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Abstrakt

Tématem této prace jsou poznatky o interakcich struktur polyomavirii se sloZkami vrozené
imunity v infikovanych bunkach. Prace je soustiedéna na modelové polyomaviry SV40 a MPyV
a lidské BKPyV, JCPyV a MCPyV. Studium vzajemného piisobeni mechanismii vrozené
bunééné imunity a polyomavirovych struktur je v zacatcich. Infekce vSemi uvedenymi viry
indukuje prostfednictvim virového casného LT antigenu odpovédi na poskozeni DNA (DDR;
DNA damage response) nutné¢ pro uc¢innou virovou replikaci. PoSkozeni DNA mize vSak
aktivovat jak kanonicku, tak nekanonicku drahu indukce interferonové produkce, kterd vede
k antivirovému stavu. Polyomaviry se zdaji byt rozpoznany imunitnim systémem az bchem
replikace jejich genomil v bunééném jadfe. Prozatim bylo prokdzano, ze indukce interferonu
polyomaviry mize byt zahdjena DNA sensorem cGAS a déle aktivaci STING (kanonicka draha),
ale také po rozpoznani virové RNA proteinem RIG-I. Casné virové LT a st antigeny a pozdni
agnoprotein nékterych polyomavirQi prokazaly potencial regulovat odpovédi vrozené bunécné

imunity a ovlivnit tak navozeni persistence polyomavir.

Kli¢ova slova: polyomaviry, vrozena bunéénd imunita, velky T antigen, maly 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. Uvod

Pii infekci bun€k polyomaviry soupeii systém vrozené bunééné imunity se strukturami
polyomavirt o to, zda se polyomavirus replikuje a rozsiti do dalSich bun€k nebo zda se imunitni

systém hostitelské buiiky dokdze uspésne vyporadat s virovou infekei a zlikvidovat ji.

Hostitelské organismy virti si vytvofily systém mechanismii obrany proti virovym a dalSim
infekcim, pfipadné proti jinému poskozeni. Tento systém se nazyva imunitni a je rozdélen na dvé
Casti: vrozeny a adaptivni. Vrozeny imunitni systém (innate immunity) se béhem evoluce vyvinul
jako prvni. Zajistuje ivodni reakci na ptitomnost patogenu. Soucasti je humoralni slozka, do které
spadaji cytokiny a komplement a bunécnd slozka, kam patii makrofagy, monocyty, dendritické
buiiky, granulocyty, mastocyty a NK bunky (natural killer cells). Podobné jako vrozeny imunitni
systém ma 1 adaptivni imunitni systém (adaptive immunity) dv¢ slozky. Do jeho humoralni slozky
patii protilatky a bun&nou &ast predstavuji B a T lymfocyty. Cast vrozeného imunitniho systému,
vyskytujiciho se ve vétSin¢ infikovanych bunék, se sklada zreceptorti, které jsou schopné
detekovat patogen nebo poSkozeni. Tyto receptory spousti signdlni kaskady, které vedou
k produkci ochrannych molekul, v pfipadé virovych infekci se jedna hlavné o interferony (Liu et
al., 2017)*. Ochranné molekuly maji za kol modulaci imunitniho systému, indukci produkce

dalSich ochrannych proteind a aktivaci adaptivniho systému.

V pribéhu evoluce si naopak viry vytvofily mechanismy, kterymi obchazi nebo ovliviiuji
imunitni systém hostitele ve sviij prospéch. Zaroven jako odpovéd’ hostitelské buiiky mohou
vytvéfet nové obranné mechanismy proti infekci. Cim vétsi je virovy genom, tim vétsi kapacitu
ma virus k vyvinuti genii zapojenych do piekonavani obrannych mechanismi hostitelskych
bunék. Ukazuje se ale, ze 1 malé viry s omezenou kapacitou genomu jako napt. polyomaviry
mohou kddovat multifunkéni proteiny, které maji schopnost piisobit na slozky, které jsou soucasti
vrozen¢ imunity bunék (Griffiths et al., 2013; Manzetti et al., 2020; Reus et al., 2020) a
modulovat imunitni systém tak, aby se nespustily signalni kaskady vedouci k syntéze interferonti
a dalgich cytokint. Usp&$na infekce polyomavirem zavisi také na typu infikovanych bunék
(Abend et al., 2010; An et al., 2019; de Kort et al., 2017). Znalost mechanismtl, kterymi plisobi

viry na vrozeny imunitni systém, mutize piin€st nové 1é¢ebné postupy v antivirovych terapiich.

Cilem této bakalarské prace je shrnuti dosud znamych informaci o interakcich mezi
strukturami polyomaviri a sloZkami vrozené buné¢né imunity. Jedna se predevSim o
interakce casnych nestrukturnich proteini a agnoproteinu lidskych a modelovych

polyomaviri.



2. Polyomaviry

Polyomaviry (Celed’ Polyomaviridae) patii do skupiny malych neobalenych virt, ktera se fadi do
1. tfidy Baltimorova ¢lenéni. Jsou to Siroce rozsitené viry, které infikuji savce, ptaky, ryby nebo
plazy. Prvni polyomavirus objevil v roce 1953 Ludwik Gross pii zkoumani viru mysi leukémie
(Gross, 1953). K srpnu roku 2021 bylo podle aminokyselinové sekvence LT antigenu
identifikovano 117 druhii polyomavirii, z nichz 112 bylo ptidéleno do 6 rodt: Alphapolyomaviry,
Betapolyomaviry, Gamapolyomaviry, Deltapolyomaviry, Epsilonpolyomaviry a Zetapolyomaviry
(Moens et al., 2017)* Mezi modelové polyomaviry (PyVs) se fadi Simian virus 40 (SV40), Mysi
polyomavirus (MPyV) a také nejvice prostudované lidské polyomaviry — BK polyomavirus

(BKPyV), JC polyomavirus (JCPyV) a Polyomavirus Merkelovych bun¢k (MCPyV).

2.1. Lidské polyomaviry (HPyV)

Dosud bylo popséno 14 lidskych polyomavirti (Gheit et al., 2017). Mezi prvni objevené¢ HPyV
patii BKPyV, ktery byl izolovan z moci pacienta po transplantaci ledvin a JCPyV, ktery byl
izolovan z pacienta s progresivni multifokalni leukoencefalopatii (PML) (Gardner et al., 1971;
Padgett et al., 1971). Mnohem pozd¢ji byly objeveny dalsi lidské polyomaviry jako jsou
Karolinski Institutet polyomavirus (KIPyV), Washington University polyomavirus (WUPyV),
MCPyV, Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV), Human polyomavirus 6 (HPyVo6),
Human polyomavirus 7 (HPyV7) a dalsi (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007; Feng et al.,
2008; van der Meijden et al., 2010; Schowalter et al., 2010). Polyomaviry obvykle infikuji
cloveéka jiz v détstvi a nevyvolavaji u zdravych jedincti Zadné symptomy. Viry jsou pak schopné
persistovat v infikovanych jedincich. Polyomaviry ale mohou vyvolat t€zka aZ fatalni onemocnéni
u lidi s imunodeficienci nebo u imunosupresovanych jedincti. Séroprevalence vétsiny HPyV

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

HPyV zplisobuji onemocnéni ledvin, nervové soustavy, kiize a u jedinct se zhorSenym imunitnim
systétmem mohou spustit autoimunitni onemocnéni. JCPyV je u lidi se sniZzenou imunitou
spojovan s onemocnénim nervové soustavy oznaCovaném jako PML, které mé za nasledek
demyeliza¢ni proces v bilé hmoté mozku. BKPyV zplsobuje hemoragicky zanét ledvin, miize se
také nachazet v ledvinovém §tépu a mtze vyvolat komplikace po transplantaci ledvin (Purighalla
et al., 1995). V disledku navozené imunosuprese jedince mize dojit k reaktivaci BKPyV, ktera
vede k nefropatii a odmitnuti ledvinového $tépu (Hirsch et al., 2002). Pfitomnost BKPyV miize
vyvolavat 1 komplikace pii transplantaci kostni dfené, pii kterych mtize zplisobit hemoragickou

cystitidu (Arthur et al., 1986). Genomové sekvence n&kterych polyomavird integrované do



bunécné DNA byly prokdzdny v nékterych typech lidskych nadorovych bunék. Naptiklad
genomova sekvence MCPyV byla prokazédna v DNA karcinomu Merkelovych bun¢k (MCC), coz
miize byt jednou z hlavnich pfi¢in vzniku tohoto nddoru (Feng et al., 2008).

TSPyV je spojeny s koznim onemocnénim ozna¢ovaném jako trichodysplasia spinulosa (van der
Meijden et al., 2010). HPyV6 a HPyV7 byly spole¢né s MCPyV detekovany v kiizi, kde jsou
asociovany s vzacnou dermatozou (Schowalter et al., 2010; Nguyen et al., 2017). Déle byly
HPyV6 1 HPyV7 zjistény v moci imunodeficientnich jedinct, ale k prokazani propojeni HPyV6

a 7 s onemocnénim ledvin zatim nedoslo (Prezioso et al., 2021).

2.2. Struktura virionu a organizace genomu

Virion polyomavirti je tvofen proteinovou kapsidou skladajici se ze 72 pentametrti hlavniho
kapsidového proteinu (VP) VP1 a minoritnich VP2 a VP3. Uvnitf isometrické kapsidy se nachazi
genom polyomavir v komplexu s bunéénymi histony. Genom polyomavir je maly, tvoreny
kruhovou dsDNA (double-stranded DNA) o délce asi 5,2 kbp. V infikovanych bunkach se genom
nachdzi v podob& minichromozomu, kde je virovdi DNA obmoténa okolo bunécnych histonii
(Germond et al., 1975). Genom lze rozd¢lit na 3 ¢asti: Casnou, pozdni a nekddujici ¢ast (Obr. 1).
V casné oblasti jsou kodovany Casné proteiny s regulacnimi funkcemi. Pozdni ¢ast obsahuje geny

pro tvorbu strukturnich proteinti a u nékterych polyomaviri také geny s ptidanou funkci.

Prvni ¢ést, ktera se oznacuje jako Casnd (early) oblast, je transkribovana do jednoho ¢asného
primarniho transkriptu, z n€¢hoz vznikaji alternativnim sestifihem mRNA pro maly t antigen (st),
velky T antigen (LT) (Obr. 1) a u nékterych polyomaviri pro stredni T antigen (MT). Casné
antigeny jsou oznaCovany jako nadorové (tumorové). MT antigen byl nalezen zatim jen u
hlodav¢ich polyomaviri a neddvno také u TSPyV (van der Meijden et al., 2015). U jinych
polyomaviri mohou vznikat alternativnim sestithem dalsi ¢asné produkty. Carter a jeho skupina
objevili u MCPyV protein oznacovany jako Alternative to Large T Open reading frame (ALTO),
ktery je evolu¢né piibuzny s MT antigenem hlodavéich polyomavirt (Carter et al., 2013). U
MCPyV se vyskytuje dalsi alternativné stiizend mRNA, jez dava vznik genovému produktu
oznacovanému jako 57kT antigen (Shuda et al., 2009). SV40 produkuje alternativné sesttizenou
casnou mRNA, ktera koduje protein ozna¢ovany jako 17kT (Zerrahn et al., 1993).

V pozdni oblasti se nachazeji geny pro virové strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3 (Obr. 1). Dale
se v této ¢asti u nekterych PyVs (naptiklad u BKPyV, JCPyV nebo SV40) vyskytuje gen pro
regulacni agnoprotein, ktery se uplatituyje v fad¢é procestt virového replikacniho cyklu, napf.

v transkripci a replikaci DNA nebo v morfogenezi viriont (Rinaldo et al., 1998).
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Nekodujici kontrolni oblast (non-coding control region; NCCR) rozdéluje genomy polyomaviril
na dvé casti. Vyskytuje se v ni pocatek replikace (Ori) (Obr. 1). Ori je zéroven soucasti vysoce
konzervovaného ¢asti NCCR (Frisque et al., 1984). V NCCR se také nachazi transkripéni
promotory a dalsi regulacni sekvence. Replikace probiha tplné stejn€ jako replikace hostitelskych
bungk, pouze s vyjimkou toho, Ze ¢asny LT antigen, ktery se vaze do Ori polyomavirti, pfitdhne
hostitelsky replikaéni komplex k virové DNA. Casnéd a pozdni oblast se piepisuji protismérné, z
opacnych vldken DNA. Nékteré PyVs koduji mikro RNA (miRNA), které¢ se akumuluji v
pozdnich fazich infekce a reguluji produkci ¢asnych genti (Sullivan et al., 2005).

agnoprotein

Pozdni
region

Hantigen
Genom BKPyV

s VP1
zkraceny

LT antigen

LT antigen

Obrazek 1: Schematicky prezentovany genom lidského polyomaviru BKPyV. V Casné oblasti ¢ervena
Sipka oznacuje LT antigen, oranzova oznacuje zkraceny LT antigen a Zlutd oznacuje st antigen. Zelené je
oznacena nekodujici kontrolni oblast (NCCR) s Ori. V pozdni oblasti je syt¢ modrou Sipkou vyznacen
agnoprotein, dale jsou zde Sipkami vyznaCeny strukturni proteiny VP1, VP2 a VP3 (pievzato od (De
Gascun and Carr, 2013)* a upraveno).

2.3.Casné genové produkty polyomaviri

Casné genové produkty jsou syntetizovany hned po vstupu genetické informace viru do jadra.
T antigeny dereguluji bunéény cyklus a Zenou buiiku do S-faze, ve které jsou aktivni drahy nutné
k pomnozeni viru. Jsou nezbytné pro virovou replikaci a regulaci transkripce. Zaroven jsou

schopné ovlivnit imunitni reakce buiiky.



2.3.1. Velké T antigeny (LT)

LT antigen hraje dileZitou roli v replikaci virové DNA, je to jediny polyomavirovy protein
dilezity k zapoceti replikace polyomavirového genomu. Pisobi jako DNA a RNA helikaza, ma
mistné-specifickou DNA vazebnou aktivitu, pii které je nutna piitomnost ATP. Helikazova
doména LT antigenu casto slouzi jako cil antivirotik, které inhibuji replikaci PyVs (Seguin et al.,
2012). Reguluje expresi ¢asnych 1 pozdnich geni. Ma chaperonovou aktivitu (Campbell et al.,
1997). Je zodpovédny za deregulaci bunééného cyklu. VaZze tumorsupresorové proteiny rodiny
pRb a u nékterych polyomavirl 1 p53, ¢imZ obchazi kontrolni body v buné&ném cyklu, indukuje
déleni bunky a vyhnuti se apoptdze hostitelské buiiky (Lane and Crawford, 1979; DeCaprio et
al., 1988). Inaktivace p5S3 a pRb pomoci LT antigenu mtize vést ke vzniku nadord v pitomnosti

nékterych PyVs v bunikach.

Je rozdélen na nékolik domén (Obr. 2). Obsahuje N-terminalni J-doménu, na kterou se specificky
vaze bunécny chaperon Hsc70 (heat shock congate 70) za soucasného rozpadu ATP (Sullivan et
al., 2001). Tato doména je dilezitd pro replikaci virové DNA. Déle tato ¢ast LT antigenu
inaktivuje proteiny tumorsupresorvé retinoblastomové rodiny (RB rodiny) (Campbell et al.,
1997). Za J-doménou smérem k C-konci LT antigenu se vyskytuje LXCXE motiv, jehoz ndzev je
dovozeny z aminokyselin, které jsou jeho soucasti (L-leucin, X-jakdkoliv aminokyselina, C-
cystein, X-jakakoliv aminokyselina, E — kyselina glutamova) (Obr 2.). Na LXCXE motiv se vazi
proteiny retinoblastomové (RB) rodiny (pRB, p107, p130), které mtize LT antigen inaktivovat
(Stubdal et al., 1997). S RB rodinou interaguji také proteiny, které¢ vznikaji z alternativné
stfizenych mRNA velkého T antigenu u JCPyV (Bollag et al., 2000). Velky T antigen MCPyV
preferencné vaze pRb, ktery inaktivuje a je tak nezbytny pro podporu ristu karcinomu
Merkelovych bunék. Ale pravdépodobné funkéné neinhibuje p107 a p130. Interakce LT antigenu
MCPyV spl07 a pl30 miize byt omezena pouze na urCit¢ bunétné typy, které nejsou
transformovatelné MCPyV (Hesbacher et al., 2016). LXCXE motiv jsou spole¢né s J-doménou
dilezité pro inhibici apoptozy burnky, coz miize mit za nasledek transformaci bunék (Slinskey et
al., 1999). Déale ma LT antigen doménu vazajici Ori (OBD) a doménu, kterd vaze dvojmocné
zine¢naté kationty (Obr. 2) (An et al., 2012). Na C-konci je doména oznaCovana jako helikazova,
kterd vaze p53. Vazba p53 je nutnd pro imortalizaci bun¢k. Z Chengovy studie vyplyva, ze LT
antigen MCPyV neni schopen na rozdil od jinych modelovych polyomavirt napt. SV40, JCPyV
nebo BKPyV navazat p53 a tim inhibovat jeho funkce (Cheng et al., 2013). Také o MPyV bylo

publikovéno, ze ani LT antigen ani Zadny jiny z jeho ¢asnych antigent neinteraguje s p53 (Mor et



al., 1997; Qian and Wiman, 2000), i kdyz bylo také demonstrovano, Ze LT antigen MPyV
interaguje s fosforylovanou formou p53 (Dey et al., 2002).

=
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Obrazek 2: Schematicky znazornéna struktura LT antigenu spolu s jeho doménami a proteiny, které
se na dané domény vazi. Na N-konci se nachazi J-doména vazajici Hsc70, dale pak smérem k C-konci LT
antigenu je LXCXE motiv vazajici pRB, p107 a p130. Nésleduje doména vézajici Ori (OBD), doména
vazajici zineCnaté kationy a helikdzova doména s navazanym p53 (zdroj: vlastni tvorba).

2.3.2. Stfedni antigeny (MT)

Sttedni T antigen je dulezity pro replikaci téch polyomaviri, které ho maji schopnost kodovat.
MT antigen je nutny pro proliferaci viru i k indukci nadortt v mySich modelech (Freund et al.,
1992). Nejvice studovany je MT antigen MPyV, ale vyskytuje se i u dalSich hlodav¢ich
polyomaviri a TSPyV (Courtneidge et al., 1991; van der Meijden et al., 2015). Je nezbytny pro
prechod z casné faze transkripce do pozdni faze transkripce (Chen et al., 2006). MT antigen je
v infikovanych bunkach asociovan s membranami (Ballmer-Hofer and Benjamin, 1985). MT
antigen vaze PP2A a tato interakce je nutnd pro tvorbu dalSich komplexi mezi MT antigenem
a proteiny hostitelské bunky. MT antigen nema samostatn¢ enzymatickou funkci, ale je schopny
tvorby protein-proteinovych interakei, které zprostiedkovavaji interakce s proteiny hostitelskych
bunék. Véaze Src kindzu, kterou v zavislosti na pfedchozim navazani PP2A aktivuje a je néasledné
sam Src kinazou fosforylovan (Dunant et al., 1996; Ogris et al., 1999). Fosforylovany MT
antigen je nasledn¢ schopny interagovat s dal§imi proteiny a aktivovat dalsi drahy prostfednictvim
interakci s 14-3-3 proteinem, PI3 (fosfatidylinositol-3) kindzou a Shc proteinem (Campbell et al.,
1994; Courtneidge et al., 1991; Culler¢ et al., 1998).

MT antigen sdili s LT i st antigenem J-doménu na N-konci, kterou je schopny interagovat s Hsc70
(Srinivasan et al., 1997). MT antigen by mohl byt evolu¢né piibuzny s ALTO proteinem, se

kterym castec¢né sdili nukleotidovou sekvenci (Carter et al., 2013).

2.3.3. Malé antigeny (st)

Maly t antigen polyomaviri mé dilezitou funkci v replikaci polyomavirt (Cicala et al., 1994). Je
nezbytny pro navozeni G1 a S-faze bunécného cyklu a pii proliferaci bunék, protoze zvysuje
urovent fosforylace cyklin-dependeptni kinazy 2 (CDK2) (Sotillo et al., 2008). Také se

spolupodili na transformaci bunék pii abortivni infekci. U MCPyV spousti st antigen destabilizaci



mikrotubull tim, Ze ovliviiuje sit’ regula¢nich proteinit mikrotubultl. (Knight et al., 2014). Maly t
antigen SV40 indukuje deregulaci F-aktinu a deregulaci intracelularni adheze prostiednictvim
interakci s PP2A (Nunbhakdi-Craig et al., 2003). Kvuli t¢émto defektim v cytoskeletu ztraci

infikované bunky schopnost polarizace a ziskdvaji schopnost migrovat.

Podobné jako LT antigen obsahuje st antigen N-termindlni J-doménu vazajici Hsc70 (Obr. 3).
Dale ma st antigen vazebné misto pro protein fosfatazy 4C (PP4C) a pro PP2A (Obr. 3) (Griffiths
et al., 2013). PP2A je dilezitou sloZkou né€kolika transdukénich drah, zadroven ma dilezitou roli

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

Obrazek 3: Schematicky znazornéna

@ struktura st antigenu s jeho

J-doménou a vazebnymi partnery Hsc
70, PP4C a PP2A (zdroj: vlastni
tvorba).

2.4. Replikaéni cyklus

Polyomavirové ¢astice vstupuji do bunky receptorem zprostiedkovanou endocytézou (Obr. 4).
Vétsina lidsky polyomaviri se dostdva do bunky pies gangliosidy, které jsou rozeznany
kapsidovym proteinem VP1. Pii vstupu rozezndva VP1 koncovou sialovou kyselinu gangliosidu,
a to bud’ jeji (02,3-) napojeni nebo (02,6-) napojeni na galaktézu na povrchu cytoplazmatické
membrany, piipadné dalsi typy gangliosidi (Low et al., 2006; Dugan et al., 2008). Navazani
virové Castice na receptor vede k internalizaci virionli endocytickym vackem a cest¢ virioni

uzavienych v endozomech k bunéénému jadru (Dangoria et al., 1996).

Klatrinovou endocytézu vyuziva JCPyV (Pho et al., 2000). VétSina z ostatnich studovanych
polyomavir ziejmé pouziva ke vstupu hladké vacky, Casto obsahujici kaveolin, odvozené z
membranovych raftd. (Anderson et al., 1996; Becker et al., 2019; Moriyama et al., 2007,
Richterova et al., 2001). Virova Castice se endozomy dostane az do endoplazmatického retikula

(ER) a nasledné pokracuje do jadra.

V endoplazmatickém retikulu dojde ke konforma¢nim zméndm virionu, ¢astecnému rozvolnéni a
odhaleni minoritnich kapsidovych proteini VP2 a VP3, které umozni translokaci virové ¢astice
do cytosolu, nasledovanou jejim vstupem do jadra (Daniels et al., 2006; Schelhaas et al., 2007).
Translokace polyomaviri do jadra nebyla jesté zcela objasnéna, ale bylo ukdzano, Ze jaderné

lokaliza¢ni signaly (NLS) strukturnich proteinii polyomavirti rozpoznavané importiny hraji



dtlezitou roli v transportu viru do jadra ptes jaderné pory (Nakanishi et al., 2002; Bennett et al.,

2015; Soldatova et al., 2018) .

Po vstupu do jadra nastava transkripce Casné oblasti (Obr. 4). Zprostfedkovavaji ji hostitelské
transkripéni faktory a RNA polymerdza II. Pomoci alternativniho sestfihu vznikaji mRNA pro
jednotlivé ¢asné proteiny, které maji podobné jako hostitelska mRNA na 3" konci polyA a na
5" konci ¢epicku. Hlavni dva Casné proteiny jsou st antigen a LT antigen. Po vzniku ¢asnych
produktii mize dojit za pomoci LT antigenu a hostitelské¢ho replika¢niho aparatu k replikaci
virového genomu (Obr. 4) (Moens et al., 2017b)*. Replikace je semikonzervativni
a obousmérna. Po zahdjeni replikace dojde k velmi vyraznému zvysSeni transkripce pozdni oblasti
a k syntéze kapsidovych proteinit VP1, VP2 a VP3. Scholwalterova a Buckova studie ukazala, ze
u viru MCPyV neni nasyntetizovan VP3 (Schowalter and Buck, 2013).

Virova Castice se sklada v jadie okolo nové replikovanych minichromozomi. Kapsidu stabilizuji
vapenaté kationty (Nilsson et al., 2005). Béhem morfogeneze virioni lze odlisit nékolik
intermediatd. V pozdni fazi replikacniho cyklu nove vznikajici viriony jadro zcela vyplni. Virion
je uvolnén pomoci lyze bunky a piipadné exocytézy do okoli postizené¢ bunky. Skladani a
produkce virioni nékterych polyomaviri se ucastni i agnoprotein (Resnick and Shenk, 1986;

Suzuki et al., 2012).
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Obrazek 4: Replikacni cyklus lidského BKPyV. 1 - Vstup do buiiky zprostfedkovany vazbou na
receptory. 2 — Endocytoza vironu. 3 — Vstup vironu do ER. 4 — Zména konformace virionu. 5 — Vstup do
jadra. 6 — Transkripce a translace ¢asné oblasti. 7 — Replikace genomu. 8 — Transkripce a translace pozdni
oblasti. 9 — Skladani virion. 10 — Lyze buiikky a uvolnéni viriond. 11 — Uvolnéni virovych cCastic
exocytozou (pievzato od (Helle et al., 2017)* a upraveno).
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3. Vrozena imunita

Vrozena imunita zajist'uje prvni linii obrany proti patogentim. Je typicka pro rostliny, bezobratlé
i obratlovce. Odpovéd’ na podnét je rychld a je spousténa bez selektivni udalosti. M4 Sirokou
specifitu. Sklada se z fyzické a chemické bariéry. Je dilezitd pro zachovani homeostaze, k
eliminaci velkého mnoZzstvi patogenti a k aktivaci adaptivniho imunitniho systému (Medzhitov et
al., 1997). Zda se, Ze vrozena imunita je schopna reagovat na opakovanou infekci stejnym

patogenem lépe a ¢astecné se tak prizplsobit (Pham et al., 2007).

Pomoci receptord pro molekularni vzory (PRRs) rozeznava rtzné struktury typické pro
mikroorganismy oznaCované jako molekuldrni vzory asociované s patogeny (PAMs), jsou to
polysacharidy, glykolipidy, lipoproteiny, nukleotidy, nukleové kyseliny a dalsi. Déale PPRs
rozpoznavaji molekularni vzory asociované s poskozenim (DAMPs), coz jsou molekuly

produkované bunikami v reakci na jejich poSkozeni.

3.1. Bunééna vrozena imunita

Vrozend bunécné imunita je dualezitd k detekci intracelularnich paraziti jako jsou viry
a k nasledné aktivaci imunitniho systému (Medzhitov et al., 1997). Antivirova obrana hostitelské
bunky je zprostiedkovana rychlou produkei interferonu typu I (IFN I) a prozanétlivych cytokini,

coz nasledné vede k aktivaci adaptivniho imunitniho systému (Juang et al., 1998).

3.1.1. Receptory

Receptory vrozené¢ho imunitniho systému jsou evolucné konzervované a nemaji velkou specifitu.
Jsou kodované uz v bunkach zarodecné linie. Vyskytuji se jak v bunkach, které jsou soucasti
imunitniho systému, tak i v neimunitnich bunkach. Mohou byt rozd€leny na toll-like receptory
(TLRs), NOD-like receptory (NLRs), RIG-like receptory (RLRs), lektinové receptory typu C
(CLRs), AIM2-like receptory (ALRs) a dalsi DNA senzory (Obr. 5). Nachazi se na povrchu
1 uvnitt bun¢€k. Tyto receptory umoziuji detekovat virovou nukleovou kyselinu v riznych fazich
zivotniho cyklu viru. Receptorové rodiny rozeznavajici viry jsou predevsim TLRs, RLRs, ALRs a
receptory pro cytosolickou DNA (cGAS, IFI16). Rozeznani nukleovych kyselin jednotlivymi
sensory spousti specifické drahy, které vedou k produkci IFNs a jinych cytokinii (Takeuchi and
Akira, 2010)*.

Skupina TLRs receptorti je ziejmé nejlépe charakterizovana rodina PRRs. Dosud bylo
identifikovano 10 lidskych TLRs (Chuang and Ulevitch, 2001). TLRI, 2, 4, 5, 6, a 10 se

vyskytuji na bunééném povrchu a rozeznavaji hlavné bakterialni nebo houbové PAMPs a nékteré



virové proteiny. TLR3, 7, 8 a 9 jsou uvnit buriky, pfedev§im v ER, kde detekuji bakterialni
a virovou DNA, piipadné¢ RNA (Leifer et al., 2004; Nishiya et al., 2005; Itoh et al., 2011).
Pouze TLRY je schopny rozeznat patogenni DNA, kterd se vyskytuje v endozomech (Leifer et
al., 2004). Aktivace téchto TLRs vede k produkci IFNs typu I a prozanétlivych cytokini.
Rozpoznani ligandu vede k dimerizaci TLRs, coz spousti signalni kaskddu zprostfedkovanou
MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) proteinem. To ma za nasledek aktivaci
NF-xB (nuclear factor kappa B) drahy (Obr. 5) a ndslednou indukei interferont (Medzhitov et al.,
1998).

RLRs rozeznavaji piedevsim cytosolickou RNA, kterd se liSi od normdlné vyskytujici se
hostitelské RNA. Detekuji pfedev§im RNA genomy vird a dsRNA. RLRs jsou exprimovany
v mnoha bunéénych typech. Mezi nejzndméjsi RLRs patii receptory RIG-I (retinoic acid-
inducible gene I) a MDAS (melanoma differentiation-associated protein 5). Rozeznani vede
k oligomerizaci CARD (caspase recruitment domain) domén RLRs a nasledné interakci s MAVS
proteinem (mitochondrial antiviral-signalling protein) (Obr. 5). Ke zprostfedkovani antivirové
odpovédi spusténé RIG-I receptorem je dillezita ubikvitin ligdza TRIM25 (Gack et al., 2007),
kterd indukuje ubikvitinaci CARD domény, coz vede k efektivni vazbé MAVS a nasledné
aktivaci TBK1 (TANK-binding kinase 1) a IKKe (IkB kinase ¢€), které aktivuji IRF3 (interferon
regulatory factor 3) a IRF7 (Rehwinkel and Gack, 2020)*. Data, kter¢ ziskal Yoneyama a jeho
skupina také naznacuji, ze dochazi i k aktivaci NF-xB signalizace. Aktivované IRF3/7 i NF-xB
vedou k tvorbé IFNs I a aktivaci dalSich antivirovych genti (Yoneyama et al., 2004).

Rodina receptort ALRs, do které spada Absent in melonoma 2-like receptor (AIM?2), Interferon-y
inducible protein 16 (IFI16) i mysi protein p204, rozezndva DNA (Biirckstiimmer et al., 2009;
Unterholzner et al., 2010). Rozeznani DNA v cytosolu pomoci AIM2 vede k tvorbé inflamazomu
a aktivaci kaspazy 1, coz vede k produkei interlekinu 18 (IL-1B) (Obr. 5) (Hornung et al., 2009).
Protein IFI16 se fadi k DNA receptorim vyskytujicich se v cytoplazmé i v jadie. Pokud se virova
sekvence vyskytne v urcitych typech bunék naptiklad v monocytech, je rozpoznavana prave
pomoci tohoto receptoru a prostiednictvim TBK1 a IRF3 indukuje IF116 tvorbu IFN-B. K této
indukci je potfebny i protein oznacovany jako STING (stimulator of interferon genes). V mysich
bunikdch ma podobnou doménovou strukturu jako IFI16 jeho ortholog oznaovany jako p204.
Byla proké4zana i schopnost interakce IFI16 s NF-xB i IRF3 v drahach spojenych s DNA detekci
(Unterholzner et al., 2010). V keranocytech spolupracuje IFI16 se senzorem cytosolické DNA
oznacovanym jako cyklickhi GMP-AMP syntaza (cGAS) na aktivaci vrozené¢ho imunitniho

systému. V piitomnosti cizi DNA spolu ¢cGAS a IFI16 interaguji a tvoii vazebnou platformu
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praveé pro tuto cizi DNA. Dohromady jsou nutné k aktivaci STING proteinu, jeho fosforylaci
a nasledné indukci IFNs. Zaroven jsou IFI16 a ¢cGAS nezbytné pro Uplnou aktivaci imunitniho
systému. IFI16 samo o sobé neni nutné k produkci cGAMP (cyklicky guanosin monofosfat-
adenosin monofosfat), ale je dilezité pro aktivaci STING proteinu jako odpovéd’ na exogenni
cGAMP. Data ze studie Almine a spol. naznacuji, Ze k aktivaci STING jsou potiebné dva
nezavislé stimuly, a to od cGAMP a od IFI16 (Almine et al., 2017). IFI16 a cGAS patii

v soucasnosti mezi nejlépe prostudované DNA senzory.

Senzor ¢GAS detekuje patogenni DNA v cytosolu (Obr. 5). Muze se vyskytovat 1 v bunééném
jadie, kam se translokuje pfi poSkozeni tamni DNA. Senzor cGAS je inhibovan tak, aby
nerozeznaval hostitelskou DNA tim, Ze hostitelskd DNA se vyskytuje v podobé chromozomu
v komplexu s histony (Kujirai et al., 2020). Navazani DNA na cGAS v cytosolu katalyzuje vznik
cGAMP z ATP a GTP. Cyklické GAMP nasledné interaguje s proteinem STING. Dojde ke
konformaénim zménam na proteinu STING, které maji za nésledek aktivaci TBK1, IRF3
a NF-kB (Tanaka and Chen, 2012). Draha spojena s cGAS tak aktivuje indukci interferonu typu I
a indukeci prozanétlivych cytokinii (Sun et al., 2013).

DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors) je dalsi cytosolicky DNA senzor, ktery
aktivuje vrozenou imunitni odpovéd’. Pokud DAI navaze dsDNA, tak podobné jako dalsi DNA
receptory asociuje s TBK1, aktivuje tak IRF3 a pravdépodobné 1 IRF7 a reguluje tim indukci IFN
I (Takaoka et al., 2007).

3.1.2. Obranné molekuly

Cytokiny jsou latky proteinové povahy, které zajiStuji mezibunéénou komunikaci a hraji dtlezitou
roli v obrané proti patogentim u obratlovci. Do skupiny cytokini spadaji molekuly jako jsou
chemokiny, interferony a interleukiny. Interferony slouZzi jako hlavni latkova obrana vrozeného
imunitniho systému proti viriim a jsou také dulezité k aktivaci adaptivniho imunitniho systému.
Interferony jsou rozdéleny do 3 rodin: typ I, typ II a typ III. Na obranu proti virim jsou dtilezité
zejména [FNs I (IFN-o, IFN-B a dalsi) a IFN III (IFN-A) (Lazear et al., 2019)*. IFNs I jsou
produkovany autokrinné i parakrinné, miizou se tak vazat na interferonové receptory téch samych
bungk, co je produkovaly. Produkované IFNs se vazi na receptory okolnich bunék a stimuluji
signalni drahy vedouci k expresi interferonem stimulovanych geni (ISGs). IFNs aktivuji
predevsim signalni drédhu JAK-STAT (Janus kinase — Signal transducer and activators of
transcription pathway) (Obr. 7), ale IFN III mlze aktivovat i MAP (mitogen-activated protein
kinase) signalizaci (Zhou et al., 2007).
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3.1.3. Imunitni drahy vedouci k tvorbé interferoni a dalSich cytokinu dilezitych pro

obranu proti PyVs

Detekei slozek polyomavirG receptory (neboli sensory) jsou aktivovany dalSi komponenty
signalni drah imunitniho systému, coz vede k produkci prozanétlivych molekul. VétSinou jsou
aktivovany hlavné dvé signdlni drahy, konkrétné draha vedouci pies NF-kB a draha, ktera vede

k aktivaci TBK1 a IRF3/7.

Transkripcni faktor NF-xB je schopny regulovat mechanismy jak vrozené, tak adaptivni imunity.
Skladd se z péti komponent: NF-xB1 (p50), NF-xB2 (p52), RelA (p65), RelB a c-Rel
(Oeckinghaus and Ghosh, 2009)*. Aktivace NF-kB je charakteristicka pro vétSinu virovych
infekei a zaroven je NF-kB komplex vyZadovan jako transkripéni faktor k expresi virovych gent.
Drahy vedouci k aktivaci NF-kB mohou blokovat apoptozu, prodlouzit zivot hostitelské buiky,
zaroven spousti expresi mnoha prozanétlivych genti, mezi kterym jsou i ty, které koduji cytokiny.
Rozeznani zénétlivych stimuli nebo rozeznani PAMPs pomoci PRRs zahajuje signaliza¢ni
kaskadu, ktera vede k aktivaci kindzové komplexu IkB (IKK; inhibitor of nuclear factor-xB
kinase). Kanonicka draha vede k degradaci IkB a translokaci NF-kB komplexi do jadra (Obr. 5).
IKK komplex zahrnuje katalytické podjednotky IKKa, IKKPB a nekatalytickou regulacni
podjednotku NEMO (NF-kB essential modulator) ozna¢ovanou také jako IKKy. Aktivovany IKK
komplex fosforyluje IkB (inhibitor of nuclear factor-xB), coZ vede k jeho ubikvitinaci, nasledné
degradaci a uvolnéni dimeru NF-«xB, ktery nasledné translokuje do jadra. V jadre indukuje NF-kB
transkripci IFNs I a dalSich cytokini (Liu et al., 2017)*. Viry casto tuto drdhu moduluji a
v n€kterych piipadech ji inhibuji, a to bud’ pres sekreci inhibitoru ligandi NF-xB drahy, dale skrze
inhibitory signalizace zprostiedkované TLRs, inhibitory IKK komplexu nebo tak, ze zabrani
vstupu NF-kB do jadra (Griffiths et al., 2013; Shahzad et al., 2013). Nekanonicka NF-xB dradha
misto degradace IkB aktivuje NF-kB komplex RelB/p52 pomoci upravy prekurzoru NF-xB2
(p100) a tvorby NF-xB2 (p52) zjeho prekurzoru pl100. Tato drdha zavisi na NIK (NF-«xB-
inducing kinase), ktera reguluje ipravou p100 (Xiao et al., 2001).

Imunitni drahy zprostfedkované proteinem STING vedou k aktivaci komplexu IKK (Obr. 5)
(popsano vyse) a k aktivaci IRF3/7 (Obr. 5). Béhem virové infekce adaptorové proteiny MAVS,
STING nebo TRIF (toll-interleukin 1 receptor (TIR)-doména obsahujici adaptér indukujici IFN-3)
prenaseji signal z RIG-I, cGAS nebo TLR4 (Obr. 5). VSechny tyto proteiny obsahuji stejny motiv,
ktery je fosforylovan pomoci IKK a/nebo TBK1. Fosforylované adaptorové proteiny se nasledné
vazi na IRF3 a rekrutuji IRF3 pro fosforylaci a aktivaci pomoci TBK1. Fosforylované IRF3 se

nasledné disociuje od adaptorovych proteinti, dimerizuje a se piesouva se do jadra, kde spousti
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produkci IFNs a jinych cytokint. Fosforylace adaptorovych proteint je nezbytny a konzervovany

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

Detekce viru vrozenou imunitou
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Obrazek S: Schematicky zobrazena detekce virti vrozenym imunitnim systém. Membranové CLRs
a TLRs detekuji virové strukturni proteiny. Tato detekce spousti NF-kB drdhu nebo drahu
zprosttedkovanou pies IRF3/7. Obé drahy vedou k produkci interferonti. Endozomalni TLRs detekuji
virové nukleové kyseliny a detekce vede taktéz ke spusténi drahy pres NF-kB nebo IRF3/7. V cytoplazmé
detekuje PAMPs a DAMPs NLRs, coz vede k tvorbé inflamazomu a bunééné smrti. RLRs receptory
detekuji dsRNA v cytoplazmé a vedou k produkci IFNs a cytokint pfes NF-kB nebo IRF3/7. Sensor cGAS
detekuje DNA v cytoplazmé a pies adaptorovy protein STING vede detekce opét k produkci IFNs a
prekurzoru pro IL-1, jenZ v buice projde maturaci a je prendsen spolecné s IL-18 ven z buiiky (pfevzato
od (Carty et al., 2021)* a upraveno).

Nekanonicka aktivace STING, ktera je nezavisld na cysolickém receptoru cGAS, je
zprostiedkovand vazbou proteinu IFI16 spolu s faktory poskozeni DNA jako je kinaza ATM
(ataxia-telangiectasia mutated) (Obr. 6). To vede k tvorbé alternativniho komplexu, jehoZz sou€asti
je fosforylovany p53, IFI16 a E3 ubikvitin ligdza TRAF6 (tumor necrosis factor receptor
associated factor 6). Tento komplex je zodpovédny za ubikvitinaci proteinu STING a ma za
nasledek aktivaci NF-kB v zavislosti na posSkozeni DNA a indukci alternativni STING-dependetni
expresi genll. STING tak funguje jako adaptorovy protein, ktery aktivuje imunitni odpovéd’ i pii
poSkozeni jaderné DNA (Dunphy et al., 2018). V porovnani s kanonickou dradhou
zprostfedkovanou STING proteinem, kde je tento protein fosforylovany (P), je STING v
nekanonické draze ubikvitinovany (Ub).
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eytosolickd dsDNA  Obrazek 6: Schematické zobrazeni kanonické

poikozend DNA
' W W STING drahy (vpravo) a nekanonické STING
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cytosol @ drahy (vlevo). Nekanonicka draha je aktivovana
poskozenim DNA, coz aktivuje ATM a PARP-1
O (poly (ADP-ribose) polymerase 1). ATM kinaza

23 cGAMP fosforyluje (P) p53 a indukuje vznik komplexu,

ktery se sklada zIFI16, p53, TRAF6
a ubikvitinovaného STING (Ub). Dojde k aktivaci
TBK1, IRF3 a hlavn¢ NF-xkB a expresi IFN-f.
Kanonicka aktivace proteinu STING, ktera je

spusténa detekci dsDNA v cytosolu a tvorby

f
Qm:‘g 2°3'cGAMP vede k tvorbé komplexu slozené¢ho
z IF116, fosforylovaného (P) proteinu STING
Exprese IFN-f indukovand Exprese [FN-Bindukovand g payizanym 2"3'cGAMP a fosforylované TBK1.
pogkozenim DNA dsDNA v cytoplazmé

TBKI1 aktivuje zejména IRF3, méne pak NF-kB,
coz vede opét k expresi IFN-B (pfevzato od
(Dunphy et al., 2018) aupraveno) .
Po tom, co dojde k indukei IFNs a prozanétlivych cytokinti se aktivuji drahy na nich zavislé jako
je JAK-STAT draha, kterd se sklada zreceptoru, kindzy a transkripéniho faktoru (Obr. 7).
S receptorem jsou asociované kindzy JAKs (Januse kinases). Po navazani IFNs na receptory, na
kterych jsou piitomné TYK2 (tyrosin kinaza 2) a JAK1, dojde k autoaktivaci JAKs (Feng et al.,
1997). Aktivované JAKs nasledné fosforyluji intracelularni Casti receptort, které reguluji
fosforylaci a aktivaci STATs (Signal Transducer and Activators of Transcription). STAT, které
jsou fosforylované pomoci JAKs, nasledné translokuji do jadra, kde svoji vazbou na GAS (y-IFN
activation site) elementy aktivuji transkripci ISGs (geny stimulované interferonem). Dilezity
transkripéni komplex se oznacuje jako ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) (Schindler et al.,
1992). Sklada se zaktivovanych forem STAT1 a STAT2 spolu s nefosforylovanym IRF9
(Platanitis et al., 2019). Tento komplex aktivuje specifické elementy zndmé jako ISREs (IFN-
stimulated response element) (Obr. 7). ISREs jsou v promotorech ur€itych ISGs a iniciuji jejich
transkripci (Kessler et al., 1990). ISGs moduluji integritu nukleové kyseliny, vstup viru do
bunky, translaci proteinti a vystup viru. Vétsina jejich funkei stale zliistava neznama (Schneider et

al.,, 2014)*.
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V zavislosti na poskozeni DNA buiiky je v buiice spusténa signaliza¢ni kaskada ozna¢ovana jako
odpovéd’ na poSkozeni DNA (DDR). Tato draha je kromé jinych mechanismli zprostfedkovana
kindzami ATM a ATR (ATM and Rad3-related) (Falck et al., 2005). Kindzy ATM a ATR cili na
CHKI1 (checkpoint kinase) a CHK2 a snizuji tak aktivitu CDK (cylin dependent kinase) riiznymi
mechanismy vcetné¢ aktivace transkripcniho faktoru p53 (Cheng and Chen, 2010; Liu et al., 2000;
Matsuoka et al., 2000). Aktivace téchto kindz zlomy v DNA vede k indukci proteint, které jsou
soucasti oprav DNA a udrzovani integrity genomu a pieziti buiky. DDR drdha miZze pusobit
antivirové, na druhou stranu fada viril tuto drdhu aktivuje a vyuziva ji ke své replikaci (Weitzman

and Fradet-Turcotte, 2018)*.

3.1.4. Restrik¢ni faktory namiiené proti PyVs

Béhem napadeni bunék patogenem hraji dilezitou roli v tivodni odpovédi buniky na pfitomnost
patogenu slozky vrozené (intrinsic) imunity. Soucasti této slozky imunity, kterd je soucasti
antivirové odpovédi, jsou i restrikéni faktory, které v se buiikach vyskytuji uz pred infekci, ale

jejich mnozstvi mize byt béhem infekce zvyseno.
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Skupina APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) je
rodina cytidin deaminaz, které jsou zavislé na zinku. Jejich aktivita vede k deaminaci cytosinu
a vzniku uracilu. Editace mize probihat jak na ssDNA, tak na RNA. U lidi se tato rodina sklada
z AID (activation induced deaminase), APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3, APOBEC4. Skupina
APOBEC3 (A3), ktera se sklada z proteinit A3A, A3B, A3C, A3D, A3F, A3G a A3H, putsobi
predevsim jako deamindzy ssDNA. Tyto enzymy jsou schopné branit replikaci mnoha DNA vira
a degradovat jejich DNA, uplatiiuji se tak ve vrozené imunité, dilezité jsou hlavné A3A, A3B,
A3F a A3G. Zaroven jsou A3G, A3F a A3H, méné pak A3B a A3C schopné inhibovat infekci
nékterymi RNA viry a retroviry, ale jsou schopné i cilit na vlastni hostitelskou RNA 1 DNA.
Aktivaci A3 proteintl zprostiedkovavaji zanétlivé procesy (Moris et al., 2014; Salter et al., 2016)*.
Konkrétné, pii infekcich mohou skupiny deaminaz APOBEC1 a APOBEC3 zptisobit mutace,
které vedou ke vzniku nadorti (Harris et al., 2002). ZvySena exprese nékterych proteinti ze

skupiny APOBEC3 je stimulovana IFN-a (Bonvin et al., 2006).

Dalsi ze slozek ,,intrinsic* imunity jsou v jadie bun€k se nachazejici struktury bez membrany
oznacované jako jaderna téliska PML (PML NBs, promyelocytic leukemia nuclear bodies). Do
této skupiny jadernych bezmembranovych struktur spadaji napiiklad Cajalova téliska, jaderné
»speckles® nebo jadérko (Mao et al., 2011)*. PML NBs maji globuldrni strukturu. Skladaji se z
PML proteinu, ktery se v buiice vyskytuji v n€kolika izoformach. PML protein je soucasti TRIM
(tripartite motif) rodiny, je nutny k SUMOylaci PML NBs a diky tomu ovliviiyje 1 tvorbu a
degradaci PML NBs. Dale se PML NBs skladaji ze stale ptitomnych proteinu napt. Daxx (death
domain associated protein) nebo SP100 (speckled 100) a také proteind, které jsou rekrutovany do
PML NBs na zakladé¢ stresovych podminek. Jejich mnozstvi a velikost je regulovano podle toho,
o jaky bunéény typ se jedna, v jaké fazi bunééného cyklu se bunika nachédzi a jaké stresové
podminky na buiiku piisobi. PML NBs jsou jednak stimulované IFNs, jednak ko-aktivuji
bunécné geny pro IFNs i dalsi cytokiny a ISGs. Také se uplatiuji pii detekci virdt a nasledné
imunitni reakci. Inhibi¢ni funkce PML NBs byla popsana pro mnoho virti, pfi¢emz pro mnoho
z nich byly zaroven identifikovany virové antagonistické proteiny kolokalizujici s PML NBs a
narusujici jejich funkci. Déle jsou PML NBs diilezité i1 v regulaci bunééné transkripce, udrzovani
stability genomu, béhem bunécného déleni nebo apoptézy (Chang et al., 2018; Scherer and
Stamminger, 2016)*. Zaroven mohou mit urcit¢ komponenty PML NBs na viry pozitivni vliv a
tvofit prostiedi pro jejich transkripci a replikaci. Rada proteini PML NBs, véetné proteinu PML
jsou indukovatelné IFNs (Hofmann et al., 2021).
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TRIM proteiny jsou rodinou E3 ligdz a také sou€asti bunécnych restrikénich faktort. Jednotlivé
TRIM proteiny jsou charakteristické pro jednotlivé bunécné kompartmenty (Reymond et al.,
2001). Maji dulezitou roli v signalizaci receptori béhem detekce patogent. Jsou schopné

aktivovat zdnétlivou a vrozenou imunitni signalizaci pomoci aktivace NF-xB (Uchil et al., 2013).

4. Vliv struktur polyomaviri na vrozenou bunéénou imunitu

4.1.SV40

Opi¢i polyomavirus SV40 je rozsdhle studovany modelovy polyomavirus patfici do rodu
Betapolyomavirii podobné jako nejvice studované lidské Betapolyomaviry BKPyV a JCPyV.
Nicméné zatimco interakce a funkce casnych T antigenti SV 40 ve virové replikaci a transkripci
a v ovlivilovani bunééné proliferace a transformace byly rozséhle a intenzivné studovany, studium
jejich interakci se sloZkami vrozené imunity v infikovanych nebo transfekovanych buiikach je

v zacatcich.

V roce 2010 Rathi a spolupracovnici zjistovali zmény genové exprese indukované piitomnosti
LT antigenu SV40 v mysich embryondlnich fibroblastech (MEFs). Vedle velkého mnoZstvi genti
se zvysenou nebo snizenou transkripci, zahrnujici konkrétné geny, jejichz produkty ovliviuji
bunécny cyklus, strukturu chromatinu, DNA replikaci, opravy (repair) a transkripci, identifikovali
neo¢ekavané v bunkach produkujicich samotny LT antigen SV40 zvySenou expresi n€kolika genti
s funkcemi spojenymi s odpoveédi imunitniho systému. Piitomnost LT antigenu SV40 zvySovala
hladinu mRNA fady genti stimulovanych interferonem (ISGs) a také napf. hladiny mRNA pro
STATI1 a STAT2. Mutacni analyza ukazala, ze pro tuto zménu regulace ISGs je nezbytna
chaperonova J-doména LT antigenu. Exprese ISGs zavisi na transkripénim faktoru STAT1 a na
signaliza¢ni kaskad¢ s nim spojené. LT antigen je schopny indukovat fosforylaci STATI1, coz
muze vést k aktivaci interferonové signalni drahy, kterd je nezavisla na produkci IFNs. Autofi
zjistili, ze k uspésné aktivaci STAT1 LT antigenem je také nezbytny funkéni pRB vazajici motiv
(LXCXE motiv). Je mozné, Ze LXCXE motiv LT antigenu je schopny vézat dal$i partnery mimo
RB rodiny, které jsou nutné pro aktivaci STAT1 (Rathi et al., 2010). Mechanismus, kterym LT
antigen zvySuje hladinu ISGs neni ve studii objasnény. STAT1 a ISGs maji nezbytnou roli ve

zprostfedkovani antivirové odpovedi LT antigenem (Giacobbi et al., 2015).

Zaroven vznikala fada studii, které dohromady alespon ¢astecné osvétlily mozny mechanismus
indukce exprese ISGs LT antigenem. Pfedevsim jde o studie uvadéjici, ze infekce SV40 (Boichuk
et al., 2010; Hein et al., 2009; Shi et al., 2005; Sowd et al., 2013; Zhao et al., 2008), ale
1 dalsich polyomavirt (Dahl et al., 2005; Jiang et al., 2012a; Orba et al., 2010) aktivuji DDR
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drdhu pro zajisténi G¢inné replikace jejich genomil a také, Ze exprese LT antigenu samotného je
postacujici pro aktivaci ATM a ATR kinaz. Také se hromadily poznatky o interakcich LT
antigend ziskané studiem role c¢asnych antigeni polyomaviri vbunééné transformaci.
Transformaéni funkce LT antigenu SV40 je dana schopnosti vyvazovat onkosupresory p53
a proteiny retinoblastomové rodiny a inaktivovat jejich funkci. Pro funkci p53 je daleZita jeho
interakce s proteinem CBP (CREB binding protien; {cAMP response element binding protein}
binding protein) a koaktivatorem — histon acetylazou p300, coz 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 navazany p53 je posttranslané modifikovany
acetylaci vazbou k CBP/p300. Exprese LT antigenu SV40 navic indukuje fosforylaci p53.
V komplexu s LT antigenem SV40 je tedy p53 fosforylovany a acetylovany. Interakce pS3 s LT
antigenem SV40 vede k dramatické akumulaci p53 v tomto vysoce stabilnim komplexu. Ackoliv
pS3 je v komplexu s LT antigenem SV40 inaktivovan, komplex mtize mit dalsi funkce netykajici
se bun&cné transformace. Interakce p53 s LT antigenem je zprostfedkovana J-doménou LT
antigenu. LT antigen SV40 mtize zvysit fosforylacni stav asociovaného p53 zpiisobem, ktery je
zavisly na kinazdch ATM a/nebo ATR. Interakce LT antigenu s proteinem p53 se ukazala byt
nutnou pro interakci mezi LT antigenem a CBP/p300 (Borger and DeCaprio, 2006).

Cotsiki a spolupracovnici ukazali, ze LT antigen je schopny vazat kontrolni protein mitotického
vieténka Bubl (serin/threoniova kindza spojend se signalizaci pfi tvorb&é mitotického téliska)
(Cotsiki et al., 2004). Pritomnost LT antigenu v bunkach je pfi¢inou genomové nestability i
poskozeni DNA, hlavné vznik dvouietézcovych zlomi, coz je Castecné zavislé i na vazbé proteinu
Bubl. LT antigen ovliviluje rozloZeni aktivované ATM kinazy, coz mtize vést ke zhorSeni ATM
kindzové signalizace (Boichuk et al., 2010). Hein a spolupracovnici ukazali, ze LT antigen je
schopny aktivovat DDR 1 pres interakci s proteinem Bubl a tato schopnost hraje vyznamnou roli

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

Pozdéji A. Forero a spolupracovnici publikovali studii, ve které ukdzali ze, LT antigen SV40
indukuje v lidskych fibroblastech produkci IFNs typu I a nasledné indukuje expresi ISGs aktivaci
DDR. Tato indukce je zavisla na ATM a ATR kindzach. LT antigen iniciuje DDR a ATR kinaza
aktivuje IRF1. Inhibice ATR kinazy snizila stabilizaci IRF1 a ISGs expresi. Indukce DDR LT
antigenem je nezbytnd pro indukci exprese IRF1. Tato prace ukazala zjevnou souvislost indukce

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

Vroce 2018 G. Dunphy a spol. ukdzali, ze poSkozeni DNA muze indukovat nekanonickou
signalni drdhu vedouci ptres ATM a aktivaci STING (nezévislé na cGAS proteinu) k produkci
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interferonu a dalSich cytokinti (Dunphy et al 2018; viz kapitola 3.1.3, str. 13-14). Zdali je tato
draha indukovana v bunikach infikovanych SV40 dosud nebylo zkoumano.

LT antigen SV40 ma ale zifejm¢ schopnost inhibovat indukci IFNs zprostfedkovanou pres
kanonickou cGAS-STING drahu. V experimentech transfekce Casto pouzivané lidské bunky
293T, odvozené z embryondlnich ledvin a obsahujici SV40 LT antigen neprodukuji STING
a nejsou tedy schopné interferonové odpovédi (Reus et al., 2020). Bylo popsano, ze vétsi
onkogenni viry vyvinuly strategie, jak produkci IFNs indukovanou cGAS — STING drahu
potlaovat. Adenovirovy protein E1A nebo papilomavirovy protein E7 vazou STING a brani tak
indukci IFNs. Pro tuto interakci je duilezitd sekvence (LxCxE motiv), kterou oba tyto proteiny
vyvazuji pRB. Vzhledem k tomu, ze LT antigen také obsahuje tuto sekvenci a vaze pRB, byla
absence proteinu STING v buiikdch 293T pfipisovana pfitomnosti LT antigenu (Lau et al.,
2015). Reus a spol. ale zjistili, Ze LT antigen neméni expresi ani cGAS a ani proteinu STING
a neni zodpovédny za ztratu exprese proteinu STING. Nedostatecnd exprese proteinu STING
v téchto buiikach je pravdépodobné zpiisobena chybou v regulaci bunééné transkripce. V této
studii vSak bylo zjisténo, Ze LT antigen je schopny castecné inhibovat aktivity na sekvencich
ISRE a vazebném mistu pro NF-kB. Mechanismus této inhibice je neznamy, ale nezavisly na

LXCXE motivu (Reus et al., 2020).

4.2.BKPyV

Mnoho virti cili svymi strukturami na receptory nebo signalni molekuly, které jsou soucasti
odpovédi buiikky na piitomnost patogenu, aby zablokovaly interferonovou odpovéd vrozené
imunity. Bylo publikovano, Ze pfi infekci endotelidlnich bunék BKPyV nastava indukce drahy
vedouci k produkei interferonu typu I (An et al 2019). BKPyV je schopny infikovat riizné typy
lidskych bunék, a to jak endotelové bunky, tak buiniky priméarniho epitelu a také fibroblasty
izolované z dychaci a vylucovaci soustavy. Riizné typy bun€k vSak vykazuji rozdilné reakce na
infekci BKPyV. Infikované ledvinové proximalni tubularni epitelové buiikky (RPTE), které jsou
hojné vyuzivany pro studium BKPyV in vitro, protoze produktivni infekce v nich probihd velmi
ucinng, nejsou schopné vyvolat podstatnou interferonovou signalizaci v reakci na infekci BKPyV
(de Kort et al., 2017; An et al., 2019). Studium transkriptomt infikovanych a neinfikovanych
bunck neprokazalo zadné podstatné zmény v genech zapojenych do aktivace produkce IFNs nebo
buniky z plic a mocového méchyte jsou schopné produkovat IFN-B a produkovat chemokiny jako
naptiklad CXCL10 (C-X-C motif chemokin ligand 10). V infikovanych endotelovych buikach
dochézi kaktivaci IRF3 a STATI. Na rozdil od RPTE bunék mohou endotelové bunky
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poskytnout pocatecni imunitni ochranu proti BKPyV infekci, kdyz ve vaskularnich endotelovych
burikach se béhem infekce BKPyV zvysuje mnozstvi mRNA pro mnoho ISGs (An et al., 2019).

vvvvvv

bunck proximalniho tubulu ledvin (RPTE; v Abendové studii oznac¢eny jako HPTE) nedochazi
k virem zprostiedkované regulaci gent, které jsou soucasti imunitni odpoveédi (Abend et al.,
2010). Po tspéném infikovani primarnich lidskych rendlnich tubularnich epitelidlnich bun¢k
virem BKPyV, coz dokazovala exprese LT antigenu v bunikach, doslo v buiikdch pouze k slabé
indukci CXCL10 a DAI aZ Sesty den po infekci. Exprese ISGs, IFN-B a IL-6 zlstavala béhem
infekce nezménéna. Tato zjisténi naznacuji, ze BKPyV neindukuje v lidskych rendlnich
tubularnich epitelidlnich burikach antivirovou odpoveéd’ a zaroven aktivné neinhibuje antivirovou
imunitni odpovéd’. V leukocytech méla BKPyV infekce za nasledek zvySenou produkci genovych
produktii, které reaguji na IFNs. Vysledky této studie naznacuji, Ze v rendlnich tubulérnich
epitelidlnich bunikdch by mohly selhdvat mechanismy zodpovédné za rozeznani virové Castice
nebo nektera soucast signalni kaskady (de Kort et al., 2017). Nabizi se i moznost, Ze virus dosud
nezndmym mechanismem pomoci svych proteini zabrafiuje rozpoznani svych antigenii nebo

blokuje slozky signalnich kaskad, které vedou k syntéze ISGs.

Na druhé¢ strané vysledky Ribeirovy studie vzorkl ziskanych biopsii ledvinovych transplantat
a také kultury izolovanych lidskych tubuldrnich epitelidlnich bunék zpacienti s PVAN
(polyomavirus-associated nephropathy) ukazuji zvySenou expresi TLR3, ktery rozpoznava
dsRNA v tubuldrnich epitelidlnich butikdch infikovanych BKPyV, coz vede ke zvySené tvorbé
mRNA pro vznik prozénétlivych cytokinii jako je IL-6 a chemokinim jako CXCL10. Tyto
vysledky naznacuji indukci imunitnich odpoveédi zprostiedkovanou TLR3. Vysvétleni

mechanismu vSak ve studii neni (Ribeiro et al., 2012).

Podle studie Giacobbiho a spol. (zmifované v kapitole 4.1.) je LT antigen SV40 schopny
aktivovat antivirovy stav pii infekci SV40. Tato prace uvadi, ze u BKPyV ma tuto funkci st
antigen, ktery s LT antigenem sdili J-doménu (Giacobbi et al., 2015). Naopak maly t antigen
BKPyV mitiZe blokovat signalizaci a ubikvitinaci senzoru RIG-I. Poznatky o mechanismu tohoto
ucinku byly ziskdny primarné pii studiu infekce JCPyV a jsou popsany v nasledujici kapitole
(Chiang et al., 2021).

Aktivace DDR neni specificka pouze pro infekci virem SV40, ale je zjevné charakteristickym
znakem polyomavirovych infekei. Stejné jako je DDR aktivovana v buiikéch infikovanych SV40,
tak je DDR, zprosttedkovanda ATM a ATR kinazami, aktivovand i v bunikdch infikovanych
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BKPyV. Jiang a spolupracovnici studovali funkce ATM a ATR v bunikach RPTE. Pouzili malé
interferujici RNA (siRNA) k potlaceni produkce bud ATM nebo ATR nebo obou kinaz
(,,knockdown* experimenty). Indukce DDR pomoci BKPyV je nutn4 pro produktivni infekci a
DDR ziejmé minimalizuje poskozeni DNA béhem infekce. Potlaceni produkce ATM neovlivnilo
expresi virovych gent, ale snizila se i€innost replikace virové DNA a také bylo snizeno mnoZstvi
virového potomstva. Potlaceni exprese ATR ma podobné ucinky a také meéni vyraznéji
posttranslacni modifikace LT antigenu. Pokud je inhibovana jedna nebo druhd kinaza, dochazi

k vaznému poskozeni DNA (Jiang et al., 2012)

ATM kindza je nutna pro efektivni vstup infikovanych bunék do S-faze bunécného cyklu
a zabranéni vstupu do mitotické G2-faze bunéného cyklu. Synergickd aktivace DDR pomoci
kindz ATR a ATM spousti a udrzuje BKPyV-zprostfedkovanou S-fazi bunééného cyklu ke

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

Je mozné, ze virové proteiny jsou samy o sobé schopné indukovat DDR. Tyto studie byly
provadény v RPTE buiikach, ve kterych neni indukovana IFNs a exprese ISGs (An et al., 2019;
de Kort et al., 2017). Zdali virem navozena DDR aktivuje nekanonickou drahu vedouci ptes
STING k produkci interferonu, bude tfeba studovat i v jinych buiikach, napt. v endotelidlnich
bunkach, kde indukce tvorby IFNs byla pii BKPyV infekci pozorovana.

Agnoprotein BKPyV se v ledvinovych tubularnich buiikach vyskytuje v hojném mnozstvi béhem
pozdni faze replikac¢niho cyklu (Leuenberger et al., 2007). Agnoprotein se vaze na mitochondrie
stejn¢ jako je na né navazany protein MAVS (Obr. 8). Agnoprotein je zodpovédny za rozpad
mitochondrii a rozruseni jejich membranového potencialu. Rozpadlé mitochondrie s navazanym
agnoproteinem a MAVS jsou nésledné ter¢em mitofagie zprostiedkované proteinem p62 a LC3
(1A/1B-light chain 3) (Obr. 8), ktery je vyuzivan jako marker pro autofagii. LC3 tidi hlavni kroky
béhem autofigie (Pankiv et al., 2010). Tim, Ze MAVS zlstavaji navdzané na fragmenty
mitochondrii a jsou nasledn¢ degradovany v lysozomu, se snizuje jejich mnozstvi v buiice.
Agnoprotein také naruSuje translokaci IRF3 do jadra blokaci TBK1 a tim i signalizaci vrozené¢ho
imunitniho systému a tvorbu IFNs I (Obr. 8). Replikace BKPyV je citlivad na IFN-p, ktery ji je
schopny inhibovat. Agnoproteinem zprosttedkovany rozpad mitochondrii je spojeny se snizenim
exprese IFN-fB, kterd je indukovand MAVS po rozpoznani virovée RNA. Témito mechanismy
agnoprotein usnadiiuje replikaci BKPyV. Agnoprotein snizuje schopnost detekce cytosolické
DNA a RNA imunitni syst¢émem. Podobné jsou schopné rozrusit mitochondridlni sit’ i JCPyV

a SV40 (Manzetti et al., 2020)
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Obriazek 8: Vliv agnoproteinu na mitochondrialni sit’ a na rozeznavani BKPyV vrozenym imunitnim
systémem. Agnoprotein (Agno) blokuje detekci nukleové kyseliny v cytoplazmé zprostitedkovanou STING
blokaci aktivace TBK1, které by, pokud by bylo aktivované, dale fosforylovalo (P) IRF3. Fosforylované
IRF3 by translokovalo do jadra, kde by se vazalo na ISRE a spoustélo produkci IFNs 1. Dale se agnoprotein
vaze na mitochondrie pii jejich fragmentaci a degradaci spolecné s MAVS. Degradace mitochondrialnich
fragmentti je zprostfedkovana p62 a LC3. EVGR (early viral genomic region) oznaCuje Casnou oblast
genomu, LVRG (late viral genomic region) oznacuje pozdni oblast genomu (pievzato od (Manzetti et al.,
2020) a upraveno).

Péatrani po studiich interakci Py Vs struktur s restrikénimi faktory piirozené (intrinsic) bunécné
imunity nepfineslo mnoho informaci. Restriktivni funkce cytosin deaminaz rodiny APOBEC3

byla pozorovéana u fady virti (Kanagaraj et al., 2019; Warren et al., 2014).

Béhem infekce BKPyV jsou enzymy ze skupiny APOBEC3 regulovany LT antigenem. K tém
enzymum, jejichZ hladina je specificky zvySena patii zejména A3B a A3A. Pro zvySeni exprese
A3B a jeho akumulaci v jadernych kompartmentech sta¢i LT antigen BKPyV, nutny je zejména
jeho LXCXE motiv (Starrett et al., 2019). K podobnému zvyseni hladiny A3B dochazi i u dalsich
lidskych polyomavirt JCPyV a MCPyV. U zminénych PyVs byla prokazéna indukce mRNA pro
A3B na podobné urovni jako u BKPyV, ale mnozstvi na rovni vzniklych proteinti bylo

variabiln€jsi. Nejvyssi urovné indukce mRNA pro A3B dosahl JCPyV. Toto zjiSténi naznacuje,
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ze LT antigeny rliznych polyomavird mohou ovliviiovat mnozstvi A3B s riznou G€innosti. Zda se
ale, ze zvySena hladina A3B bunkach infikovanych BKPyV neni nutnd k produktivni infekci.
Genom BKPyV, ktery je pro A3B preferovany cil vykazuje stopy mutaci, které zpusobily
proteiny rodiny APOBEC (Poulain et al., 2020; Verhalen et al., 2016).

Zvysena aktivita A3B ma zfejmy dlouhodoby evolu¢ni vyznam na skladbu genomu PyVs.
protoZe mutace v této genomové oblasti asto vedou k zastaveni replikaéniho cyklu viru. Casny
regionu genomu PyVs je tak pod nejvétsim muta¢nim tlakem APOBEC (Shapiro et al., 2021).
Aktivita A3A a A3B vede i k poskozeni bunééného genomu 1 diky tomu, ze LT antigen inaktivuje
p53 a pRb (Baker et al., 2022). Na druhé strané podle studie Perettiho a jeho spolupracovnika
mohou mutace genomu BKPyV hostitelskymi A3B umoznit viru skryt se pfed neutralizacnimi
protilatkami a také vstupovat do bun€k pomoci jinych gangliosida (Peretti et al., 2018). Je nutné
dalSich studii k prokézani interakci mezi antigeny BKPyV a proteiny z rodiny APOBEC

a k podrobnému objasnéni mechanismi, kterymi na sebe vzéjemné ptisobi.

Dalsimi restrikénimi faktory, které¢ ovliviiuje infekce polyomaviry jsou PML NBs, které jsou
dobfe znamy pro své antivirové restriktivni funkce a zprostiedkovani odpovédi vrozené imunity
signalizaci IFNs. Schopnost interagovat s PML NBs je mezi DNA viry replikujicimi se v jadfe
znamd a Casto vede k obejiti mechanismu pfirozené (instrinsic) imunity a zahgjeni virové
transkripce a replikace (Berscheminski et al., 2013; Guion et al., 2019). PML NBs jsou spojeny
s misty, kde probihd syntéza virové DNA (Jul-Larsen et al., 2004). Zatimco vétsi viry, jako napf.
herpesviry PML NBs ni¢f, fada polyomavirt replikuje své genomy v bezprostiedni blizkosti PML
NBs. Jiang ajeho skupina demonstrovali, Ze infekce RPTE bun¢k BKPyV méla za nasledek
dramatické zmény v mnozstvi a velikosti PML NBs, konkrétné snizeni mnozstvi a zvétSeni PML
NBs. Zaroven doslo k reorganizaci PML NBs, kdy se proteiny SP100 a Daxx, které jsou jinak
stalymi residenty PML NBs, separovaly od komplexu PML NBs. LT antigen se béhem casné faze
infekce vyskytoval u PML NBs, zatimco v pozdni fazi replikacniho cyklu byly v blizkosti PML
NBs lokalizovany genomy BKPyV. Ddle bylo ukazano, Ze ptitomnost LT antigenu k reorganizaci
PML NBs nestataci, ale i aktivni replikace virové DNA je k reorganizaci PML NBs nezbytna.
SniZena exprese PML NBs neméla vliv na replikaci BKPyV v kultufe. AvSak reorganizace PML
NBs je povazovéna za jeden z mechanismi, které vyuziva BKPyV k inaktivaci antivirové funkce

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

JCPyV podobné¢, jako BKPyV persistuji v ledvinach. U imunosuprimovanych jedincii se vSak
JCPyV mize dostat do centralniho nervového systému, kde mize zpusobit destrukci
oligodenocytii a PML. Nedavna prace Chianga a spol. pfiznava, Ze ,,t€mef nic neni v soucasné
dobé znamo o tom, jak je infekce JCPyV kontrolovana odpovédi vrozené imunity a déale zdali
JCPyV vyvinul mechanismy jimiz by antagonizoval protivirovou imunitu® (Chiang et al., 2021).
Prace Chianga a spol. ukazuje, ze v lidskych astrocytech kontroluji replikaci JCPyV senzory
RIG-I a c¢GAS, nikoliv vSak IFI16. Pfi zkoumani, které virové proteiny jsou odpovédné za
ovlivnéni a represi RIG-I se ukazalo, Ze nejvetsi inhibicni u¢inky ma st antigen, slabé inhibi¢ni
ucinky maji také VP1 a VP2. Maly t antigen blokuje indukci INF-f zprostifedkovanou receptorem
RIG-I. Interakénim partnerem st antigenu je ubikvitin ligdza TRIM25, kterd je nutna pro aktivaci
RIG-I. Maly t antigen brani vazbé patogenni RNA na TRIM25 a tim inhibuje jim
zprostfedkovanou ubikvitinaci lysinu 63 na RIG-I receptoru. To mé za nasledek neschopnost
interakce CARD a MAVS a inhibici signalni kaskady vedouci k produkci IFNs. Autofi uvadi, Ze
tento mechanismus potlaceni odpovédi vrozené imunity st antigenem existuje 1 u piibuzného
BKPyV. Bohuzel zvolenym zplGsobem ovéfeni pomoci RNA viru Sendai a ektopicky
exprimovanych jednotlivych proteinit JCPyV nebylo mozné ovéftit, jaky virovy protein inhibuje

cGAS (Chiang et al., 2021).

Star$i prace uvadéji, ze v primarnich lidskych plodovych gliovych buikach (PHFG)
1 v glioblastomové bunécné linii indukuje infekce JCPyV produkci riznych ISGs, mimo jiné napft.
STAT1 podobné jako u bun¢k infikovanych SV40 a BKPyV (viz kapitoly 4.1. a 4.2.). V bunkach,
ve kterych probiha replikace JCPyV se dvojnasobné zvysuje hladina IRF7, ale hladina IRF3 se
nemeéni i kdyz se zvySuje produkce gend, které jsou pomoci IRF3 indukované. Zaroven se neméni
mnozstvi exprese IFN-a a IFN-f po infekci bunek. Indukce ISGs v buiikach infikovanych JCPyV
je tak proces, ktery je nezavisly na IFNs (Verma et al, 2006) podobné jako u SV40 (Rathi et al.,
2010) (viz. kapitola 4.1.).

Prace Assetta a spol. porovnavala JCPyV a BKPyV infekci v lidskych RPTE bunikach. V minulé
kapitole je uvedeno pozorovani, ze RPTE infikované BKPyV nejsou schopné vyvolat podstatnou
interferonovou signalizaci v reakci na infekci BKPyV, ktery se v nich u€inné replikuje (de Kort et
al., 2017; An et al., 2019). Assetta a spol. tuto skutecnost potvrdili. Pozorovali, ze BKPyV infekce
zabiji RPTE buniky béhem 15 dnd. Naopak JCPyV byl schopen ustavit v téchto buinkach
persistentni infekci. Infekce jednim nebo druhym virem indukovala produkci IFNs, ale aktivace

ISGs probehla jen v bunikach infikovanych JCPyV. Indukci IFNs a ISGs v priméarnich lidskych
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ledvinovych epitelovych buiikdch (HRPTE) infikovanych JCPyV potvrdila i1 pfitomnost
fosforylovanych STAT1 a IRF9 v jadrech infikovanych bunék. V infikovanych buitkach JCPyV
se zacina indukovat IFN-B o 3 dny pozdéji nez BKPyV, ale JCPyV je citlivéjsi nez BKPyV na
fyziologické koncentrace IFNs I (Assetta et al., 2016).

Také infekce JCPyV poskozuje DNA buné¢k, a podobn¢ jako u vyse zminénych polyomavirt
aktivuje DDR. Infekce JCPyV indukuje zvysSeni exprese faktoru Rad51, ktery je soucasti oprav
DNA (Obr. 9). Rad51 spolupracuje s transkripénim faktorem NF-kB (konkrétné s p65 a p50) na
aktivaci transkripce gentll z ¢asné oblasti genomu JCPyV (White et al., 2014). DDR tedy stimuluje
tzv. ,aktivaci NF-xB drahy zjadra do cytoplazmy* (,.inside-out NF-kB signalling), ktera je
iniciovan ATM kindzou (Obr. 9). Pokud se v buiice objevi dsDNA zlomy je ATM kindza
autofosforylovana. JCPyV také soubézn¢ zpusobuje redistribuci proteinu NEMO do jadra.
V jadie je na NEMO nejprve piipojen protein SUMO nezavisle na ATM kinaze, ale zavisle na LT
antigenu (White et al.,, 2017). ATM kindza nasledné NEMO fosforyluje, coz vede k jeho
ubikvitinaci (Huang et al., 2015). Ubikvitovany NEMO je poté spole¢né s aktivovanou ATM
kindzou pienesen do cytoplazmy, kde aktivuje IKK, které fosforyluje IkB, coz vede k jeho
degradaci a uvolnéni komplexu NF-kB do jadra (Obr. 9). Aktivace NF-kB je tak indukovana
infekci JCPyV (White et al., 2017).
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Obriazek 9: Schematicky nakres aktivace ,,NF-kB drahy z jidra do cytoplazmy* (tzv. ,,inside-out*)
béhem infekce JCPyV. Infekce bun¢k JCPyV (1.) vedouci k bunéénému stresu a aktivace DDR (2.).
Aktivace ATM (3.) fosforylaci (P). Vazba aktivovaného ATM na NEMO a fosforylace NEMO (4.).
Ubikvitinace NEMO (Ub) a jeho transport z jadra (5.). Aktivace komplexu IKK fosforylaci (6.). Degradace
IkB (7.), vyvazani a uvolnéni komplexu NF-kB (8.) a jeho nasledna translokace do jadra (9.). Mezitim DRR
indukuje Rad51 (10.), které interaguje s NF-kB, které je v jadie (11.) a aktivuje transkripci JCPyV genomu
(12.) (ptevzato od (White et al., 2017) a upraveno).
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Na rozdil od BKPyV, pfi infekci RPTE bun¢k virem JCPyV nedochazi k naruSeni PML NBs
odstranénim proteintt SP100 a Daxx, ale vyznamné se zvySuje mnozstvi PML NBs v burice, coz
je vsouladu se skute¢nosti, ze JCPyV infekce indukuje v téchto buiikdch tvorbu interferonu
a exprese proteinu PML a dalSich proteini PML NBs jsou indukovatelné interferonem (Assetta et
al., 2016). Autofi také ukazali, Ze redukce jaderného PML proteinu v bunikach infikovanych
JCPyV zvysuje virovou naloz, naopak navyseni hladiny PML proteinu v jadie redukuje infekci
(Assetta et al., 2016). Potvrdili tak data, kterd jiz diive ziskal Gasparovic a jeho skupina, ktera
tvrdi, Ze hostitelska odpoveéd’ na ptitomnost JCPyV pravdépodobné brani infekci polyomavirem

zvySenim hladiny PML proteinu v jadfe (Gasparovic et al., 2009).

4.4. MPyV

Mysi polyomavirus slouzil jako modelovy virus v minulosti hlavné ke studiu mechanismi
nadorové transformace. Po objevu dalSich lidskych polyomaviri, miize byt prospésny jako

modelovy virus lidskych Alfapolyomavirit MCPyV, HPyV9 nebo TsPyV.

Ryabchenko a jeho spolupracovnici sledovali indukei interferonu timto polyomavirem v mySich
bunikach. Produkce interferonu infikovanymi buiikami byla detekovatelna az v pozdni fazi
replika¢niho cyklu v dobé, kdy probihé uc¢inné replikace virové DNA v jadfe. Autofi zjistili, Ze
indukce IFNs zavisi na DNA sensoru cGAS a proteinu STING, ktery byl aktivovan fosforylaci.
STING a IRF3 byly fosforylovany piiblizn€ ve stejném case po infekci. Bunky s inaktivovanym
proteinem STING neaktivovaly IRF3. Toto podporuje model kanonické drahy IFNs indukce, ve
kterém STING poméha IRF3 dostat se do aktivniho mista kinazy TBK1. Senzor DNA p204
(ortholog lidského DNA sensoru IF116), je rovnéz dulezity k indukci IFN- béhem MPyV
infekce. Byl soustfedén v mistech replikace virovych genomt. Zptisob, jakym je aktivovan i
jaka je ptresn¢ jeho role v MPyV infekci je prozatim nejasny. Sensor cGAS byl také nalezen
z Casti vjadie, rovnéz v replikacnich centrech genomi MPyV a zc¢asti v cytoplazmé.
V cytoplazmé cGAS kolokalizoval s DNA, ktera unikla z jadra do cytoplazmy (leaked DNA) a
s mikrojadry, jejichz mnoZstvi se zvétSovalo v pribéhu infekce. Unik DNA z jadra do cytosolu i
tvorba mikrojader jsou projevem genotoxického stresu bunék, v tomto piipadé zpiisobeného
MPyV infekci. Autofi rovnéz zjistili, ze prestoze c¢GAS kolokalizuje v jadie s virovymi
genomy, je aktivovan pouze v cytoplazmé. Cyklicky dinukleotid cGAMP, ktery je aktivovanym
senzorem cGAS syntetizovan a nasledné aktivuje STING, byl nalezen pouze v cytoplazmé
infikovanych bun¢k, kdezto v jadfe nebyl detekovan. Vysledky tedy ukazuji, Ze cGAS indukuje
produkci IFNs po rozpoznani DNA (jak virové, tak i bunécné), uvolnéné z jadra do cytosolu i

DNA mikrojader (Ryabchenko et al., 2021)
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Podobné jako v burikach infikovanych ostatnimi studovanymi polyomaviry (viz kapitoly 4.1. az
4.3.), tak 1 v bunikdch infikovanych MPyV dochazi k aktivaci DDR. Vysledky, které ziskali
Heiser a spol., ukazuji na to, ze MPyV vyuziva proteiny DDR drahy podobné, jako vyse
zminéné PyVs. Déle také autofi pomoci infekce bunék MCPyV s mutovanymi st a MT antigeny
demonstrovali, Ze v buiikdch infikovanych MPyV nezavisi aktivace DDR na st ani MT
antigenu, ale ziejmé na LT antigenu (Heiser et al., 2016). Aktivace ATM kinazy LT antigenem
aktivovana ATM dradha DNA oprav je virem vyuzivana k prodluzeni S-faze bunécného cyklu

pro ucinné dokonceni replikace virovych genomu (Dahl et al., 2005)

4.5.MCPyV

Lidsky polyomavirus Merkelovych bunék, podobné jako myS$i polyomavirus patii do rodu
Alfapolyomaviry. V mnohych ohledech se vice podoba mysSimu polyomaviru, néz lidskym
BKPyV a JCPyV. Poznéni, ze v lidskych koznich fibroblastech mtize probihat MCPyV infekce,
umoznilo studium indukce IFNs I v riznych fazich infekce (Krump et al., 2021). Tato studie
odhalila, Ze replikace genomi MCPyV a exprese Casnych gent indukuje zanétlivou odpovéd’ a
indukci ISGs. Odpoveéd’ na infekci MCPyV je zprostiedkovana drahou vedouci pies DNA senzor
cGAS, STING, IRF3 a NF-kB. Zabranéni exprese genti (knockout) pro cGAS a NF-kB metodou
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) vedla ke zvySeni replikace
MCPyV. Nejvétsi efekt na inhibici replikace MCPyV méla neptitomnost cGAS. V bunécném
jadre byl u virovych center replikace lokalizovan také protein IF116. Jeho inaktivace vSak nevedla
ke dramatickému sniZeni indukce ISGs. Misto toho IFI 16 zvySoval produkci zanétlivych
cytokini v zavislosti na pfitomnosti MCPyV alternativnim mechanismem (Krump et al., 2021).
Vzhledem k tomu, Ze ,knockout™ faktorti, které¢ na draze indukce IFNs nasleduji za sensorem
cGAS nelimituje replikaci MCPyV zdaleka tolik, jako absence cGAS, autofi studie spekuluji, Ze
MCPyV vyvinul néjakou strategii, jak tuto drahu indukce IFNs a prozanétlivych odpovédi mafit.
Studium interakci struktur MCPyV s touto drahu a ptipadné dal$imi zapojenymi drahami bunééné

odpovédi na ptitomnost MCPyV planuji autofi do budoucna.

Nicméné starSi prace popisuji n€které interakce Casnych antigent MCPyV, které ovliviuji
bunécnou imunitni odpovéd'. Griffiths a spol. ukazali, Ze st antigen MCPyV je schopny negativné
ovlivitovat prozanétlivou signalizaci v bunkach tim, Ze inhibuje transkripni aktivaci
zprostiedkovanou NF-kB pomoci inhibice adaptorového proteinu NEMO. MCPyV st antigen
nespousti degradaci NEMO, jak by se mohlo zdat, ale inhibuje fosforylaci IkB kinazy a, ktera je

zprostfedkovana IKK komplexem. To, Ze nedojde k fosforylaci IxB kindzy, omezi translokaci

27



NF-kB komplexu do jadra. Tento proces je regulovany interakcemi mezi st antigenem MCPyV
s podjednotkami fosfataz PP4C a PP2A. Maly t antigen tak snizuje hladinu fosforylované¢ho IxB.
Inhibi¢ni efekt st antigenu je specificky pro NF-kB drahu. Maly t antigen pravdépodobné zesiluje
interakce mezi bunéénymi fosfatizami (PP2A a PP4C) a proteinem NEMO. Pro sniZeni
transkripce, na kterou cili NF-kB jsou nutné interakce mezi st antigenem MCPyV, NEMO
a podjednotkami bunécnych fosfataz PP4C a/nebo PP2A (Griffiths et al., 2013).

Pozdé&ji Abdul-Sada se spolupracovniky ukazal, Ze st antigen neinteraguje s NEMO piimo, ale Ze
interaguje nejprve s regulacni podjednotkou 1 protein fosfatdzy 4 (PR4P1). Tvorba komplexu
PP4R1 s katalytickou podjednotkou PP4C je nutnd ke zprostiedkovani vazby st antigenu na
NEMO adaptorovy protein. NEMO tak neni pfimym vazebnym partnerem st antigenu. Tato
interakce je omezena pouze na MCPyV (Abdul-Sada et al., 2017).

Maly t antigen MCPyV umi aktivovat nekanonickou NF-kB drdhu (ncNF-kB) tak, aby se
infikované buiiky vyhnuly stdrnuti bunék a zaroven zapocala jejich proliferace. Aktivuje ji tim, Ze
podnécuje metylaci histonu H3, zvysSenou transkripci NF-kB2 a RelB a také stabilizaci NF-xB2.
V bunkach, které produkuji st antigen polyomavirt HPyV6, HPyV7 nebo MCPyV byla
1 zaznamenana exprese SASP genil (senescence-associated secretory phenotype). Maly t antigen
MCPyV je také schopny aktivovat a stabilizovat c-Myc (Zhao et al., 2020). Pro zménu exprese
SASP a aktivaci ncNF-kB je nutna stabilizatni doména LT antigenu (LSD doména), kterd se
vyskytuje i na st antigenu MCPyV (Kwun et al., 2013). HPyV6 a 7 aktivuji kanonickou NF-«xB
drdhu vedouci k indukei aktivace prozanétlivych genti. Malé t antigeny HPyV6 a HPyV7 na
rozdil od st antigenu MCPyV indukuji snizeni exprese inhibitori, které jsou zapojené do
bunécéného starnuti, jako je napiiklad p53. HPyV6 a 7 tak indukuji bunééné starnuti, které je
zavislé na p53 (Zhao et al., 2020). Maly st antigen stabilizuje pomoci své LSD domény bunétné
onkogeny jako je c-Myc a inhibuje jejich degradaci. Mutace LSD st antigenu MCPyV snizuji
hladinu LT antigenu. Maly t antigen MCPyV tak zifejm¢ inhibuje proteozomalni degradaci LT
antigenu, inhibuje tak obrat LT antigenu v bunikdch (Kwun et al., 2013).

Brd4 (bromodomai-containig protein 4) interaguje s LT antigenem MCPyV a ma dileZitou roli
1 v replikaci virové DNA (Wang et al., 2012). Zaroven se zda, ze by tento protein mohl mit vliv na
signalni drdhu spojenou s NF-kB. V buiikach, které exprimuji T antigeny MCPyV dochazi
k podobné aktivaci imunitniho systému LT antigenem jako popsano vyse u SV40 (Richards et al.,
2015). Bdr4 se specificky vaze na acetylovany transkripéni faktor NF-kB p65 a koaktivuje
transkripci. Bdr4 je soucasti regulace aktivace JCPyV v gliovych buiikdch (Wollebo et al., 2016).
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Skupinu Shahzada a jeho spolupracovnikli zajimalo, zdali je aktivita endozomalniho DNA
receptoru TLRY, jehoz aktivace je spojena s aktivaci NF-kB a produkci prozanétlivych cytokinii,
potlacovana pisobenim komponent MCPyV. Zjistili, Zze v epitelidlnich bunkach a také v bunkach
Merkelova karcinomu vede pfitomnost LT antigenu ke snizeni exprese TLR9 (Shahzad et al.,
2013). Zitejmé 1 st antigen Castecné inhibuje produkci TLRY, protoZe inhibice produkce st
antigenu MCPyV méla za nésledek zvyseni hladiny hladina mRNA pro TLRO. LT antigen béhem
infekce cili na sniZeni hladiny mRNA pro C/EBPB (CCAAT-enhancer-binding proteins)
transaktivator, coz je pozitivni regulator promotoru TLR9 (Takeshita et al., 2004). Mutace ve
vazebném misté pro C/EBPJ faktor v promotoru genu pro TLRY zabranila snizeni hladiny TLR9
casnymi antigeny MCPyV. Snizena aktivita TLR9 promotoru je tedy efektivnéjsi, pokud jsou
exprimovany vSechny Casné geny MCPyV, a ne pouze LT antigen. K ¢astecné inhibici exprese
TLRY v piitomnosti ¢asnych genovych produktii polyomavird dochazi i u BKPyV, JCPyV,
WUPyV, KIPyV a SV40. Uginnymi inhibitory exprese TLR9 se ukazaly byt jenom BKPyV
a MCPyV, ve kterych byly hladiny mRNA pro TLR9 vyrazn¢ snizené (Shahzad et al., 2013).
Exprese TLR2, 4, 5, 7 a 9 byla pozorovana ve vétsSingé vzorki karcinomu Merkelovych bunék.
Avsak pouze snizena hladina TLRO silné korelovala s pozitivitou téchto vzorkd na ¢asné proteiny

MCPyV. TLRs receptory ziejmé hraji vyznamnou roli v biologii nddort (Jouhi et al., 2015).

Podobné jako u BKPyV (viz kapitola 4.2.) enzymy z rodiny APOBEC3, konkrétné¢ A3A, A3B
nebo A3G, které indukuje IFN-y, zptisobuji mutace v genomu MCPyV (Que et al., 2022).

5. Zavér
Vyzkum struktur polyomavirt a jejich interakci se slozkami bunééné vrozené imunity je pomérné
nové téma, protoze na rozdil od RNA sensorti, fada DNA senzorti a dréhy jimi aktivované byly

poznany pozdgji.

Béhem vstupu do buiiky a cesty do bunécného jadra jsou PyVs ukryty pied cytosolickymi sensory
v endozomech, ve kterych putuji az do endoplazmatického retikula. Jedinou pfileZitosti pro
rozpoznani polyomavirit vstupujicich do bun¢k by mohla byt doba, kdy se castecné rozvolnéné
viriony fady polyomaviri dostavaji z ER do cytosolu pied dopravou genomi do jadra. Avsak ani
v té dob¢ nedochazi k detekovatelné indukci IFNs. Ta nastavé u studovanych PyVs az, kdyz probiha
transkripce a replikace PyVs (Chiang at al., 2021; Krump et al., 2021, Ryabchenko et al., 2021).
Endozomalni senzory rozpoznavajici DNA - TLR3 a TLR9 se tedy zjevné také neuplatiuji
vyznamné v indukci interferonu v primarné infikovanych bunéénych kulturdch pravdépodobné

proto, ze v endozomech je virovda DNA chranéna kapsidou a bunécnymi histony. Nicméné,
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schopnost ¢asnych antigenit MCPyV a také BKPyV inhibovat expresi TLR 9 (Shahzad et al., 2013)

ukazuje na potiebu Py Vs negativné regulovat prozanétlivé odpovédi vyvolané timto receptorem.

Mnoh¢ studie demonstrovaly, Ze spolecnym znakem infekci PyVs je aktivace ATM/ATR kinaz
a navozeni DDR LT antigenem. Jak ze studii vyplyva, PyVs tuto aktivaci potfebuji k prodlouzeni
S-faze a k ucinné a bezchybné replikaci virovych genomti (Justice et al., 2019). Poskozeni DNA
vSak mize aktivovat v r. 2018 popsanou nekanonickou dréhu indukce IFNs a dalSich cytokint
vedouci pres ATM (nezavisle na sensoru cGAS) k aktivaci STING a NF-«B (Dunphy et al 2018).
Je otazkou, zdali tato draha vede k produkci IFNs a dalSich cytokint pfi infekei Py Vs nebo je virem
potlacena a jakymi mechanismy se tak déje. I aktivace sensoru cGAS v kanonické draze indukce
IFNs, uplatiyjici se v infekci MPyV, MCPyV a JCPyV (Chiang et al.,2021; Krump et al., 2021,
Ryabchenko et al., 2021), je zfejme dusledkem DDR a genotoxickém stresu, jak ukazala prace
(Ryabchenko et al., 2021). V indukci prozanétlivych cytokinti a IFNs infekci polyomaviry se
uplatiiuje také draha vedouci pies RIG-I aktivovana virovymi RNA transkripty. Praice Manzettiho a
spol. vysvétluyje mechanismus, jakym tuto drdhu utlumuje agnoprotein u vSech studovanych
polyomavirt, které tento pozdni protein produkuji (Manzetti et al., 2020). Také st antigen muze
zeslabovat prozanétlivé odpoveédi buiiky zacilenim na protein NEMO, jak bylo ukazano u infekce

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

Zajimavé jsou publikace (de Kort et al., 2017; An et al., 2019) ukazujici na skute¢nost, ze vztahy
polyomavirii a mechanismil vrozené¢ imunity mohou byt velmi odlisné v riiznych bunkach, jak
ukazuje umlceni drah indukce IFNs odpovédi v RPTE buiikach, avSak nikoliv v endotelialnich
buiikach pii infekci BKPyV. Naopak, velmi piibuzny JCPyV indukci IFNs v RPTE bunkéch
odpovéd’ imunitniho systému interferonem neinhibuje, coz se projevuje odliSnostmi v patogenicité

a navozeni persistence obou virt.

Z restrik¢nich faktortt byly studovany u polyomaviri vztahy s enzymy z rodiny APOBEC3.
Mutace, které¢ zavadéji tyto enzymy do genomt PyVs mohou mit pro virus, jak restrikéni, tak
i pozitivni ucinky (Peretti et al., 2018; Shapiro et al., 2021; Baker et al., 2022; Que et al., 2022).
Vsechny studované polyomaviry replikuji a transkribuji své genomy v bezprostiedni blizkosti
jadernych télissk PML NBs. Restrikéni u¢inky PML NBs byly pozorovany u infekce BKPyV
a JCPyV. Prvni jmenovany, BKPyV, je schopen narusit funkci PML NBs vylouc¢enim dvou stalych
slozek, proteinlt SP100 a Daxx v RPTE buiikdch. Naopak pfi infekci virem JCPyV vzriista pocet
PML NBs, coz mlze vzhledem k tomu, Ze produkce PML proteinu a dalsich slozek PML NBs jsou
indukovatelné IFNs, souviset s neschopnosti JCPyV inhibovat produkci IFNs bunikami RPTE.
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Ve studiu vztahli polyomaviri a mechanismi vrozené bunééné imunity je mnohem vice otazek nez
odpovédi. Jejich zodpovézeni vyzaduje dalsi intenzivni vyzkum, ktery by mohl vést k objevu

cilenych terapeutik proti t€émto virm.
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