aktivace těchto TLRs vede k produkci IFNs typu I a prozánětlivých cytokinů.  

Rozpoznání ligandu vede k dimerizaci TLRs, což spouští signální kaskádu zprostředkovanou 

MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) proteinem. To má za následek aktivaci  

NF-κB (nuclear factor kappa B) dráhy (Obr. 5) a následnou indukci interferonů (Medzhitov et al., 

1998). 

RLRs rozeznávají především cytosolickou RNA, která se liší od normálně vyskytující se 

hostitelské RNA. Detekují především RNA genomy virů a dsRNA. RLRs jsou exprimovány  

v mnoha buněčných typech. Mezi nejznámější RLRs patří receptory RIG-I (retinoic acid-

inducible gene I) a MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5). Rozeznání vede  

k oligomerizaci CARD (caspase recruitment domain) domén RLRs a následné interakci s MAVS 

proteinem (mitochondrial antiviral-signalling protein) (Obr. 5). Ke zprostředkování antivirové 

odpovědi spuštěné RIG-I receptorem  je důležitá ubikvitin ligáza TRIM25 (Gack et al., 2007), 

která indukuje ubikvitinaci CARD domény, což vede k efektivní vazbě MAVS a následné 

aktivaci TBK1 (TANK-binding kinase I) a IKKε (IκB kinase ε), které aktivují IRF3 (interferon 

regulatory factor 3) a IRF7 (Rehwinkel and Gack, 2020)*. Data, které získal Yoneyama a jeho 

skupina také naznačují, že dochází i k aktivaci NF-κB signalizace. Aktivované IRF3/7 i NF-κB 

vedou k tvorbě IFNs I a aktivaci dalších antivirových genů (Yoneyama et al., 2004). 

Rodina receptorů ALRs, do které spadá Absent in melonoma 2-like receptor (AIM2), Interferon-γ 

inducible protein 16 (IFI16) i myší protein p204, rozeznává DNA (Bürckstümmer et al., 2009; 

Unterholzner et al., 2010). Rozeznání DNA v cytosolu pomocí AIM2 vede k tvorbě inflamazómu 

a aktivaci kaspázy 1, což vede k produkci interlekinu 1β (IL-1β) (Obr. 5) (Hornung et al., 2009).  

Protein IFI16 se řadí k DNA receptorům vyskytujících se v cytoplazmě i v jádře. Pokud se virová 

sekvence vyskytne v určitých typech buněk například v monocytech, je rozpoznávána právě 

pomocí tohoto receptoru a prostřednictvím TBK1 a IRF3 indukuje IFI16 tvorbu IFN-β. K této 

indukci je potřebný i protein označovaný jako STING (stimulator of interferon genes). V myších 

buňkách má podobnou doménovou strukturu jako IFI16 jeho ortholog označovaný jako p204. 

Byla prokázána i schopnost interakce IFI16 s NF-κB i IRF3 v dráhách spojených s DNA detekcí 

(Unterholzner et al., 2010). V keranocytech spolupracuje IFI16 se senzorem cytosolické DNA 

označovaným jako cyklická GMP-AMP syntáza (cGAS) na aktivaci vrozeného imunitního 

systému. V přítomnosti cizí DNA spolu cGAS a IFI16 interagují a tvoří vazebnou platformu 
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právě pro tuto cizí DNA. Dohromady jsou nutné k aktivaci STING proteinu, jeho fosforylaci  

a následné indukci IFNs. Zároveň jsou IFI16 a cGAS nezbytné pro úplnou aktivaci imunitního 

systému. IFI16 samo o sobě není nutné k produkci cGAMP (cyklický guanosin monofosfát-

adenosin monofosfát), ale je důležité pro aktivaci STING proteinu jako odpověď na exogenní 

cGAMP. Data ze studie Almine a spol. naznačují, že k aktivaci STING jsou potřebné dva 

nezávislé stimuly, a to od cGAMP a od IFI16 (Almine et al., 2017). IFI16 a cGAS patří 

v současnosti mezi nejlépe prostudované DNA senzory. 

Senzor cGAS detekuje patogenní DNA v cytosolu (Obr. 5).  Může se vyskytovat i v buněčném 

jádře, kam se translokuje při poškození tamní DNA. Senzor cGAS je inhibován tak, aby 

nerozeznával hostitelskou DNA tím, že hostitelská DNA se vyskytuje v podobě chromozomu 

v komplexu s histony (Kujirai et al., 2020). Navázání DNA na cGAS v cytosolu katalyzuje vznik 

cGAMP z ATP a GTP. Cyklické GAMP následně interaguje s proteinem STING. Dojde ke 

konformačním změnám na proteinu STING, které mají za následek aktivaci TBK1, IRF3  

a NF-κB (Tanaka and Chen, 2012). Dráha spojená s cGAS tak aktivuje indukci interferonu typu I 

a indukci prozánětlivých cytokinů (Sun et al., 2013).  

DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) je další cytosolický DNA senzor, který 

aktivuje vrozenou imunitní odpověď. Pokud DAI naváže dsDNA, tak podobně jako další DNA 

receptory asociuje s TBK1, aktivuje tak IRF3 a pravděpodobně i IRF7 a reguluje tím indukci IFN 

I (Takaoka et al., 2007). 

3.1.2. Obranné molekuly 

Cytokiny jsou látky proteinové povahy, které zajištují mezibuněčnou komunikaci a hrají důležitou 

roli v obraně proti patogenům u obratlovců. Do skupiny cytokinů spadají molekuly jako jsou 

chemokiny, interferony a interleukiny. Interferony slouží jako hlavní látková obrana vrozeného 

imunitního systému proti virům a jsou také důležité k aktivaci adaptivního imunitního systému. 

Interferony jsou rozděleny do 3 rodin: typ I, typ II a typ III. Na obranu proti virům jsou důležité 

zejména IFNs I (IFN-α, IFN-β a další) a IFN III (IFN-λ) (Lazear et al., 2019)*. IFNs I jsou 

produkovány autokrinně i parakrinně, můžou se tak vázat na interferonové receptory těch samých 

buněk, co je produkovaly. Produkované IFNs se váží na receptory okolních buněk a stimulují 

signální dráhy vedoucí k expresi interferonem stimulovaných genů (ISGs). IFNs aktivují 

především signální dráhu JAK-STAT (Janus kinase – Signal transducer and activators of 

transcription pathway) (Obr. 7), ale IFN III může aktivovat i MAP (mitogen-activated protein 

kinase) signalizaci (Zhou et al., 2007). 
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3.1.3. Imunitní dráhy vedoucí k tvorbě interferonů a dalších cytokinů důležitých pro 

obranu proti PyVs 

Detekcí složek polyomavirů receptory (neboli sensory) jsou aktivovány další komponenty 

signální drah imunitního systému, což vede k produkci prozánětlivých molekul. Většinou jsou 

aktivovány hlavně dvě signální dráhy, konkrétně dráha vedoucí přes NF-κB a dráha, která vede 

k aktivaci TBK1 a IRF3/7. 

Transkripční faktor NF-κB je schopný regulovat mechanismy jak vrozené, tak adaptivní imunity. 

Skládá se z pěti komponent: NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB a c-Rel 

(Oeckinghaus and Ghosh, 2009)*. Aktivace NF-κB je charakteristická pro většinu virových 

infekcí a zároveň je NF-κB komplex vyžadován jako transkripční faktor k expresi virových genů. 

Dráhy vedoucí k aktivaci NF-κB mohou blokovat apoptózu, prodloužit život hostitelské buňky, 

zároveň spouští expresi mnoha prozánětlivých genů, mezi kterým jsou i ty, které kódují cytokiny. 

Rozeznání zánětlivých stimulů nebo rozeznání PAMPs pomocí PRRs zahajuje signalizační 

kaskádu, která vede k aktivaci kinázové komplexu IκB (IKK; inhibitor of nuclear factor-κB 

kinase). Kanonická dráha vede k degradaci IκB a translokaci NF-κB komplexů do jádra (Obr. 5). 

IKK komplex zahrnuje katalytické podjednotky IKKα, IKKβ a nekatalytickou regulační 

podjednotku NEMO (NF-κB essential modulator) označovanou také jako IKKγ. Aktivovaný IKK 

komplex fosforyluje IκB (inhibitor of nuclear factor-κB), což vede k jeho ubikvitinaci, následné 

degradaci a uvolnění dimeru NF-κB, který následně translokuje do jádra. V jádře indukuje NF-κB 

transkripci IFNs I a dalších cytokinů (Liu et al., 2017)*. Viry často tuto dráhu modulují a 

v některých případech ji inhibují, a to buď přes sekreci inhibitoru ligandů NF-κB dráhy, dále skrze 

inhibitory signalizace zprostředkované TLRs, inhibitory IKK komplexu nebo tak, že zabrání 

vstupu NF-κB do jádra (Griffiths et al., 2013; Shahzad et al., 2013). Nekanonická NF-κB dráha 

místo degradace IκB aktivuje NF-κB komplex RelB/p52 pomocí úpravy prekurzoru NF-κB2 

(p100) a tvorby NF-κB2 (p52) z jeho prekurzoru p100. Tato dráha závisí na NIK (NF-κB-

inducing kinase), která reguluje úpravou p100 (Xiao et al., 2001).  

Imunitní dráhy zprostředkované proteinem STING vedou k aktivaci komplexu IKK (Obr. 5) 

(popsáno výše) a k aktivaci IRF3/7 (Obr. 5). Během virové infekce adaptorové proteiny MAVS, 

STING nebo TRIF (toll-interleukin 1 receptor (TIR)-doména obsahující adaptér indukující IFN-β) 

přenášejí signál z RIG-I, cGAS nebo TLR4 (Obr. 5). Všechny tyto proteiny obsahují stejný motiv, 

který je fosforylován pomocí IKK a/nebo TBK1. Fosforylované adaptorové proteiny se následně 

váží na IRF3 a rekrutují IRF3 pro fosforylaci a aktivaci pomocí TBK1. Fosforylované IRF3 se 

následně disociuje od adaptorových proteinů, dimerizuje a se přesouvá se do jádra, kde spouští 
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produkci IFNs a jiných cytokinů. Fosforylace adaptorových proteinů je nezbytný a konzervovaný 

mechanismus vrozeného imunitního systému (Liu et al., 2015).  

Obrázek 5: Schematicky zobrazená detekce virů vrozeným imunitním systém. Membránové CLRs  

a TLRs detekují virové strukturní proteiny. Tato detekce spouští NF-κB dráhu nebo dráhu 

zprostředkovanou přes IRF3/7. Obě dráhy vedou k produkci interferonů. Endozomální TLRs detekují 

virové nukleové kyseliny a detekce vede taktéž ke spuštění dráhy přes NF-κB nebo IRF3/7. V cytoplazmě 

detekuje PAMPs a DAMPs NLRs, což vede k tvorbě inflamazómu a buněčné smrti. RLRs receptory 

detekují dsRNA v cytoplazmě a vedou k produkci IFNs a cytokinů přes NF-κB nebo IRF3/7. Sensor cGAS 

detekuje DNA v cytoplazmě a přes adaptorový protein STING vede detekce opět k produkci IFNs a 

prekurzoru pro IL-1β, jenž v buňce projde maturací a je přenášen společně s IL-18 ven z buňky  (převzato 

od (Carty et al., 2021)* a upraveno). 

Nekanonická aktivace STING, která je nezávislá na cysolickém receptoru cGAS, je 

zprostředkovaná vazbou proteinu IFI16 spolu s faktory poškození DNA jako je kináza ATM 

(ataxia-telangiectasia mutated) (Obr. 6). To vede k tvorbě alternativního komplexu, jehož součástí 

je fosforylovaný p53, IFI16 a E3 ubikvitin ligáza TRAF6 (tumor necrosis factor receptor 

associated factor 6). Tento komplex je zodpovědný za ubikvitinaci proteinu STING a má za 

následek aktivaci NF-κB v závislosti na poškození DNA a indukci alternativní STING-dependetní 

expresi genů. STING tak funguje jako adaptorový protein, který aktivuje imunitní odpověď i při 

poškození jaderné DNA (Dunphy et al., 2018). V porovnání s kanonickou dráhou 

zprostředkovanou STING proteinem, kde je tento protein fosforylovaný (P), je STING v 

nekanonické dráze ubikvitinovaný (Ub). 
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Obrázek 6: Schematické zobrazení kanonické 

STING dráhy (vpravo) a nekanonické STING 

dráhy (vlevo). Nekanonická dráha je aktivována 

poškozením DNA, což aktivuje ATM a PARP-1 

(poly (ADP-ribose) polymerase 1). ATM kináza 

fosforyluje (P) p53 a indukuje vznik komplexu, 

který se skládá z IFI16, p53, TRAF6  

a ubikvitinovaného STING (Ub). Dojde k aktivaci 

TBK1, IRF3 a hlavně NF-κB a expresi IFN-β. 

Kanonická aktivace proteinu STING, která je 

spuštěna detekcí dsDNA v cytosolu a tvorby 

2´3´cGAMP vede k tvorbě komplexu složeného  

z IFI16, fosforylovaného (P) proteinu STING  

s navázaným 2´3´cGAMP a fosforylované TBK1. 

TBK1 aktivuje zejména IRF3, méně pak NF-κB, 

což vede opět k expresi IFN-β (převzato od 

(Dunphy et al., 2018) a upraveno) .  

Po tom, co dojde k indukci IFNs a prozánětlivých cytokinů se aktivují dráhy na nich závislé jako 

je JAK-STAT dráha, která se skládá z receptoru, kinázy a transkripčního faktoru (Obr. 7). 

S receptorem jsou asociované kinázy JAKs (Januse kinases). Po navázání IFNs na receptory, na 

kterých jsou přítomné TYK2 (tyrosin kináza 2) a JAK1, dojde k autoaktivaci JAKs (Feng et al., 

1997). Aktivované JAKs následně fosforylují intracelulární části receptorů, které regulují 

fosforylaci a aktivaci STATs (Signal Transducer and Activators of Transcription). STAT, které 

jsou fosforylované pomocí JAKs, následně translokují do jádra, kde svojí vazbou na GAS (γ-IFN 

activation site) elementy aktivují transkripci ISGs (geny stimulované interferonem). Důležitý 

transkripční komplex se označuje jako ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) (Schindler et al., 

1992). Skládá se z aktivovaných forem STAT1 a STAT2 spolu s nefosforylovaným IRF9 

(Platanitis et al., 2019). Tento komplex aktivuje specifické elementy známé jako ISREs (IFN-

stimulated response element) (Obr. 7). ISREs jsou v promotorech určitých ISGs a iniciují jejich 

transkripci (Kessler et al., 1990). ISGs modulují integritu nukleové kyseliny, vstup viru do 

buňky, translaci proteinů a výstup viru. Většina jejich funkcí stále zůstává neznámá (Schneider et 

al., 2014)*. 
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Obrázek 7.: Schematicky prezentovaný 

mechanismus signalizace zprostředkované IFNs 

I a IFN II. Všechny typy IFNs I se váží na receptor 

IFNs I, který se skládá z podjednotek IFNAR1 (type 

I interferon receptor) a IFNAR2, které jsou 

asociované s JAK1 a TYK2. IFN II se také váže na 

svůj receptor skládající se také ze dvou podjednotek 

IFNGR1 (interferon γ receptor) a IFNGR2, které 

jsou asociované se JAK1 a JAK2. Aktivace JAK 

asociovaných s receptorem IFN I vede k fosforylaci 

(P) STAT2 a STAT1, to vede k tvorbě komplexu 

STAT1, STAT2 a IRF9, ten se translokuje do jádra, 

váže se na ISRE a spouští transkripci genů. IFN II 

indukuje tvorbu homodimeru STAT1, který se 

následně také translokuje do jádra, kde se váže na 

GAS elementy, které jsou součástí promotorů 

některých ISGs a tím zahajuje transkripci těchto 

genů (převzato od (Platanias et al., 2005)*  

a upraveno). 

 

 

 

V závislosti na poškození DNA buňky je v buňce spuštěna signalizační kaskáda označovaná jako 

odpověď na poškození DNA (DDR). Tato dráha je kromě jiných mechanismů zprostředkovaná 

kinázami ATM a ATR (ATM and Rad3-related) (Falck et al., 2005). Kinázy ATM a ATR cílí na 

CHK1 (checkpoint kinase) a CHK2 a snižují tak aktivitu CDK (cylin dependent kinase) různými 

mechanismy včetně aktivace transkripčního faktoru p53  (Cheng and Chen, 2010; Liu et al., 2000; 

Matsuoka et al., 2000). Aktivace těchto kináz zlomy v DNA vede k indukci proteinů, které jsou 

součástí oprav DNA a udržování integrity genomu a přežití buňky. DDR dráha může působit 

antivirově, na druhou stranu řada virů tuto dráhu aktivuje a využívá ji ke své replikaci (Weitzman 

and Fradet-Turcotte, 2018)*. 

3.1.4. Restrikční faktory namířené proti PyVs  

Během napadení buněk patogenem hrají důležitou roli v úvodní odpovědi buňky na přítomnost 

patogenu složky vrozené (intrinsic) imunity. Součástí této složky imunity, která je součástí 

antivirové odpovědi, jsou i restrikční faktory, které v se buňkách vyskytují už před infekcí, ale 

jejich množství může být během infekce zvýšeno.  
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Skupina APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) je 

rodina cytidin deamináz, které jsou závislé na zinku. Jejich aktivita vede k deaminaci cytosinu  

a vzniku uracilu. Editace může probíhat jak na ssDNA, tak na RNA. U lidí se tato rodina skládá 

z AID (activation induced deaminase), APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3, APOBEC4. Skupina 

APOBEC3 (A3), která se skládá z proteinů A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G a A3H, působí 

především jako deaminázy ssDNA. Tyto enzymy jsou schopné bránit replikaci mnoha DNA virů  

a degradovat jejich DNA, uplatňují se tak ve vrozené imunitě, důležité jsou hlavně A3A, A3B, 

A3F a A3G. Zároveň jsou A3G, A3F a A3H, méně pak A3B a A3C schopné inhibovat infekci 

některými RNA viry a retroviry, ale jsou schopné i cílit na vlastní hostitelskou RNA i DNA. 

Aktivaci A3 proteinů zprostředkovávají zánětlivé procesy (Moris et al., 2014; Salter et al., 2016)*. 

Konkrétně, při infekcích mohou skupiny deamináz APOBEC1 a APOBEC3 způsobit mutace, 

které vedou ke vzniku nádorů (Harris et al., 2002). Zvýšená exprese některých proteinů ze 

skupiny APOBEC3 je stimulovaná IFN-α (Bonvin et al., 2006). 

Další ze složek „intrinsic“ imunity jsou v jádře buněk se nacházející struktury bez membrány 

označované jako jaderná tělíska PML (PML NBs, promyelocytic leukemia nuclear bodies). Do 

této skupiny jaderných bezmembránových struktur spadají například Cajalova tělíska, jaderné 

„speckles“ nebo jadérko (Mao et al., 2011)*. PML NBs mají globulární strukturu. Skládají se z 

PML proteinu, který se v buňce vyskytují v několika izoformách. PML protein je součástí TRIM 

(tripartite motif) rodiny, je nutný k SUMOylaci PML NBs a díky tomu ovlivňuje i tvorbu a 

degradaci PML NBs. Dále se PML NBs skládají ze stále přítomných proteinu např. Daxx (death 

domain associated protein) nebo SP100 (speckled 100) a také proteinů, které jsou rekrutovány do 

PML NBs na základě stresových podmínek. Jejich množství a velikost je regulováno podle toho, 

o jaký buněčný typ se jedná, v jaké fázi buněčného cyklu se buňka nachází a jaké stresové 

podmínky na buňku působí. PML NBs jsou jednak stimulované IFNs, jednak ko-aktivují 

buněčné geny pro IFNs i další cytokiny a ISGs. Také se uplatňují při detekci virů a následné 

imunitní reakci. Inhibiční funkce PML NBs byla popsána pro mnoho virů, přičemž pro mnoho 

z nich byly zároveň identifikovány virové antagonistické proteiny kolokalizující s PML NBs a 

narušující jejich funkci. Dále jsou PML NBs důležité i v regulaci buněčné transkripce, udržování 

stability genomu, během buněčného dělení nebo apoptózy (Chang et al., 2018; Scherer and 

Stamminger, 2016)*. Zároveň mohou mít určité komponenty PML NBs na viry pozitivní vliv a 

tvořit prostředí pro jejich transkripci a replikaci. Řada proteinů PML NBs, včetně proteinu PML 

jsou indukovatelné IFNs (Hofmann et al., 2021). 
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TRIM proteiny jsou rodinou E3 ligáz a také součástí buněčných restrikčních faktorů. Jednotlivé 

TRIM proteiny jsou charakteristické pro jednotlivé buněčné kompartmenty (Reymond et al., 

2001). Mají důležitou roli v signalizaci receptorů během detekce patogenů. Jsou schopné 

aktivovat zánětlivou a vrozenou imunitní signalizaci pomocí aktivace NF-κB (Uchil et al., 2013).  

4. Vliv struktur polyomavirů na vrozenou buněčnou imunitu 

4.1. SV40 

Opičí polyomavirus SV40 je rozsáhle studovaný modelový polyomavirus patřící do rodu 

Betapolyomavirů podobně jako nejvíce studované lidské Betapolyomaviry BKPyV a JCPyV. 

Nicméně zatímco interakce a funkce časných T antigenů SV 40 ve virové replikaci a transkripci  

a v ovlivňování buněčné proliferace a transformace byly rozsáhle a intenzivně studovány, studium 

jejich interakcí se složkami vrozené imunity v infikovaných nebo transfekovaných buňkách je  

v začátcích.      

V roce 2010 Rathi a spolupracovníci zjišťovali změny genové exprese indukované přítomností 

LT antigenu SV40 v myších embryonálních fibroblastech (MEFs).  Vedle velkého množství genů 

se zvýšenou nebo sníženou transkripcí, zahrnující konkrétně geny, jejichž produkty ovlivňují 

buněčný cyklus, strukturu chromatinu, DNA replikaci, opravy (repair) a transkripci, identifikovali 

neočekávaně v buňkách produkujících samotný LT antigen SV40 zvýšenou expresi několika genů 

s funkcemi spojenými s odpovědí imunitního systému. Přítomnost LT antigenu SV40 zvyšovala 

hladinu mRNA řady genů stimulovaných interferonem (ISGs) a také např. hladiny mRNA pro 

STAT1 a STAT2. Mutační analýza ukázala, že pro tuto změnu regulace ISGs je nezbytná 

chaperonová J-doména LT antigenu. Exprese ISGs závisí na transkripčním faktoru STAT1 a na 

signalizační kaskádě s ním spojené. LT antigen je schopný indukovat fosforylaci STAT1, což 

může vést k aktivaci interferonové signální dráhy, která je nezávislá na produkci IFNs.  Autoři 

zjistili, že k úspěšné aktivaci STAT1 LT antigenem je také nezbytný funkční pRB vázající motiv 

(LXCXE motiv). Je možné, že LXCXE motiv LT antigenu je schopný vázat další partnery mimo 

RB rodiny, které jsou nutné pro aktivaci STAT1 (Rathi et al., 2010). Mechanismus, kterým LT 

antigen zvyšuje hladinu ISGs není ve studii objasněný. STAT1 a ISGs mají nezbytnou roli ve 

zprostředkování antivirové odpovědi LT antigenem (Giacobbi et al., 2015).   

Zároveň vznikala řada studií, které dohromady alespoň částečně osvětlily možný mechanismus 

indukce exprese ISGs LT antigenem. Především jde o studie uvádějící, že infekce SV40 (Boichuk 

et al., 2010; Hein et al., 2009; Shi et al., 2005; Sowd et al., 2013; Zhao et al., 2008), ale  

i dalších polyomavirů (Dahl et al., 2005; Jiang et al., 2012a; Orba et al., 2010) aktivují DDR 
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dráhu pro zajištění účinné replikace jejich genomů a také, že exprese LT antigenu samotného je 

postačující pro aktivaci ATM a ATR kináz. Také se hromadily poznatky o interakcích LT 

antigenů získané studiem role časných antigenů polyomavirů v buněčné transformaci. 

Transformační funkce LT antigenu SV40 je dána schopností vyvazovat onkosupresory p53  

a proteiny retinoblastomové rodiny a inaktivovat jejich funkci. Pro funkci p53 je důležitá jeho 

interakce s proteinem CBP (CREB binding protien; {cAMP response element binding protein} 

binding protein) a koaktivátorem – histon acetylázou p300, což jsou dva jaderné fosfoproteiny, 

které jsou schopné interagovat s LT antigen a tato interakce zahrnuje LXCXE motiv LT antigenu 

(Eckner et al., 1996). Na LT antigenu navázaný p53 je posttranslačně modifikovaný 

acetylací vazbou k CBP/p300. Exprese LT antigenu SV40 navíc indukuje fosforylaci p53. 

V komplexu s LT antigenem SV40 je tedy p53 fosforylovaný a acetylovaný. Interakce p53 s LT 

antigenem SV40 vede k dramatické akumulaci p53 v tomto vysoce stabilním komplexu. Ačkoliv 

p53 je v komplexu s LT antigenem SV40 inaktivován, komplex může mít další funkce netýkající 

se buněčné transformace. Interakce p53 s LT antigenem je zprostředkována J-doménou LT 

antigenu. LT antigen SV40 může zvýšit fosforylační stav asociovaného p53 způsobem, který je 

závislý na kinázách ATM a/nebo ATR. Interakce LT antigenu s proteinem p53 se ukázala být 

nutnou pro interakci mezi LT antigenem a CBP/p300 (Borger and DeCaprio, 2006).  

Cotsiki a spolupracovníci ukázali, že LT antigen je schopný vázat kontrolní protein mitotického 

vřeténka Bub1 (serin/threoniová kináza spojená se signalizací při tvorbě mitotického tělíska) 

(Cotsiki et al., 2004). Přítomnost LT antigenu v buňkách je příčinou genomové nestability i 

poškození DNA, hlavně vznik dvouřetězcových zlomů, což je částečně závislé i na vazbě proteinu 

Bub1. LT antigen ovlivňuje rozložení aktivované ATM kinázy, což může vést ke zhoršení ATM 

kinázové signalizace (Boichuk et al., 2010). Hein a spolupracovníci ukázali, že LT antigen je 

schopný aktivovat DDR i přes interakci s proteinem Bub1 a tato schopnost hraje významnou roli 

ve stabilizaci p53 zprostředkováním fosforylace p53 na serinu 15 (Hein et al., 2009).  

Později A. Forero a spolupracovníci publikovali studii, ve které ukázali že, LT antigen SV40 

indukuje v lidských fibroblastech produkci IFNs typu I a následně indukuje expresi ISGs aktivací 

DDR. Tato indukce je závislá na ATM a ATR kinázách. LT antigen iniciuje DDR a ATR kináza 

aktivuje IRF1. Inhibice ATR kinázy snížila stabilizaci IRF1 a ISGs expresi. Indukce DDR LT 

antigenem je nezbytná pro indukci exprese IRF1. Tato práce ukázala zjevnou souvislost indukce 

exprese genů pro IFNs a ISGs s LT antigenem indukovanou DDR (Forero et al., 2014). 

V roce 2018 G. Dunphy a spol. ukázali, že poškození DNA může indukovat nekanonickou 

signální dráhu vedoucí přes ATM a aktivaci STING (nezávislé na cGAS proteinu) k produkci 
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interferonu a dalších cytokinů (Dunphy et al 2018; viz kapitola 3.1.3, str. 13-14). Zdali je tato 

dráha indukována v buňkách infikovaných SV40 dosud nebylo zkoumáno.   

LT antigen SV40 má ale zřejmě schopnost inhibovat indukci IFNs zprostředkovanou přes 

kanonickou cGAS-STING dráhu. V experimentech transfekce často používané lidské buňky 

293T, odvozené z embryonálních ledvin a obsahující SV40 LT antigen  neprodukují STING  

a nejsou tedy schopné interferonové odpovědi (Reus et al., 2020). Bylo popsáno, že větší 

onkogenní viry vyvinuly strategie, jak produkci IFNs indukovanou cGAS – STING dráhu 

potlačovat. Adenovirový protein E1A nebo papilomavirový protein E7 vážou STING a brání tak 

indukci IFNs. Pro tuto interakci je důležitá sekvence (LxCxE motiv), kterou oba tyto proteiny 

vyvazují pRB. Vzhledem k tomu, že LT antigen také obsahuje tuto sekvenci a váže pRB, byla 

absence proteinu STING v buňkách 293T  připisována přítomnosti LT antigenu (Lau et al., 

2015). Reus a spol. ale zjistili, že LT antigen nemění expresi ani cGAS a ani proteinu STING  

a není zodpovědný za ztrátu exprese proteinu STING. Nedostatečná exprese proteinu STING 

v těchto buňkách je pravděpodobně způsobená chybou v regulaci buněčné transkripce. V této 

studii však bylo zjištěno, že LT antigen je schopný částečně inhibovat aktivity na sekvencích 

ISRE a vazebném místu pro NF-κB. Mechanismus této inhibice je neznámý, ale nezávislý na 

LXCXE motivu (Reus et al., 2020). 

4.2. BKPyV 

Mnoho virů cílí svými strukturami na receptory nebo signální molekuly, které jsou součástí 

odpovědi buňky na přítomnost patogenu, aby zablokovaly interferonovou odpověď vrozené 

imunity. Bylo publikováno, že při infekci endoteliálních buněk BKPyV nastává indukce dráhy 

vedoucí k produkci interferonu typu I (An et al 2019). BKPyV je schopný infikovat různé typy 

lidských buněk, a to jak endotelové buňky, tak buňky primárního epitelu a také fibroblasty 

izolované z dýchací a vylučovací soustavy. Různé typy buněk však vykazují rozdílné reakce na 

infekci BKPyV. Infikované ledvinové proximální tubulární epitelové buňky (RPTE), které jsou 

hojně využívány pro studium BKPyV in vitro, protože produktivní infekce v nich probíhá velmi 

účinně, nejsou schopné vyvolat podstatnou interferonovou signalizací v reakci na infekci BKPyV 

(de Kort et al., 2017; An et al., 2019). Studium transkriptomů infikovaných a neinfikovaných 

buněk neprokázalo žádné podstatné změny v genech zapojených do aktivace produkce IFNs nebo 

protizánětlivých cytokinů v infikovaných buňkách. Infikované mikrovaskulární endoteliální 

buňky z plic a močového měchýře jsou schopné produkovat IFN-β a produkovat chemokiny jako 

například CXCL10 (C-X-C motif chemokin ligand 10). V infikovaných endotelových buňkách 

dochází k aktivaci IRF3 a STAT1. Na rozdíl od RPTE buněk mohou endotelové buňky 



20 

 

poskytnout počáteční imunitní ochranu proti BKPyV infekci, když ve vaskulárních endotelových 

buňkách se během infekce BKPyV zvyšuje množství mRNA pro mnoho ISGs (An et al., 2019).   

Také dřívější studie Abendovy skupiny ukazuje, že při úspěšné infekci lidských epitelových 

buněk proximálního tubulu ledvin (RPTE; v Abendově studii označeny jako HPTE) nedochází 

k virem zprostředkované regulaci genů, které jsou součástí imunitní odpovědi (Abend et al., 

2010). Po úspěšném infikování primárních lidských renálních tubulárních epiteliálních buněk 

virem BKPyV, což dokazovala exprese LT antigenu v buňkách, došlo v buňkách pouze k slabé 

indukci CXCL10 a DAI až šestý den po infekci. Exprese ISGs, IFN-β a IL-6 zůstávala během 

infekce nezměněná. Tato zjištění naznačují, že BKPyV neindukuje v lidských renálních 

tubulárních epiteliálních buňkách antivirovou odpověď a zároveň aktivně neinhibuje antivirovou 

imunitní odpověď. V leukocytech měla BKPyV infekce za následek zvýšenou produkci genových 

produktů, které reagují na IFNs. Výsledky této studie naznačují, že v renálních tubulárních 

epiteliálních buňkách by mohly selhávat mechanismy zodpovědné za rozeznání virové částice 

nebo některá součást signální kaskády (de Kort et al., 2017). Nabízí se i možnost, že virus dosud 

neznámým mechanismem pomocí svých proteinů zabraňuje rozpoznání svých antigenů nebo 

blokuje složky signálních kaskád, které vedou k syntéze ISGs.  

Na druhé straně výsledky Ribeirovy studie vzorků získaných biopsií ledvinových transplantátů  

a také kultury izolovaných lidských tubulárních epiteliálních buněk z pacientů s PVAN 

(polyomavirus-associated nephropathy) ukazují zvýšenou expresi TLR3, který rozpoznává 

dsRNA v tubulárních epiteliálních buňkách infikovaných BKPyV, což vede ke zvýšené tvorbě 

mRNA pro vznik prozánětlivých cytokinů jako je IL-6 a chemokinům jako CXCL10. Tyto 

výsledky naznačují indukci imunitních odpovědí zprostředkovanou TLR3. Vysvětlení 

mechanismu však ve studii není (Ribeiro et al., 2012). 

Podle studie Giacobbiho a spol. (zmiňované v kapitole 4.1.) je LT antigen SV40 schopný 

aktivovat antivirový stav při infekci SV40. Tato práce uvádí, že u BKPyV má tuto funkci st 

antigen, který s LT antigenem sdílí J-doménu (Giacobbi et al., 2015). Naopak malý t antigen 

BKPyV může blokovat signalizaci a ubikvitinaci senzoru RIG-I. Poznatky o mechanismu tohoto 

účinku byly získány primárně při studiu infekce JCPyV a jsou popsány v následující kapitole 

(Chiang et al., 2021). 

Aktivace DDR není specifická pouze pro infekci virem SV40, ale je zjevně charakteristickým 

znakem polyomavirových infekcí. Stejně jako je DDR aktivovaná v buňkách infikovaných SV40, 

tak je DDR, zprostředkovaná ATM a ATR kinázami, aktivovaná i v buňkách infikovaných 
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BKPyV. Jiang a spolupracovníci studovali funkce ATM a ATR v buňkách RPTE. Použili malé 

interferující RNA (siRNA) k potlačení produkce buď ATM nebo ATR nebo obou kináz 

(„knockdown“ experimenty). Indukce DDR pomocí BKPyV je nutná pro produktivní infekci a 

DDR zřejmě minimalizuje poškození DNA během infekce. Potlačení produkce ATM neovlivnilo 

expresi virových genů, ale snížila se účinnost replikace virové DNA a také bylo sníženo množství 

virového potomstva. Potlačení exprese ATR má podobné účinky a také mění výrazněji 

posttranslační modifikace LT antigenu. Pokud je inhibována jedna nebo druhá kináza, dochází 

k vážnému poškození DNA (Jiang et al., 2012)  

ATM kináza je nutná pro efektivní vstup infikovaných buněk do S-fáze buněčného cyklu  

a zabránění vstupu do mitotické G2-fáze buněčného cyklu. Synergická aktivace DDR pomocí 

kináz ATR a ATM spouští a udržuje BKPyV-zprostředkovanou S-fázi buněčného cyklu ke 

zvýšení produkce viru (Justice et al., 2019). 

Je možné, že virové proteiny jsou samy o sobě schopné indukovat DDR. Tyto studie byly 

prováděny v RPTE buňkách, ve kterých není indukována IFNs a exprese ISGs (An et al., 2019; 

de Kort et al., 2017). Zdali virem navozená DDR aktivuje nekanonickou dráhu vedoucí přes 

STING k produkci interferonu, bude třeba studovat i v jiných buňkách, např. v endoteliálních 

buňkách, kde indukce tvorby IFNs byla při BKPyV infekci pozorována. 

Agnoprotein BKPyV se v ledvinových tubulárních buňkách vyskytuje v hojném množství během 

pozdní fáze replikačního cyklu (Leuenberger et al., 2007). Agnoprotein se váže na mitochondrie 

stejně jako je na ně navázaný protein MAVS (Obr. 8). Agnoprotein je zodpovědný za rozpad 

mitochondrií a rozrušení jejich membránového potenciálu. Rozpadlé mitochondrie s navázaným 

agnoproteinem a MAVS jsou následně terčem mitofágie zprostředkované proteinem p62 a LC3 

(1A/1B-light chain 3) (Obr. 8), který je využíván jako marker pro autofágii. LC3 řídí hlavní kroky 

během autofágie (Pankiv et al., 2010). Tím, že MAVS zůstávají navázané na fragmenty 

mitochondrií a jsou následně degradovány v lysozomu, se snižuje jejich množství v buňce. 

Agnoprotein také narušuje translokaci IRF3 do jádra blokací TBK1 a tím i signalizaci vrozeného 

imunitního systému a tvorbu IFNs I (Obr. 8). Replikace BKPyV je citlivá na IFN-β, který ji je 

schopný inhibovat. Agnoproteinem zprostředkovaný rozpad mitochondrií je spojený se snížením 

exprese IFN-β, která je indukovaná MAVS po rozpoznání virové RNA. Těmito mechanismy 

agnoprotein usnadňuje replikaci BKPyV. Agnoprotein snižuje schopnost detekce cytosolické 

DNA a RNA imunitní systémem. Podobně jsou schopné rozrušit mitochondriální síť i JCPyV  

a SV40 (Manzetti et al., 2020)  
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Obrázek 8: Vliv agnoproteinu na mitochondriální síť a na rozeznávání BKPyV vrozeným imunitním 

systémem. Agnoprotein (Agno) blokuje detekci nukleové kyseliny v cytoplazmě zprostředkovanou STING 

blokací aktivace TBK1, které by, pokud by bylo aktivované, dále fosforylovalo (P) IRF3. Fosforylované 

IRF3 by translokovalo do jádra, kde by se vázalo na ISRE a spouštělo produkci IFNs I. Dále se agnoprotein 

váže na mitochondrie při jejich fragmentaci a degradaci společně s MAVS. Degradace mitochondriálních 

fragmentů je zprostředkována p62 a LC3. EVGR (early viral genomic region) označuje časnou oblast 

genomu, LVRG (late viral genomic region) označuje pozdní oblast genomu (převzato od (Manzetti et al., 

2020) a upraveno).  

Pátrání po studiích interakcí PyVs struktur s restrikčními faktory přirozené (intrinsic) buněčné 

imunity nepřineslo mnoho informací.  Restriktivní funkce cytosin deamináz rodiny APOBEC3 

byla pozorována u řady virů (Kanagaraj et al., 2019; Warren et al., 2014). 

Během infekce BKPyV jsou enzymy ze skupiny APOBEC3 regulovány LT antigenem. K těm 

enzymům, jejichž hladina je specificky zvýšena patří zejména A3B a A3A. Pro zvýšení exprese 

A3B a jeho akumulaci v jaderných kompartmentech stačí LT antigen BKPyV, nutný je zejména 

jeho LXCXE motiv (Starrett et al., 2019). K podobnému zvýšení hladiny A3B dochází i u dalších 

lidských polyomavirů JCPyV a MCPyV. U zmíněných PyVs byla prokázána indukce mRNA pro 

A3B na podobné úrovni jako u BKPyV, ale množství na úrovni vzniklých proteinů bylo 

variabilnější. Nejvyšší úrovně indukce mRNA pro A3B dosáhl JCPyV. Toto zjištění naznačuje, 
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že LT antigeny různých polyomavirů mohou ovlivňovat množství A3B s různou účinností. Zdá se 

ale, že zvýšená hladina A3B buňkách infikovaných BKPyV není nutná k produktivní infekci. 

Genom BKPyV, který je pro A3B preferovaný cíl vykazuje stopy mutací, které způsobily 

proteiny rodiny APOBEC (Poulain et al., 2020; Verhalen et al., 2016).  

Zvýšená aktivita A3B má zřejmý dlouhodobý evoluční význam na skladbu genomu PyVs. 

Mutace způsobené APOBEC v genech pro časné antigeny jsou pro BKPyV nejnebezpečnější, 

protože mutace v této genomové oblasti často vedou k zastavení replikačního cyklu viru. Časný 

regionu genomu PyVs je tak pod největším mutačním tlakem APOBEC (Shapiro et al., 2021). 

Aktivita A3A a A3B vede i k poškození buněčného genomu i díky tomu, že LT antigen inaktivuje 

p53 a pRb (Baker et al., 2022). Na druhé straně podle studie Perettiho a jeho spolupracovníků 

mohou mutace genomu BKPyV hostitelskými A3B umožnit viru skrýt se před neutralizačními 

protilátkami a také vstupovat do buněk pomocí jiných gangliosidů (Peretti et al., 2018). Je nutné 

dalších studií k prokázání interakcí mezi antigeny BKPyV a proteiny z rodiny APOBEC  

a k podrobnému objasnění mechanismů, kterými na sebe vzájemně působí. 

Dalšími restrikčními faktory, které ovlivňuje infekce polyomaviry jsou PML NBs, které jsou 

dobře známy pro své antivirové restriktivní funkce a zprostředkování odpovědi vrozené imunity 

signalizací IFNs. Schopnost interagovat s PML NBs je mezi DNA viry replikujícími se v jádře 

známá a často vede k obejití mechanismu přirozené (instrinsic) imunity a zahájení virové 

transkripce a replikace (Berscheminski et al., 2013; Guion et al., 2019). PML NBs jsou spojeny 

s místy, kde probíhá syntéza virové DNA (Jul-Larsen et al., 2004). Zatímco větší viry, jako např. 

herpesviry PML NBs ničí, řada polyomavirů replikuje své genomy v bezprostřední blízkosti PML 

NBs. Jiang a jeho skupina demonstrovali, že infekce RPTE buněk BKPyV měla za následek 

dramatické změny v množství a velikosti PML NBs, konkrétně snížení množství a zvětšení PML 

NBs. Zároveň došlo k reorganizaci PML NBs, kdy se proteiny SP100 a Daxx, které jsou jinak 

stálými residenty PML NBs, separovaly od komplexu PML NBs. LT antigen se během časné fáze 

infekce vyskytoval u PML NBs, zatímco v pozdní fázi replikačního cyklu byly v blízkosti PML 

NBs lokalizovány genomy BKPyV. Dále bylo ukázáno, že přítomnost LT antigenu k reorganizaci 

PML NBs nestatačí, ale i aktivní replikace virové DNA je k reorganizaci PML NBs nezbytná. 

Snížená exprese PML NBs neměla vliv na replikaci BKPyV v kultuře. Avšak reorganizace PML 

NBs je považována za jeden z mechanismů, které využívá BKPyV k inaktivaci antivirové funkce 

v RPTE buňkách (Jiang et al., 2011). 
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4.3. JCPyV 

JCPyV podobně, jako BKPyV persistují v ledvinách. U imunosuprimovaných jedinců se však 

JCPyV může dostat do centrálního nervového systému, kde může způsobit destrukci 

oligodenocytů a PML. Nedávná práce Chianga a spol. přiznává, že „téměř nic není v současné 

době známo o tom, jak je infekce JCPyV kontrolována odpovědí vrozené imunity a dále zdali 

JCPyV vyvinul mechanismy jimiž by antagonizoval protivirovou imunitu“ (Chiang et al., 2021).  

Práce Chianga a spol. ukazuje, že v lidských astrocytech kontrolují replikaci JCPyV senzory  

RIG-I a cGAS, nikoliv však IFI16. Při zkoumání, které virové proteiny jsou odpovědné za 

ovlivnění a represi RIG-I se ukázalo, že největší inhibiční účinky má st antigen, slabé  inhibiční 

účinky mají také VP1 a VP2. Malý t antigen blokuje indukci INF-β zprostředkovanou receptorem 

RIG-I. Interakčním partnerem st antigenu je ubikvitin ligáza TRIM25, která je nutná pro aktivaci 

RIG-I. Malý t antigen brání vazbě patogenní RNA na TRIM25 a tím inhibuje jím 

zprostředkovanou ubikvitinaci lysinu 63 na RIG-I receptoru. To má za následek neschopnost 

interakce CARD a MAVS a inhibici signální kaskády vedoucí k produkci IFNs. Autoři uvádí, že 

tento mechanismus potlačení odpovědi vrozené imunity st antigenem existuje i u příbuzného 

BKPyV. Bohužel zvoleným způsobem ověření pomocí  RNA viru Sendai a ektopicky 

exprimovaných jednotlivých proteinů JCPyV nebylo možné ověřit, jaký virový protein inhibuje 

cGAS  (Chiang et al., 2021).  

Starší práce uvádějí, že v primárních lidských plodových gliových buňkách (PHFG)  

i v glioblastomové buněčné linii indukuje infekce JCPyV produkci různých ISGs, mimo jiné např. 

STAT1 podobně jako u buněk infikovaných SV40 a BKPyV (viz kapitoly 4.1. a 4.2.). V buňkách, 

ve kterých probíhá replikace JCPyV se dvojnásobně zvyšuje hladina IRF7, ale hladina IRF3 se 

nemění i když se zvyšuje produkce genů, které jsou pomocí IRF3 indukované. Zároveň se nemění 

množství exprese IFN-α a IFN-β po infekci buněk. Indukce ISGs v buňkách infikovaných JCPyV 

je tak proces, který je nezávislý na IFNs (Verma et al, 2006) podobně jako u SV40 (Rathi et al., 

2010) (viz. kapitola 4.1.).  

Práce Assetta a spol. porovnávala JCPyV a BKPyV infekci v lidských RPTE buňkách. V minulé 

kapitole je uvedeno pozorování, že RPTE infikované BKPyV nejsou schopné vyvolat podstatnou 

interferonovou signalizací v reakci na infekci BKPyV, který se v nich účinně replikuje (de Kort et 

al., 2017; An et al., 2019). Assetta a spol. tuto skutečnost potvrdili. Pozorovali, že BKPyV infekce 

zabíjí RPTE buňky během 15 dnů. Naopak JCPyV byl schopen ustavit v těchto buňkách 

persistentní infekci. Infekce jedním nebo druhým virem indukovala produkci IFNs, ale aktivace 

ISGs proběhla jen v buňkách infikovaných JCPyV. Indukci IFNs a ISGs v primárních lidských 
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ledvinových epitelových buňkách (HRPTE) infikovaných JCPyV potvrdila i přítomnost 

fosforylovaných STAT1 a IRF9 v jádrech infikovaných buněk. V infikovaných buňkách JCPyV 

se začíná indukovat IFN-β o 3 dny později než BKPyV, ale JCPyV je citlivější než BKPyV na 

fyziologické koncentrace IFNs I (Assetta et al., 2016). 

Také infekce JCPyV poškozuje DNA buněk, a podobně jako u výše zmíněných polyomavirů 

aktivuje DDR. Infekce JCPyV indukuje zvýšení exprese faktoru Rad51, který je součástí oprav 

DNA (Obr. 9). Rad51 spolupracuje s transkripčním faktorem NF-κB (konkrétně s p65 a p50) na 

aktivaci transkripce genů z časné oblasti genomu JCPyV (White et al., 2014). DDR tedy stimuluje 

tzv. „aktivaci NF-κB dráhy z jádra do cytoplazmy“ („inside-out“ NF-κB signalling), která je 

iniciován ATM kinázou (Obr. 9). Pokud se v buňce objeví dsDNA zlomy je ATM kináza 

autofosforylována. JCPyV také souběžně způsobuje redistribuci proteinu NEMO do jádra. 

V jádře je na NEMO nejprve připojen protein SUMO nezávisle na ATM kináze, ale závisle na LT 

antigenu (White et al., 2017). ATM kináza následně NEMO fosforyluje, což vede k jeho 

ubikvitinaci (Huang et al., 2015). Ubikvitovaný NEMO je poté společně s aktivovanou ATM 

kinázou přenesen do cytoplazmy, kde aktivuje IKK, které fosforyluje IκB, což vede k jeho 

degradaci a uvolnění komplexu NF-κB do jádra (Obr. 9). Aktivace NF-κB je tak indukována 

infekcí JCPyV  (White et al., 2017).  

Obrázek 9: Schematický nákres aktivace „NF-κB dráhy z jádra do cytoplazmy“ (tzv. „inside-out“) 

během infekce JCPyV. Infekce buněk JCPyV (1.) vedoucí k buněčnému stresu a aktivace DDR (2.). 

Aktivace ATM (3.) fosforylací (P). Vazba aktivovaného ATM na NEMO a fosforylace NEMO (4.). 

Ubikvitinace NEMO (Ub) a jeho transport z jádra (5.). Aktivace komplexu IKK fosforylací (6.). Degradace 

IκB (7.), vyvázání a uvolnění komplexu NF-κB (8.) a jeho následná translokace do jádra (9.). Mezitím DRR 

indukuje Rad51 (10.), které interaguje s NF-κB, které je v jádře (11.) a aktivuje transkripci JCPyV genomu 

(12.) (převzato od (White et al., 2017)  a upraveno).  
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Na rozdíl od BKPyV, při infekci RPTE buněk virem JCPyV nedochází k narušení PML NBs   

odstraněním proteinů SP100 a Daxx, ale významně se zvyšuje množství PML NBs v buňce, což 

je v souladu se skutečností, že JCPyV infekce indukuje v těchto buňkách tvorbu interferonu   

a exprese proteinu PML a dalších  proteinů PML NBs jsou indukovatelné interferonem (Assetta et 

al., 2016). Autoři také ukázali, že redukce jaderného PML proteinu v buňkách infikovaných 

JCPyV zvyšuje virovou nálož, naopak navýšení hladiny PML proteinu v jádře redukuje infekci 

(Assetta et al., 2016). Potvrdili tak data, která již dříve získal Gasparovic a jeho skupina, která 

tvrdí, že hostitelská odpověď na přítomnost JCPyV pravděpodobně brání infekci polyomavirem 

zvýšením hladiny PML proteinu v jádře (Gasparovic et al., 2009). 

4.4. MPyV 

Myší polyomavirus sloužil jako modelový virus v minulosti hlavně ke studiu mechanismů 

nádorové transformace. Po objevu dalších lidských polyomavirů, může být prospěšný jako 

modelový virus lidských Alfapolyomavirů MCPyV, HPyV9 nebo TsPyV. 

Ryabchenko a jeho spolupracovníci sledovali indukci interferonu tímto polyomavirem v myších 

buňkách. Produkce interferonu infikovanými buňkami byla detekovatelná až v pozdní fázi 

replikačního cyklu v době, kdy probíhá účinně replikace virové DNA v jádře. Autoři zjistili, že 

indukce IFNs závisí na DNA sensoru cGAS a proteinu STING, který byl aktivován fosforylací. 

STING a IRF3 byly fosforylovány přibližně ve stejném čase po infekci. Buňky s inaktivovaným 

proteinem STING neaktivovaly IRF3. Toto podporuje model kanonické dráhy IFNs indukce, ve 

kterém STING pomáhá IRF3 dostat se do aktivního místa kinázy TBK1. Senzor DNA p204 

(ortholog lidského DNA sensoru IFI16), je rovněž důležitý k indukci IFN-β během MPyV 

infekce. Byl soustředěn v místech replikace virových genomů. Způsob, jakým je aktivován i 

jaká je přesně jeho role v MPyV infekci je prozatím nejasný. Sensor cGAS byl také nalezen 

z části v jádře, rovněž v replikačních centrech genomů MPyV a z části v cytoplazmě. 

V cytoplazmě cGAS kolokalizoval s DNA, která unikla z jádra do cytoplazmy (leaked DNA) a 

s mikrojádry, jejichž množství se zvětšovalo v průběhu infekce. Únik DNA z jádra do cytosolu i 

tvorba mikrojader jsou projevem genotoxického stresu buněk, v tomto případě způsobeného 

MPyV infekcí. Autoři rovněž zjistili, že přestože cGAS kolokalizuje v jádře s virovými 

genomy, je aktivován pouze v cytoplazmě. Cyklický dinukleotid cGAMP, který je aktivovaným 

senzorem cGAS syntetizován a následně aktivuje STING, byl nalezen pouze v cytoplazmě 

infikovaných buněk, kdežto v jádře nebyl detekován. Výsledky tedy ukazují, že cGAS indukuje 

produkci IFNs po rozpoznání DNA (jak virové, tak i buněčné), uvolněné z jádra do cytosolu i 

DNA mikrojader (Ryabchenko et al., 2021) 
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Podobně jako v buňkách infikovaných ostatními studovanými polyomaviry (viz kapitoly 4.1. až 

4.3.), tak i v buňkách infikovaných MPyV dochází k aktivaci DDR. Výsledky, které získali 

Heiser a spol., ukazují na to, že MPyV využívá proteiny DDR dráhy podobně, jako výše 

zmíněné PyVs. Dále také autoři pomocí infekce buněk MCPyV s mutovanými st a MT antigeny 

demonstrovali, že v buňkách infikovaných MPyV nezávisí aktivace DDR na st ani MT 

antigenu, ale zřejmě na LT antigenu (Heiser et al., 2016). Aktivace ATM kinázy LT antigenem 

MPyV byla pozorována již v dřívější studii, kde autoři z výsledků vyvodili, že LT antigenem 

aktivovaná ATM dráha DNA oprav je virem využívána k prodlužení S-fáze buněčného cyklu 

pro účinné dokončení replikace virových genomů (Dahl et al., 2005) 

4.5. MCPyV 

Lidský polyomavirus Merkelových buněk, podobně jako myší polyomavirus patří do rodu 

Alfapolyomaviry. V mnohých ohledech se více podobá myšímu polyomaviru, něž lidským 

BKPyV a JCPyV. Poznání, že v lidských kožních fibroblastech může probíhat MCPyV infekce, 

umožnilo studium indukce IFNs I v různých fázích infekce (Krump et al., 2021). Tato studie 

odhalila, že replikace genomů MCPyV a exprese časných genů indukuje zánětlivou odpověď a 

indukci ISGs. Odpověď na infekci MCPyV je zprostředkovaná dráhou vedoucí přes DNA senzor 

cGAS, STING, IRF3 a NF-κB. Zabránění exprese genů (knockout) pro cGAS a NF-κB metodou 

CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) vedla ke zvýšení replikace 

MCPyV. Největší efekt na inhibici replikace MCPyV měla nepřítomnost cGAS. V buněčném 

jádře byl u virových center replikace lokalizován také protein IFI16. Jeho inaktivace však nevedla 

ke dramatickému snížení indukce ISGs. Místo toho IFI 16 zvyšoval produkci zánětlivých 

cytokinů v závislosti na přítomnosti MCPyV alternativním mechanismem (Krump et al., 2021). 

Vzhledem k tomu, že „knockout“ faktorů, které na dráze indukce IFNs následují za sensorem 

cGAS nelimituje replikaci MCPyV zdaleka tolik, jako absence cGAS, autoři studie spekulují, že 

MCPyV vyvinul nějakou strategii, jak tuto dráhu indukce IFNs a prozánětlivých odpovědí mařit. 

Studium interakcí struktur MCPyV s touto dráhu a případně dalšími zapojenými drahami buněčné 

odpovědi na přítomnost MCPyV plánují autoři do budoucna. 

Nicméně starší práce popisují některé interakce časných antigenů MCPyV, které ovlivňují 

buněčnou imunitní odpověď. Griffiths a spol. ukázali, že st antigen MCPyV je schopný negativně 

ovlivňovat prozánětlivou signalizaci v buňkách tím, že inhibuje transkripční aktivaci 

zprostředkovanou NF-κB pomocí inhibice adaptorového proteinu NEMO. MCPyV st antigen 

nespouští degradaci NEMO, jak by se mohlo zdát, ale inhibuje fosforylaci IκB kinázy α, která je 

zprostředkovaná IKK komplexem. To, že nedojde k fosforylaci IκB kinázy, omezí translokaci 
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NF-κB komplexu do jádra. Tento proces je regulovaný interakcemi mezi st antigenem MCPyV  

s podjednotkami fosfatáz PP4C a PP2A. Malý t antigen tak snižuje hladinu fosforylovaného IκB. 

Inhibiční efekt st antigenu je specifický pro NF-κB dráhu. Malý t antigen pravděpodobně zesiluje 

interakce mezi buněčnými fosfatázami (PP2A a PP4C) a proteinem NEMO. Pro snížení 

transkripce, na kterou cílí NF-κB jsou nutné interakce mezi st antigenem MCPyV, NEMO  

a podjednotkami buněčných fosfatáz PP4C a/nebo PP2A (Griffiths et al., 2013).  

Později Abdul-Sada se spolupracovníky ukázal, že st antigen neinteraguje s NEMO přímo, ale že 

interaguje nejprve s regulační podjednotkou 1 protein fosfatázy 4 (PR4P1). Tvorba komplexu 

PP4R1 s katalytickou podjednotkou PP4C je nutná ke zprostředkování vazby st antigenu na 

NEMO adaptorový protein. NEMO tak není přímým vazebným partnerem st antigenu. Tato 

interakce je omezená pouze na MCPyV (Abdul-Sada et al., 2017).  

Malý t antigen MCPyV umí aktivovat nekanonickou NF-κB dráhu (ncNF-κB) tak, aby se 

infikované buňky vyhnuly stárnutí buněk a zároveň započala jejich proliferace. Aktivuje ji tím, že 

podněcuje metylaci histonu H3, zvýšenou transkripci NF-κB2 a RelB a také stabilizaci NF-κB2. 

V buňkách, které produkují st antigen polyomavirů HPyV6, HPyV7 nebo MCPyV byla  

i zaznamenána exprese SASP genů (senescence-associated secretory phenotype). Malý t antigen 

MCPyV je také schopný aktivovat a stabilizovat c-Myc (Zhao et al., 2020). Pro změnu exprese 

SASP a aktivaci ncNF-κB je nutná stabilizační doména LT antigenu (LSD doména), která se 

vyskytuje i na st antigenu MCPyV (Kwun et al., 2013). HPyV6 a 7 aktivují kanonickou NF-κB 

dráhu vedoucí k indukci aktivace prozánětlivých genů. Malé t antigeny HPyV6 a HPyV7 na 

rozdíl od st antigenu MCPyV indukují snížení exprese inhibitorů, které jsou zapojené do 

buněčného stárnutí, jako je například p53. HPyV6 a 7 tak indukují buněčné stárnutí, které je 

závislé na p53 (Zhao et al., 2020). Malý st antigen stabilizuje pomocí své LSD domény buněčné 

onkogeny jako je c-Myc a inhibuje jejich degradaci. Mutace LSD st antigenu MCPyV snižují 

hladinu LT antigenu. Malý t antigen MCPyV tak zřejmě inhibuje proteozomální degradaci LT 

antigenu, inhibuje tak obrat LT antigenu v buňkách (Kwun et al., 2013). 

Brd4 (bromodomai-containig protein 4) interaguje s LT antigenem MCPyV a má důležitou roli  

i v replikaci virové DNA (Wang et al., 2012). Zároveň se zdá, že by tento protein mohl mít vliv na 

signální dráhu spojenou s NF-κB. V buňkách, které exprimují T antigeny MCPyV dochází 

k podobné aktivaci imunitního systému LT antigenem jako popsáno výše u SV40 (Richards et al., 

2015). Bdr4 se specificky váže na acetylovaný transkripční faktor NF-κB p65 a koaktivuje 

transkripci. Bdr4 je součástí regulace aktivace JCPyV v gliových buňkách (Wollebo et al., 2016). 
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Skupinu Shahzada a jeho spolupracovníků zajímalo, zdali je aktivita endozomálního DNA 

receptoru TLR9, jehož aktivace je spojená s aktivací NF-κB a produkcí prozánětlivých cytokinů, 

potlačována působením komponent MCPyV. Zjistili, že v epiteliálních buňkách a také v buňkách 

Merkelova karcinomu vede přítomnost LT antigenu ke snížení exprese TLR9 (Shahzad et al., 

2013). Zřejmě i st antigen částečně inhibuje produkci TLR9, protože inhibice produkce st 

antigenu MCPyV měla za následek zvýšení hladiny hladina mRNA pro TLR9. LT antigen během 

infekce cílí na snížení hladiny mRNA pro C/EBPβ (CCAAT-enhancer-binding proteins) 

transaktivátor, což je pozitivní regulátor promotoru TLR9 (Takeshita et al., 2004). Mutace ve 

vazebném místě pro C/EBPβ faktor v promotoru genu pro TLR9 zabránila snížení hladiny TLR9 

časnými antigeny MCPyV. Snížená aktivita TLR9 promotoru je tedy efektivnější, pokud jsou 

exprimovány všechny časné geny MCPyV, a ne pouze LT antigen. K částečné inhibici exprese 

TLR9 v přítomnosti časných genových produktů polyomavirů dochází i u BKPyV, JCPyV, 

WUPyV, KIPyV a SV40. Účinnými inhibitory exprese TLR9 se ukázaly být jenom BKPyV  

a MCPyV, ve kterých byly hladiny mRNA pro TLR9 výrazně snížené (Shahzad et al., 2013). 

Exprese TLR2, 4, 5, 7 a 9 byla pozorována ve většině vzorků karcinomu Merkelových buněk. 

Avšak pouze snížená hladina TLR9 silně korelovala s pozitivitou těchto vzorků na časné proteiny 

MCPyV. TLRs receptory zřejmě hrají významnou roli v biologii nádorů (Jouhi et al., 2015). 

Podobně jako u BKPyV (viz kapitola 4.2.) enzymy z rodiny APOBEC3, konkrétně A3A, A3B 

nebo A3G, které indukuje IFN-γ, způsobují mutace v genomu MCPyV (Que et al., 2022). 

5. Závěr 

Výzkum struktur polyomavirů a jejich interakcí se složkami buněčné vrozené imunity je poměrně 

nové téma, protože na rozdíl od RNA sensorů, řada DNA senzorů a dráhy jimi aktivované byly 

poznány později. 

Během vstupu do buňky a cesty do buněčného jádra jsou PyVs ukryty před cytosolickými sensory 

v endozomech, ve kterých putují až do endoplazmatického retikula. Jedinou příležitostí pro 

rozpoznání polyomavirů vstupujících do buněk by mohla být doba, kdy se částečně rozvolněné 

viriony řady polyomavirů dostávají z ER do cytosolu před dopravou genomů do jádra. Avšak ani 

v té době nedochází k detekovatelné indukci IFNs. Ta nastává u studovaných PyVs až, když probíhá 

transkripce a replikace PyVs (Chiang at al., 2021; Krump et al., 2021, Ryabchenko et al., 2021). 

Endozomální senzory rozpoznávající DNA - TLR3 a TLR9 se tedy zjevně také neuplatňují 

významně v indukci interferonu v primárně infikovaných buněčných kulturách pravděpodobně 

proto, že v endozomech je virová DNA chráněna kapsidou a buněčnými histony. Nicméně, 
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schopnost časných antigenů MCPyV a také BKPyV inhibovat expresi TLR 9 (Shahzad et al., 2013) 

ukazuje na potřebu PyVs negativně regulovat prozánětlivé odpovědi vyvolané tímto receptorem.   

Mnohé studie demonstrovaly, že společným znakem infekcí PyVs je aktivace ATM/ATR kináz  

a navození DDR LT antigenem. Jak ze studií vyplývá, PyVs tuto aktivaci potřebují k prodloužení  

S-fáze a k účinné a bezchybné replikaci virových genomů (Justice et al., 2019). Poškození DNA 

však může aktivovat v r. 2018 popsanou nekanonickou dráhu indukce IFNs a dalších cytokinů 

vedoucí přes ATM (nezávisle na sensoru cGAS) k aktivaci STING a NF-B (Dunphy et al 2018).  

Je otázkou, zdali tato dráha vede k produkci IFNs a dalších cytokinů při infekci PyVs nebo je virem 

potlačena a jakými mechanismy se tak děje. I aktivace sensoru cGAS v kanonické dráze indukce 

IFNs, uplatňující se v infekci MPyV, MCPyV a JCPyV (Chiang et al.,2021; Krump et al., 2021, 

Ryabchenko et al., 2021), je zřejmě důsledkem DDR a genotoxickém stresu, jak ukázala práce 

(Ryabchenko et al., 2021). V indukci prozánětlivých cytokinů a IFNs infekcí polyomaviry se 

uplatňuje také dráha vedoucí přes RIG-I aktivovaná virovými RNA transkripty. Práce Manzettiho a 

spol. vysvětluje mechanismus, jakým tuto dráhu utlumuje agnoprotein u všech studovaných 

polyomavirů, které tento pozdní protein produkují (Manzetti et al., 2020). Také st antigen může 

zeslabovat  prozánětlivé odpovědi buňky zacílením na protein NEMO, jak bylo ukázáno u infekce 

MCPyV (Griffiths et al., 2013; Abdul Sada et al., 2017 ).  

Zajímavé jsou publikace (de Kort et al., 2017; An et al., 2019) ukazující na skutečnost, že vztahy 

polyomavirů a mechanismů vrozené imunity mohou být velmi odlišné v různých buňkách, jak 

ukazuje umlčení drah indukce IFNs odpovědi v RPTE buňkách, avšak nikoliv v endoteliálních 

buňkách při infekci BKPyV. Naopak, velmi příbuzný JCPyV indukci IFNs v RPTE buňkách 

odpověď imunitního systému interferonem neinhibuje, což se projevuje odlišnostmi v patogenicitě  

a navození persistence obou virů. 

Z restrikčních faktorů  byly  studovány  u polyomavirů  vztahy s  enzymy z rodiny APOBEC3. 

Mutace, které zavádějí tyto enzymy do genomů PyVs mohou mít pro virus, jak restrikční, tak  

i pozitivní  účinky (Peretti et al., 2018; Shapiro et al., 2021; Baker et al., 2022; Que et al., 2022). 

Všechny studované polyomaviry replikují a transkribují své genomy v bezprostřední blízkosti 

jaderných tělísek PML NBs. Restrikční účinky PML NBs byly pozorovány u infekce BKPyV  

a JCPyV. První jmenovaný, BKPyV, je schopen narušit funkci PML NBs vyloučením dvou stálých 

složek, proteinů SP100 a Daxx v RPTE buňkách. Naopak při infekci virem JCPyV vzrůstá počet 

PML NBs, což může vzhledem k tomu, že produkce PML proteinu a dalších složek PML NBs jsou 

indukovatelné IFNs, souviset s neschopností JCPyV inhibovat produkci IFNs buňkami RPTE.  
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Ve studiu vztahů polyomavirů a mechanismů vrozené buněčné imunity je mnohem více otázek než 

odpovědí. Jejich zodpovězení vyžaduje další intenzivní výzkum, který by mohl vést k objevu 

cílených terapeutik proti těmto virům.   
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