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Abstrakt

Lidské polyomaviry JC a BK patfi do skupiny malych neobalenych DNA virli a jsou Siroce
rozSifené v lidské populaci. Po zpravidla bezpfiznakové prvotni infekci nasledné pretrvavaji
celoZivotné v organismu ve stavu perzistence. Tato prace si tak klade za cil shrnuti
dosavadnich poznatkli tykajicich se zapojeni jednotlivych imunitnich mechanism,
podilejicich se na imunitnim dohledu vici perzistujicim JC a BK virlm. Z dosud
publikovanych poznatkd vyplyva, Ze imunitni dohled vGci lidskym polyomavirlim predstavuje
velice komplexni proces, kde dilezitym faktorem je zapojeni a spoluprace nespecifické i
specifické imunitni obrany. Dlouhodoby imunitni dohled proti perzistujicim virim je
zprostfedkovan zejména specifickymi T lymfocyty. Pokud je tento imunitni dohled narusen,
mliZe dochazet k reaktivaci téchto virli. DalSi vyznamnou roli v pfipadech reaktivace hraji i
zmeéna cytokinového prostfedi a geneticka vybava jedince. Zminéné dva lidské polyomaviry
navic rozvinuly mechanismus, ktery jim ziejmé umozni CasteCné uniknout pred imunitnim
dohledem. To také otevira otazku, zda timto imunitnim Gnikem nepfispivaji k indukci
tumorogeneze.

Kli¢ové slova: JCV, BKV, perzistence, reaktivace, imunitni dohled, PML, PVAN

Abstract

Human polyomaviruses JC and BK belongs to the group of small non-enveloped DNA
viruses, and are widespread in the human population. After usually asymptomatic primary
infection subsequently persist throughout life in the body in a state of persistence. Thus, this
thesis aims to summarize present knowledge concerning the involvement of immune
mechanisms involved in immune surveillance against persistent JC and BK viruses. The
published findings show that the immune surveillance against human polyomaviruses is a
very complex process where an important factor is the involvement and cooperation of non-
specific and specific immune defense. Long-term immune surveillance against persistent
viruses is mainly mediated by specific T lymphocytes. If this immune surveillance disrupted,
it can lead to reactivation of the virus. The change in cytokine environment and the genetic
makeup of an individual are another important factors in cases of reactivation. The two human
polyomaviruses were developed mechanisms that allow them seemed to partially escape
immune surveillance. It also raises the question whether this immune escape contribute to
induce tumorigenesis.

Keywords: JCV, BKV, persistence, reactivation, immune surveillance, PML, PVAN



1. Uvod
Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry majici za hostitele vysSi obratlovce

véetné Clovéka, pficemz do dnesni doby je popsano deset lidskych polyomavir(i. Polyomaviry
maji, podobné jako dalSi malé DNA viry, tumorogenni potencidl. Ostatné nédzev ,,poly””
pochazi z feckého slova ,,mnoho”’, jelikoZ po aplikaci viru do novorozenych mysi dochazi
k indukci mnohocetnych nadord.

Mezi prvni lidské polyomaviry objevené v 70 letech 20. stoleti patfi JC a BK viry,
pricemz tyto viry nesou pojmenovani podle pacientd, u kterych byly prvné identifikovany.

Polyomavirus JC byl poprvé izolovan z mozkové tkané pacientl trpicich progresivni
multifokalni leukoencefalopatii (PML). Toto demyelinizacni onemocnéni centralni nervove
soustavy je zplsobené lyzou oligodendrocytd infikovanych JCV. Vétsina lidi vSak prodéla
prvotni zpravidla bezpfiznakovou infekci JCV béhem détstvi, poté virus, u zdravych jedincd
bez dalSich komplikaci, pfetrvava po celou dobu jejich Zivota ve stavu perzistence. Avsak
v nékterych pfipadech téZké imunosuprese vyvolané HIV nebo pfi pouZiti imunosupresivni
lé€by, mize dojit k reaktivaci JCV a propuknuti PML. Takrka stejny scénér plati i pro BKV,
ktery byl objeven zhruba ve stejné dobé jako JCV. V pfipadech navozeni imunosuprese u
pacientl s transplantovanou ledvinou mize opét dochazet k reaktivaci BKV, kterd vyvola
onemocnéni zvané polyomavirem asociovana nefropatie (PVAN). To mize v kone¢ném
stadiu vyustit v odhojeni transplantovaného Stépu. PrestoZze jsou v3ak oba zminéné
polyomaviry Siroce rozsifené v lidské populaci, vyskyt PML a PVAN je velmi vzacny. Velice
diskutovanym tématem posledni doby je také spojeni JCV a BKV s vyskytem nékterych typl
rakoviny u Clovéka, nebot’ oba viry koduji ve svém genomu prostiedky, kterymi zfejmé
mohou za urcitych podminek transformovat infikované burky.

Prozatim neni k dispozici ucinny Iék, ktery by zabranil reaktivaci JCV a BKV. Jedinou
mozZnosti pri reaktivaci téchto virl u pacientli s farmaceuticky navozenou imunosupresi tak
nadale z(stdvd pouze moznost sniZzeni této imunosuprese, coz vsak mlzZe mit v pFipadé
autoimunitnich chorob nebo v pfipadé transplantaci dalsi nezadouci Gcinky. Podrobngjsi
pochopeni a objasnéni jednotlivych imunitnich mechanism( podilejicich se na imunitnim
dohledu JCV a BKV, tak predstavuje z&kladni pfedpoklad v boji proti témto lidskym
polyomavirlm. Tato prace si proto klade za cil zhodnotit dosavadni poznatky zapojeni
jednotlivych imunitnich mechanismd, které se podileji na imunitnim dohledu proti JCV a
BKV, pficemZ k objasnéni nékterych imunitnich mechanisml je vyuzit také model mysiho



polyomaviru. Dal$im cilem této prace je zhodnotit do budoucna mozZnosti dalSich vyzkumd

zabyvajicich se obecné otdzkou imunitniho dohledu vici polyomavirtim.



2. Role nespecifické imunity

2.1 Obecna funkce a principy fungovani nespecifické imunity proti virové

infekci
Nespecifickd imunita rozpoznava a eliminuje invazivni patogenni mikroorganismy,

jako jsou bakterie, kvasinky a také viry. Pfedstavuje proto prvni linii obrany proti vnikajicim
patogendim, nicméné ¢asto neni schopna sama zajistit UplIné odstranéni patogenu. Zejména pro
virovou infekci plati, Ze nespecifickd imunita zajiStuje ¢asnou kontrolu infekce s naslednou
aktivaci specifické imunity, kterd je schopna zcela odstranit virus z organismu. Kooperace a
komunikace mezi nespecifickou a specifickou imunitou tak hraje zasadni roli v kontrole
virové infekce.

Bunécné slozka nespecifické imunity je tvorena nékolika bunéénymi typy, z nichz
nejdllezitéjsi funkce zastavaji dendritické buriky, monocyty/makrofagy a NK (natural killer)
bunky. Nespecificky imunitni systém je aktivovan rozpoznanim virové komponenty pomoci
pattern-recognition receptorli (PRRs). Mezi nejvyznamnéj$i PRRs patfi: Toll-like receptory
(TLRs), RIG-I-like receptory (RLRs) a nucleotide binding-oligomerization domain (NOD)-
like receptory (NLRs). Po detekci virové komponenty pomoci téchto receptordl dochazi
obecné ke spusténi intracelularni signalni kaskady, coZ vede k produkci interferon( typu | a
I, chemokind, prozénétlivych cytokinl, pficemz tyto molekuly se podileji na vzniku
antivirového stavu a navic je indukovana zvySend exprese kostimulacnich molekul, které

nasledné moduluji antivirovou odpovéd (Takeuchi and Akira, 2009).

2.2 Role antigen prezentujicich bunék na aktivaci imunitni odpovédi proti
polyomavirim
Jednotlivé inbreedni mysi kmeny se rapidné lisi v citlivosti na indukci tvorby nador(

po infekci mySim polyomavirem, od kmenl vysoce citlivych k indukci tvorby tumorl po
kmeny vysoce rezistentni. Napfiklad mysi kmen C57BR/cdJ (BR) sice vykazuje po infekci
znacné rozsiteni viru, nicméné nedochéazi k tvorbé nador( (Lukacher et al., 1995). Priklad
kmene, ktery vykazuje znacné tumory vyvolané mysSim polyomavirem (MPyV) je PERAJEI
kmen (PE) (Velupillai et al., 1999). Pfi srovnavani zminénych dvou kmenl bylo zjisténo, Ze
zasadni Ulohu pro navozeni rezistence proti indukci tumorogeneze, hraji antigen prezentujici
bunky (APCs). APCs tumor rezistentniho kmene produkuji zejména interleukin 12 (IL-12),
coZz ma za nasledek zvySenou tvorbu interferonu gamma (IFN-y), pficemZ toto cytokinové

prostiedi vede k indukci Thl odpovédi. U kmene PE produkuji APCs zejména interleukin 10



(IL-10), coZ vede naopak ke zméné polarity imunitni odpovédi na Th2 typ. Zména polarity je
ziejmé také zplsobena rozdilnou expresi kostimulacnich molekul u APCs, pficemz u
rezistentniho kmene BR jsou preferencné exprimovany B7-1 kostimulacni molekuly, zatimco
u kmene PE jsou exprimovany B7-2 kostimulaini molekuly (Velupillai et al., 2002). Tyto
kostimulaéni molekuly se podileji na odlisné aktivaci T Ilymfocytl, pricemz B7-1
kostimula¢ni molekuly stimuluji Thl odpovéd' a naopak B7-2 molekuly podporuji vznik Th2
odpovedi (Kuchroo et al., 1995).

Jak jiZz bylo Fe€eno, virové komponenty jsou rozeznany pomoci pattern-recognition
receptord (PRRs), pficemZ jednu z hlavnich rodin téchto receptorl predstavuji Toll-like
receptory (TLRs) (Takeuchi and Akira, 2009). Zajimaveé zjisténi pfineslo opét srovnani BR
tumor rezistentniho mysiho kmene a PE tumor senzitivniho mySiho kmene, nebot’ APCs mezi
témito kmeny vykazuji rliznou miru exprese mezi TLR2 a TLR4, pfiemz TLR2 je
pfednostné exprimovan u tumor-rezistentniho kmene. TLR2 by tak mohl plnit funkci pro
rozpozndni MPyV a vytvoreni cytokinoveho prostfedi pro specifickou imunitni odpovéd
(Velupillai et al., 2006). Podobné rozpoznani probiha napfiklad v pfipadé lidského
cytomegaloviru, kdy je po rozeznani pomoci TLR2 spusténa signalni draha zahrnujici aktivaci
transkripéniho faktoru NF-kB, ktery indukuje expresi prozanétlivych cytokin (Compton et
al., 2003). Nicméné nedavna studie urcila jako hlavni receptor TLR4, ktery urCuje polaritu
mezi Thl a Th2 odpovédi u BR a PE kmen(. Rozdil v uréeni polarity je pfitom dan
polymorfismem v tomto receptoru (Velupillai et al., 2012). Presto zfejmé nelze funkci TLR2
a popfipadé kooperaci vice Toll-like receptorl na rozeznani polyomavir( a aktivaci imunitni
odpovédi s jistotou vyloucit. Kooperace rliznych TLRs ma totiz vliv na maturaci nékterych
antigen prezentujicich bunék a tim i na dalSi modulaci nasledné specifické Thl imunitni
odpovédi (Bohnenkamp et al., 2007).

Svoji roli mlze hrat i TLR3, ktery se podili na rozeznani dsRNA (Matsumoto et al.,
2002) a v zZivotnim cyklu MPyV je podle (Gu et al., 2009) také vytvafena dsRNA. Objasnéni
mozné role TLR3 na rozeznani lidského polyomaviru BK se stalo otdzkou dalSich studii.
Vzorky odebrané pomoci biopsie z ledvin vykazujicich PVAN poukazuji na zvySenou expresi
MRNA kodujici TLR3. Za normélnich podminek neni povrchovy TLR3 u lidskych
epitelialnich bunék shérného kandlku (HCDCs) pomoci monoklondlni protilatky proti TLR3
detekovatelny. Nicméné po permeabilizaci HCDC bunék bylo objeveno znacné mnozstvi
intracelularnino TLR3. Pomoci RT-PCR navic bylo zjisténo, Ze HCDC burnky exprimuji za
normélnich podminek jesté TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 a TLR9. Pfi pouZiti poly(l:C)
molekuly predstavujici synteticky analog dsRNA, bylo objeveno znatné zvySeni exprese
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TLR3 v HCDC burikach. Navic prozéanétlivé cytokiny TNF-qa, IL-1B a IFN-y také zvySovaly
mnoZzstvi TLR3 v HCDC burikach. PFi pouZiti sSiRNA cilené proti mRNA kddujici TLR3 a za
pouZiti poly(l:C) aktivatoru TLR3 doSlo dale ke sniZzeni exprese interleukinu 6, oproti
vzork(lim kde byl pouzit pouze aktivator poly(l:C). Po infekci HCDC bunék BK virem doslo
zhruba 12 hodin po infekci ke znatnému zvySeni exprese TLR3 a RIG-1. Déle doslo také ke
zvyseni mnozstvi interleukini 6 a 8. Tyto poznatky ziejmé poukazuji na zapojeni TLR3
v rozeznani BK viru a spusténi antivirové odpovédi proti nému (Ribeiro et al., 2012).

Toll-like receptory hraji ddlezitou roli pro prvotni rozeznani viru a aktivaci
nespecifické imunitni obrany jako prvni linie obrany, toto rozpoznéani a aktivace nespecificke
imunity je navic kliCové pro nastaveni adekvatni specifické imunitni odpovédi, coZ poukazuje
na velmi uzky vztah mezi nespecifickou a specifickou imunitou v obrané proti polyomavirove
infekci. Dalsi studie téchto receptordl by proto mohla byt klicova k objasnéni zahajeni

antivirové imunitni reakce.

2.3 Inhibicni efekt interferonu gamma
Interferon gamma (IFN-y) prfedstavuje daldi KkliCovy prvek imunitni antivirove

odpovédi. Produkovan je zejména CD4" Thl pomocnymi lymfocyty, CD8" cytotoxickymi
lymfocyty a NK burikami. APCs jsou v3ak také schopny produkce IFN-y, coZ je zfejmé
dilezité pro jejich aktivaci a aktivaci okolnich bunék. Produkce IFN-y pomoci APCs a NK
bunék hraje pravdépodobné Glohu v €asnych fazich obrany proti infekci, zatimco T lymfocyty
se stavaji hlavnim zdrojem IFN-y po aktivaci specifické imunitni odpovédi v dalSich fazich
infekce. Po navdzani IFN-y na receptor je spusténa Jak/Stat signalni dréha, kterd vede
k indukci gend, jejichz promotory obsahuji interferon gamma aktivaéni sekvenci (GAS) (obr.
1.) Tyto geny maji vyznamnou roli v modulaci nespecifické i specifické imunitni reakce
(Schroder et al., 2004).

IFN-y se podili i na kontrole polyomavirdi, nebot’ vykazuje inhibi¢ni efekt na virovou
genovou expresi a tim i na produkci virového potomstva BK viru. Pro objasnéni role cytokind
na regulaci BK viru, byl sledovan efekt téchto cytokinli na expresi BK viru po infekci
lidskych renélnich epitelialnich bunék proximélniho tubulu. Zatimco pro IFN-a a IL-6 bylo
pozorovano nizké snizeni exprese velkého T antigenu a VP1 obaloveho proteinu, znaény
inhibicni efekt byl pozorovan pro IFN-y. Tento efekt IFN-y byl navic zavisly na mnoZstvi
IFN-y, pfiemZ s rostouci koncentraci IFN-y rostla inhibice exprese BK viru. PrestoZe

mechanismus plsobeni IFN-y na inhibici BKV neni UplIné objasnén, Ize zfejmé vyloucit



nespecificky efekt IFN-y na zastaveni proteosyntézy, nebot’ neni ovlivnéna translace house
keeping genu GADPH. Za pomoci Western blotu bylo navic zjisténo, Ze bunky infikované
BK virem vystavené prostiedi IFN-y exprimuji velky T antigen a VP1 ve stejném cCase jako
bunky infikované BK virem bez pfitomnosti IFN-y, nedochazi tedy ke zpoZzdéni exprese
virovych genll. Dale byla provedena infekce BK virem s rdiznou multiplicitou a zkouman
efekt IFN-y. Cilené byla pouZita multiplicita infekce 0,1. Nizk& multiplicita méla napodobit
stav perzistence. Naopak multiplicita 12,5 méla napodobit stav reaktivace a Iytické infekce

v v/

BK viru. PrestoZe inhibi¢ni efekt u infekce BK virem s nizsi multiplicitou byl vy3si, ke
znatelné redukci dochazelo i u infekce s vyssi multiplicitou. IFN-y se tak zfejmé podili na
kontrole BK virové exprese u imunokompetentnich i imunosuprimovanych jedinct. IFN-y
také znacné inhibuje produkci virového potomstva BK viru, pfi pouZiti multiplicity infekce
0,1 dochézi skoro k 80-nasobnému sniZeni produkce virového potomstva, pfesto neni IFN-y
schopen plné zastavit virovou genovou expresi BK viru. Jednim z moznych mechanismii
plsobeni IFN-y je aktivace transkripénich faktort, které ovliviiuji oblast ¢asnych a pozdnich
promotordl BKV, pficemZ tyto BK virové sekvence ovlivnéné IFN-y jsou ziejmé znacné
konzervované, nebot inhibiéni efekt IFN-y Ize pozorovat pro tfi rlzné kmeny BK viru.
(Abend et al., 2007).

IFN-y vykazuje podobné inhibi¢ni ucinky i v pfipadé MPyV. Jednim z vyznamnych
mechanismd inhibice je snizeni tvorby virového potomstva u infikovanych bunék, které
koreluje se snizenim exprese velkého T antigenu. IFN-y navic neplsobi na Zivotaschopnost
infikovanych bunék a nema tedy pfimy cytotoxicky efekt na infikované burky. MPyV
obsahuje nékolik potencionalnich GAS sekvenci, pficemz moznym mechanismem plisobeni je
vazba STAT faktoru na tyto sekvence, coz by naruSilo virovou replikaci nebo genovou
expresy. V Uvahu vSak pFipadaji i moZnosti naruseni sloZeni virové kapsidy, popfipadé vliv na
remodelaci virového minichromosomu. Ulohu IFN-y pfi kontrole polyomavirové infekce
potvrzuje i fakt, Ze mysi deficientni v receptoru pro IFN-y vykazuji niZsi schopnost imunitni
kontroly virové replikace v akutni i perzistentni fazi infekce a navic jsou vysoce citlive
k indukci tvorby tumord (Wilson et al., 2011).

Tyto poznatky tak jednoznatné poukazuji na vyznamnou roli IFN-y v kontrole
polyomavirove infekce. Polymorfismus v lidském genu kddujici IFN-y navic souvisi
s mnozstvim produkce IFN-y (Pravica et al., 2000). Tento polymorfismus tak mlze u ¢lovéka
hrét roli ve zvy3ené pravdépodobnosti reaktivace BK viru za urcitych podminek, nebot’ IFN-y
zfejmé napomaha udrzet BK virus v relativné neSkodném stavu perzistence (Abend et al.,

2007). Tuto vyznamnou roli podporuje i zjisténi, Ze mysi defektni v FAS, TNF a nesouci
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defekt v genu pro perforin, nevykazovaly snizenou obranyschopnost vici viru, ani zvySenou

citlivost k indukci tumor( po infekci mySim polyomavirem (Byers et al., 2007).

IFN-c/p IFN-y brazek 1. Ob inf drah
Obrazek 1. Obecna signalni draha
& O g

interferonti typu | a Il. Pfevzato od
(Samuel, 2001)
a) Na levé strané signalni dréha

IFN-a a (. Jakmile dojde
k rozezn&ni IFN-a nebo 3 pomoci
prislusného receptoru, aktivuji se
kindzy Tyk-2 a Jak-1, coZ vede
k fosforylaci a heterodimerizaci
STAT1 a STAT2. Tyto faktory
pak spoleCné s IRF-9 vytvareji
komplex, ktery v jadfe ovliviiuje
expresi nékterych genli pomoci
vazby na elementy ISRE.

b) Na pravé strané schéma signalni
drahy IFN-y. Po rozeznani IFN-y
prislusSnym receptorem dochazi
k aktivaci kinaz Jak-1 a Jak-2 a
nasledné fosforylaci a
homodimerizaci STAT1. Tento
STAT1  dimerovy  komplex
oznaCovany jako GAF komplex
nasledné  ovliviiuje  expresi.

2.4 Zapojeni interferond alfa a beta
Interferony typu | predstavuji nejvétsi rodinu interferond zahrnujici 1FN-a

predstavujici u ¢lovéka 13 subtypl a IFN-B. Spolecné se oba tyto interferony zasadni mérou
podileji v navozeni antivirového stavu, zejména indukci IFN-stimulovanych genl (ISGs)
(Bonjardim et al., 2009). Po navazani interferon(l typu | na receptor dochazi k fosforylaci
faktor(l STAT 1 a 2, které poté vytvareji spolecné s IRF-9 heterotrimerni transkripcni faktor.
Tento faktor poté vazbou na element ISRE spousti expresy 1SGs genl (obr. 1.) (Darnell et al.,
1994).

Po transfekci lidskych primarnich fetalnich gliovych bunék (PHFGC) lidskym
polyomavirem JC dochézi ke zvyseni nebo snizeni exprese mnoha genl. Tento poznatek byl
dosazen izolaci totalni RNA z JCV transfekovanych PHFG bunék, pfiCemZ izolovana RNA

byla analyzovana pomoci microarray analyzy. Mezi geny vykazujici vy3si expresi je i mnoho
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interferon stimulovanych genli (1ISGs), jmenovité jde napfiklad o STAT1 nebo OAS2 geny.
Zvysend exprese faktoru STAT 1 se navic podili pfimo na indukci exprese nékterych ISGs
genl. PFi zvySeni multiplicity infekce navic dochazi k vyznamnému vzristu exprese 1SGs.
Dochazi také ke zvySeni exprese TGF-f3 a také receptoru pro TGF-B. Zajimavy je vSak fakt,
Zze nedochézi k vyraznému nérdstu exprese interferonll typu | (Verma et al., 2006). Indukce
mnoha ISGs genl totiz mliZze probihat nezavisle na interferonech, napfiklad rozeznanim
dsRNA pomoci TLR3 nebo dalSich virovych produktll. Tyto geny se oznacuji jako virovym
stresem-indukované geny (VSIG). Do této rodiny patfi i STAT1 a 0AS2 geny (Sarkar and
Sen, 2004). Jak jiz bylo zminéno TLR3 hraje zfejmé roli v rozeznani jiného lidského
polyomaviru BK (Ribeiro et al., 2012). MoZnéa role TLR3 na rozeznéni JC viru vedouci ke
spusténi VSIG je vSak otazkou dalSich studii.

Ani roli interferon( typu I nelze vyloucit, nebot’ vykazuji silny inhibi¢ni efekt na
infekci JC viru, pokud vystavime bunky prostfedi obsahujici interferony typu I. V pfitomnosti
interferonl typu | opét nastava znacna indukce nékolika ISGs u JCV infikovanych, ale i
neinfikovanych bunék. Prfitomnost interferond typu | nicméné vede k rapidnimu snizeni
replikace i transkripce JCV. Dochazi k takovému sniZzeni mnoZstvi virové mRNA kddujici
velky T antigenu a VP1, které koresponduje s omezenim replikace JC o 90 — 95% oproti
infekci probihajici bez pFitomnosti interferond typu I. PFi srovnani IFN-a a IFN-B bylo také
zjisténo, Ze IFN-B vykazuje vyssi efektivitu v inhibici virové replikace. PFi pouZiti virovych
partikuli ozafenych UV zarenim a partikuli, které byly jeSté navic tepelné deaktivovany a
vystaveny UV, nedochazi prekvapivé k indukci 1SGs. Toto zjisténi poukazuje na skute¢nost,
Ze virova transkripce je zfejmé dlllezita pro navozeni antivirového stavu. Navic indukce 1SGs
silné koresponduje se zvySenim mRNA pro velky T antigen, coZ déle potvrzuje pfedchozi
tvrzeni. V pfitomnosti IFN-a a protilatky proti tomuto interferonu navic dochazi k reverzi této
inhibice, coz poukazuje na znatelné zesileni indukce 1SGs pomoci interferonl typu 1. Pfesny
mechanismus inhibice vSak neni zndm. PrestoZze dochazi k znatelnému omezeni virove
replikace, nejsou vsak interferony typu | schopny pIné zastavit virovou replikaci, nicméné
zfejmé mohou znatelné modulovat $ifeni JC viru. Znatelny inhibi¢ni efekt interferonl typu |

tak predikuje tyto interferony k moznému vyuziti v boji proti JC viru (Co et al., 2007).

2.5 Mozny vliv TGF-B na reaktivaci lidskych polyomavir(
Dosud bylo ukéazéano, Ze vétsina zminénych cytokind (interferony alfa, beta a gamma)

se podileji na inhibici polyomavirové infekce. Nicméné u jinych cytokin( Ize pozorovat i



efekt opacny. Po infekci mysi polyomavirem BK dochazi k indukci tumorogeneze. Zajimavé
viak je, Ze transformované buriky vykazuji vysSi expresi TGF-B1, coZ navic zfejmé vede
k akceleraci tumorogeneze (Corallini et al., 2003).

PFi testovani nékolika kmen( BK viru bylo dale prokazano, ze TGF-B hraje zna¢nou
Ulohu v regulaci zejména Casné virové transkripce. V pfitomnosti TGF-$ dochazi ke zvyseni
transkripce virového velkého T antigenu a to zhruba 3,3-krat. Tato interakce je vak zavisla
na typu kmene BK viru, nebot’ toto zvy3eni exprese lze pozorovat pouze u kmene TU. Za
pomoci luciferdzového systému bylo ukazano, Ze u kmene TU dochazi k indukci ¢asnych
promotord v pritomnosti TGF-B. Nicméné pfi pouZiti jiné bunécéné linie a stejného testu pro
promotory kmenli Dunlop a Proto-2, dochazi naopak k represi Casné transkripce, coz
poukazuje na moznost rdzné regulace TGF-B vrlznych bunécnych typech. Zmapovani
sekvenci v NCCR elementech odhalilo unikatni sekvenci TU kmene, pficemZ pro tuto
sekvenci byla predikovana vazba s transkripénim faktorem ZEB-1. Tento faktor se ziejmé
spolu s faktorem SMAD3 véZe na Casné promotory a zvySuje tim jejich expresi (Abend and
Imperiale, 2008). ZEB-1 se totiz podili na interakci s koaktivatorem p300 a zahajuje tak
formovani p300-SMAD transkripcniho komplexu (Postigo et al., 2003).

SMAD proteiny hraji zasadni Ulohu v TGF- signalni draze, nebot’ po interakci TGF-[3
s receptorem dochazi k fosforylaci, ktera vede k uvolnéni inhibi¢niho proteinu FKBP12,
pfiCemz se uvolni misto pro SMAD proteiny, které slouzi jako novy substrat pro fosforylaci
(Huse et al., 2001). Komplex SMAD proteinll putuje do jadra, kde ovliviiuje expresy mnoha
gend. Exprese téchto genll ovliviiuje zejména diferenciaci, bunéénou proliferaci a podili se i
na modulaci imunitni odpovédi (Massagué and Gomis, 2006). SMAD signalni draha je
nezbytna pro aktivaci vétsiny, ale ne véech TGF-pB indukovanych genll. TGF-p aktivuje i jiné
signalni drahy zahrnujici MAP kinazy nebo ER kinazy (Derynck and Zhang, 2003).

Zvysenou expresi TGF-B vyvolava i HIV-1 pomoci plsobeni Tat proteinu, coz mdze
vést ke zméné cytokinového prostfedi v mozku (Rasty et al., 1996). ZvySena exprese TGF-3
pomoci Tat proteinu mdze mit vliv na dal$i lidsky polyomavirus JC. Jednim z moZnych
mechanismd je pravé modulace JCV replikace pres indukci SMAD signalizatni drahy
prostfednictvim TGF-B. Roli SMAD proteind zvyraziiuje i fakt, Ze v infikovanych
oligodendrocytech dochazi k vyznamné detekci pravé proteini SMAD 3 a SMAD 4. To dale
potvrzuje hypotézu, ze HIV-1 mize nepfimo ovlivnit zvySenou expresi JC viru, pres zvyseni
exprese TGF-B, coZ vede k indukci SMAD signélni dréhy. SMAD 3 sam je navic schopen
zvysit expresi ¢asnych virovych genll 8-krat a expresi pozdnich gend 10-krat a podobny efekt
Ize pozorovat i pro SMAD 4. Nicméné v pfitomnosti obou faktorli dochazi zhruba k 12-
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nasobnému zvysené exprese ¢asnych genll a k 27-nasobnému zvyseni exprese pozdnich gend.
HIV-1 se tak mlzZe znacné podilet na reaktivaci JCV pravé v mozku (Enam et al., 2004). Tat
protein, kromé stimulace exprese TGF-f, navic jesté pfimo zesiluje vazbu SMAD 2,3 a 4 na
kontrolni region JC viru a tim zesiluje expresi, ¢imZ dale zvySuje pravdépodobnost reaktivace.
Po zvyseni exprese TGF-B pomoci Tat proteinu viru HIV-1 dochazi zfejmé ke spolecné
migraci TGF-f i Tat do oligodendroglialnich bunék, kde spole¢né stimuluji ¢asnou i pozdni
genovou transkripci, pfiéemz pri spole¢ném plisobeni obou faktor(i dochazi k 100-nasobnému
zesileni Casné transkripci. | pres tato zjisténi vyvstava ve vztahu mezi HIV-1 a JCV mnoho

otazek a pfesny mechanismus je predmétem dalSich studii (Stettner et al., 2009).

Obrazek 2. Obecna signalni draha TGFp . PFevzato od (Massagué and Gomis, 2006)

TGF-B se vaze na receptor typu Il,
pfiCemZ receptor typu Il poté tvori
komplex s receptorem typu I
Nésledné  dochazi  k fosforylaci
receptoru typu | receptorem typu II.
Fosforylovany receptor typu |
fosforyluje komplex SMAD 2/3,
ktery vazbou se SMAD 4 vytvari
aktivovany SMAD komplex. Tento
komplex poté v jadre spolu s dalSimi
faktory ovliviuje expresy zhruba
300 gend.

komplex

Jadro /
SMAD

Predchozi studie tedy potvrzuji dllezitost SMAD protein( v indukci polyomavirové
exprese, nicméné Gloha dalSich faktorl podporujici vazbu SMAD neni zcela objasnéna.
Zejména u BK viru nebylo mozno presné urcit prfimou vazbu SMAD proteinl a ZEB-1
transkripéniho faktoru. PFesto mutované virové promotory BK viru nesouci misto pro vazbu
pouze SMAD proteind nebo pouze ZEB-1 proteinu, nevykazovaly zvyseni exprese po indukci
pomoci TGF-B, coZ poukazuje na zapojeni dalSich transkripénich faktorl (Abend and
Imperiale, 2008). Mechanismus pdsobeni TGF-B vSak mlize byt velmi rliznorody, nebot’ po
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pridani inhibitoru, ktery pdsobi na MEK signalni drahu, do$lo k vyraznému snizeni exprese
JC viru v buniké&ch vystavenych TGF-f (Ravichandran et al., 2007).

Uvedend fakta naznacuji blizky vztah plsobeni TGF-B a lidskych polyomavirli se
zfejmym pozitivnim efektem na tyto viry. Nedavna studia navic potvrzuji mozny vliv TGF-3
na reaktivaci nékterych polyomavirll, nebot’ u pacientl se systémovym lupus erythematodes
koreluje zvySené mnozstvi TGF-f v moci s reaktivaci JC viru. Podobné zvyseni TGF- 8 viak
nebylo detekovano pro BK virus, pficemz byl testovan i kmen TU (Rianthavorn et al., 2012).
TGF-B se navic podili i na reaktivaci viru Epstein-Barrové, pficemz na reaktivaci tohoto viru
se opét podili SMAD signalni draha (Ilempridee et al., 2011). Objasnéni plsobeni mechanismu
TGF-B zejména na lidské polyomaviry proto mdze v budoucnu hrat zésadni roli v prevenci

reaktivace a vyvolani neZadoucich patologii.

2.6 Mozny vliv TNF-a na reaktivaci lidskych polyomavirf
Dalsi z cytokind, ktery by mohl hrat roli v reaktivaci lidskych polyomavird, je tumor

necrosis factor alfa (TNF-a). Tento faktor stimuluje €asnou i pozdni expresi JCV
v oligodendroglidlnich a astroglialnich bunécnych typech. Pomoci imunohistochemickych
metod navic bylo ukazano, Ze klinické vzorky HIV pozitivnich pacientd trpicich PML
obsahuji zvySené mnozstvi TNF-a i receptoru pro tento cytokin (Wollebo et al., 2011).

TNF-a je jednim ze €lenl rodiny tumor nekrotizujicich nadory. Obecné tyto faktory
hraji dllezitou roli v mnoha procesech zahrnujici napfiklad kontrolu tumorogeneze, podili se
na tvorbu zanétu a jsou zapojeny i v antivirové obrané. Jednim z mechanismd G¢inkd TNF-a
je i aktivace NF-kB (Chu, 2013). Tento fakt je velmi dilezity, nebot’ JC virus obsahuje
v kontrolnim regionu KB element, na ktery se vdZe NF-kB, pfiCemZ tato vazba navic
ovliviiuje expresi JC virovych promotord (Safak et al., 1999). Podobny efekt Ize sledovat i pro
BK virus, kde exprese p65, jedné z podjednotek NF-kB, takeé ovliviiuje expresi ¢asnych
virovych promotord. Podjednotka p65 se podili na modulaci ¢asné virové exprese kooperaci
s dalSim transkripcnim faktorem C/EBPp. Transkripéni faktor C/EBPB sdm neovliviiuje
¢asnou virovou transkripci, nicméné pokud je v uritém mnozstvi pfitomen spolecné s NF-kB
dochazi k vyznamnému zesileni Casné virové transkripce BK viru. Zajimavy je vSak fakt, Ze
oba tyto faktory inhibuji expresi pozdniho virového promotoru. To poukazuje na rdzny efekt
obou faktor( na ¢asnou a pozdni transkripci BK viru. Dilezitost KB elementu pro vazbu NF-
KB bylo navic ovéfeno pomoci mutageneze, nebot” mutaci KB vazebného mista doslo ke

zruSeni stimulacniho efektu NF-kB na €asnou virovou transkripci. KB vazebné misto tak
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predstavuje dllezity element pro stimulaci transkripce z ¢asného virového promotoru (Gorrill
and Khalili, 2005).

Dalsi transkripni faktor hrajici Glohu v indukci exprese je NFAT4. Tento faktor se
vaze do KB elementu stejné jako NF-kB a zesiluje tim transkripci jak ¢asnych tak pozdnich
genll u JC viru. Faktory NFAT4 a NF-kB dokézou navic kooperativné stimulovat expresi
virovych gent (Wollebo et al., 2012). NFAT4 faktor se navic podili na stimulaci transkripce i
u BK viru (Jordan et al., 2010).

Mnozstvi TNF-a mlize byt v mozku zvyseno napfiklad u HIV pozitivnich pacientd,
nebot’ HIV indukuje zménu cytokinového prostfedi v mozku a zvySuje tak mnoZstvi TNF-a
(Yeung et al., 1995). Toto zjisténi poukazuje na dalSi mozZnost reaktivace JC viru v mozkove
tkani neprimym plsobenim HIV (obr. 3.), nebot’ zvy$ena hladina TNF-a ziejmé aktivuje NF-
KB, ktery se spolecné s NFAT4 véaze na KB element a pravdépodobné zvysi JC virovou
¢asnou genovou transkripci. KB element tak mlzZe hrat roli prepinate mezi perzistentni
infekci a reaktivaci viru pfi urCitych podminkéach (Wollebo et al., 2012).

Obrézek 3. Nepiimé plsobeni HIV produkci TNF-a. Prevzato od (Sweet et al., 2002).

HIV HIV+ HIV  infikované  astrocyty a
+ ] )
Astrocyty Oligodendrocyty  gjigodendrocyty produkuji protein  TAT,
T priemz tato produkce stimuluje také expresi
?"@ DTAT
- ~ TNF-a. ZvySené mnozstvi TNF-a v mozkové
I'_‘\‘_ng tkani vede k aktivaci NF-kB faktoru v JCV

infikovanych  oligodendrocytech, pfiCemz
NF-kB vazbou na KB element nasledné

stimuluje expresi JCV.

JCV miikované
oligodendrocyty

Zajimavé zjisténi vak prinesl fakt, Ze pfi pouziti monoklonalni protilatky infliximab cilené
proti TNF-a u pacienta trpiciho revmatoidni artritidou doSlo k reaktivaci JCV v mozku a
vyvolani PML. Pravdépodobnym ddvodem reaktivace JCV je ziejmé efekt infliximabu na
specifickou imunitni reakci zprostfedkovanou T lymfocyty (Kumar et al., 2010). TNF-a hraje
vyznamnou roli v aktivaci specifické imunitni odpovédi, nebot se podili na aktivaci a
maturaci dendritickych bunék, pfiCemZ dendritické bufiky nésledné ovliviuji aktivitu T
lymfocytdl. Pfi zablokovani TNF-a dochazi ke znacné redukci aktivity T lymfocytl, nebot’ u
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téchto T lymfocytl dochazi k redukci tvorby IFN-y, STAT-1, granzymu B a dalSich genl
podilejicich se na tvorbu zanétu (Gottlieb et al., 2005).

Ze zminénych fakt( tedy vypliva, Ze zatimco lokalni zvyseni TNF-a v mozku ma
ziejmé vliv na reaktivaci JCV, obecné snizeni TNF-a mechanismem blokace plsobeni TNF-a
prostfednictvim protilatek ziejmé také vede ke zvySené pravdépodobnosti reaktivace JCV.
Objasnéni role TNF-a a dalSich TNF-a indukovatelnych faktor(l tak predstavuje jednu

z dalSich cest v boji proti patologiim vyvolanych lidskymi polyomaviry.

2.7 NK bunky a yd T lymfocyty
Dalsi vyznamnou roli v kontrole tumorogeneze u mysi infikovanych MPyV hraji NK

buriky spolecné s yd T lymfocyty. Pro zjisténi Glohy NK bunék a yd T lymfocytd byly pouzity
mysSi kmeny s deletovanymi geny pro TCRp, postradajici af T lymfocyty, dale kmeny s
deletovanymi geny pro TCRf9, postradajici off T lymfocyty i yo T lymfocyty a mySi kmen
E26 postradajici vsechny T lymfocyty a neobsahujici NK buriky. U zminénych kmen( byl
sledovan efekt MPyV pfi dlouhodobé infekci na indukci tvorby tumorl. Mysi postradajici
pouze af3 T lymfocyty nevykazovaly viditelné tumory a zhruba 80% téchto mysi pfeZilo déle
nez 10 mésicl. Zatimco dobu 10 mésicl prezilo pouze 5% mysi postradajicich af T
lymfocyty i yd T lymfocyty, pfiemz u 60% téchto mysi bylo mozno pozorovat velké tumory.
Vétsina tumor(l pfitom pochazela zejména ze slinnych Zlaz. U posledniho testovaného kmene
E26, kde mysi postradaji vSechny T lymfocyty a nadto i NK bufiky, dochazelo navic
k rychlejsi indukci tumorogeneze nez u mysi postradajicich o T lymfocyty a yd T lymfocyty,
ale obsahujici NK burky. Burky izolované z nadorli vyvolanych MPyV (PyVTu) navic
vykazuji schopnost, po smichani s bunkami izolovanymi ze sleziny neinfikované mysi,
indukovat diferenciaci yd T lymfocytd a NK bunék, pfiéemz navic dochézi k vyznamnému
zesileni produkce IFN-y uyd T lymfocytl i NK bunék a zvysené produkci granzymu B u NK
bunék. Podobny efekt Ize pozorovat in vivo, nebot’ pokud jsou do mysi injikovany buiky
izolované z nadorl vyvolanych MPyV, dochézi opét k néarlistu poétu yd T lymfocyty a NK
bunék specifickych proti injikovanym burikdm. ZvySeni poctu yd T lymfocytll a NK bunék
navic nenastava po infekci MPyV, coZ poukazuje na aktivaci yd T lymfocytd a NK bunék
pouze nadorovymi bufikami. lzolované PyVTu buriky byly navic efektivné zabity burikami
odebranych z peritonea mysSi postradajicich aff T Ilymfocyty, avSak ktomuto efektu
nedochazelo pri odbéru bunék z peritonea u mysi postradajicich NK burky. To poukazuje na

skuteCnost, Ze PyVTu buriky aktivuji NK Fizenou smrt cilenou proti transformovanym
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bukam. PyVTu bufiky navic vykazovaly zvySené mnoZstvi povrchového stresového ligandu
Rae-1 a NK buriky stimulované pomoci PyVTu mély na svém povrchu vice molekul CD107a
a CD107b (Mishra et al., 2010).

NKG2D je receptor nékterych T lymfocytl véetné yd T lymfocytd a NK bunék. Po
rozeznédni stresového ligandu pomoci tohoto receptoru dochdzi kaktivaci NK a T
lymfocytarni bunécné odpovédi zapojené v protinddorové obrané (Bauer et al., 1999).
Povrchové molekuly CD107a a CD107b jsou exprimovany NK bufikami a CD8+ T
lymfocyty, podileji se na spusténi degranulace a prispivaji tak k cytotoxicité NK a CD8+ T
lymfocytl (Betts et al., 2003). Jednim ze stresovych ligand(i rozezndvanych NKG2D
receptorem je Rae-1 (Cerwenka et al., 2000). PyVTu buniky vykazuji zvySenou expresi
stresového ligandu Rae-1. Pravdépodobnym mechanismem pdsobeni NK bunék proti PyVTu
bunkam je tedy nejspiSe rozeznani stresového ligandu Rae-1 pfes NKG2D receptor, pficemz
toto rozeznani spusti NK fFizenou cytotoxickou odpoveéd proti témto bufikam. Toto tvrzeni
navic podporuje fakt, Ze pouZziti monoklonalni protilatky proti NKG2D receptoru vede
k selhani cytotoxické odpovédi NK bunék. PFi porovnani mnozstvi viru v rliznych tkéanich u
mysi postradajicich a3 T lymfocyty a u mySich postradajici jak ap T lymfocyty tak i yd T
lymfocyty, vSak nelze pozorovat rozdilné mnozstvi MPyV (Mishra et al., 2010). Navic mysi
nemajici NK buiky také nevykazuji vys§i mnozstvi viru v riznych organech (Szomolanyi-
Tsuda et al., 1994). Tyto zjisténi poukazuji na skutec¢nost, Ze v pfipadé polyomavird se NK
bunky a yd T lymfocyty podileji spiSe na protinddorové obrané a jejich role v antivirové
obrang je zfejmé minimalni. Nicméné NK buriky nejsou zfejmé schopny eliminovat vSechny
transformované bunky, pficemz NK burky ziejmé hraji roli v prvni fazi boje proti tumorovym
bunkam. Nékteré transformované buriky jsou pravdépodobné schopny prekonat kontrolu NK
bunék a jsou rozeznany pomoci yd T lymfocytll. Mysi majici NK buriky, ale postradajici yd T
lymfocyty, totiz vykazuji mnohem vysSi indukci tumorogeneze vyvolanou MPyV neZ mysi
majici NK buriky i yd T lymfocyty. Lymfocyty yo T tak zfejmé pFedstavuji dalSi vykonnou
zbran proti transformovanym bunikdm uniklych z kontroly NK bunék (Mishra et al., 2010).

NK buriky a yd T lymfocyty vykonavaji dllezitou Ulohu v protinddorové obrané,
pricemz dalsi studie a dalSi objasnéni mechanismu plsobeni téchto bunék predstavuje krok

vpred v boji proti indukci tumorogeneze vyvolanou polyomaviry.
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2.8 Role polyomavirovych miRNA
Lidské polyomaviry JC a BK spolecné exprimuji miRNA, které se podileji na regulaci

jejich vlastni exprese. U obou vir(i Ize pozorovat zhruba 60 nukleotidd dlouhou pre-miRNA,
pfiCemz z této pre-miRNA jsou déle vytvareny zhruba 22 nukleotidové miRNA. S vyuZitim
predikéniho programu byly navrZeny primery specifické k 5" a 3” konctim pre-miRNA. Timto
postupem byly zmapovéany 5p a 3p miRNA, pricemz obé tyto miRNA sdileji u obou vird
znac¢nou homologii. Dale bylo zjisténo, Ze 5p miRNA je vytvarena ve vétS§im mnoZstvi nez 3p
miRNA. Ke zjisténi kvantitativni inhibice virovych miRNA bylo vyuZito luciferazového
reportérového systému, prFicemz konstrukt obsahoval sekvenci velkého T antigenu JCV
komplementarni k obéma JCV miRNA. Kotransfekci bunék reportérovym plazmidem a
plazmidem kddujicim JCV pre-miRNA poté doSlo k dramatickému snizeni luciferdzove
aktivity. Tento inhibi¢ni efekt byl prerusen za pFitomnosti oligonukleotid(i komplementarnim
k 5p a 3p miRNA. Tato zjisténi poukazuji na efekt 5p a 3p miRNA v regulaci ¢asné virove
transkripce. Lidské polyomaviry ziejmé vyuZivaji autoregulace vlastnich genl jako nastroje
pro snizeni rozpoznani pomoci cytotoxickych T lymfocytd (Seo et al., 2008), nebot’ u
pfibuzného polyomaviru SV40 miRNA zprostfedkovand autoregulace sniZuje cytotoxicky
efekt T lymfocytl proti virem infikovanym burikam (Sullivan et al., 2005).

JelikoZ nékteré herpesviry vyuzivaji miRNA k umiceni stresového ligandu MICB,
nebot’ timto mechanismem uniknou NK bunkam, které je nejsou schopny rozeznat pomoci
NKG2D receptoru (Nachmani et al., 2009). Dalsi studie zkoumala mozZnost represe nékterych
stresovych ligand(i vyvolanou 5p a 3p miRNA kédovanych lidskymi polyomaviry BK a JC.
Byl proto pfipraven lentivirovy vektor nesouci 3p miRNA, kterd ma stejnou sekvenci u BK i
JC viru. Déle byly pFipraveny dalsi dva lentivirove vektory nesouci 5p miRNA BK viru a JC
viru, pficemz 5p miRNA se sekvencné lisi mezi témito viry. Pfipravené lentivirové vektory
byly transdukovany do bunécné linie BJAB, kterd sama o sobé exprimuje znacnou Cast
stresovych ligandd rozeznavanych NKG2D. U bunék exprimujicich 3p miRNA bylo mozné
sledovat okolo 40% poklesu exprese stresového ligandu ULBP3, zatimco 5p miRNA
nevykazovaly Zadny efekt. Podobného efektu bylo dosaZzeno u bunécné linie 293T, kde Cinila
redukce exprese ULBP3 zhruba 30% po transdukci pomoci lentivirového vektoru nesouci 3p
miRNA. Pomoci kvantitativni polymerazoveé fetézové reakce navic bylo ukdzéano, Ze redukce
exprese ULBP3 neni spojena s poklesem mRNA kddujici ULBP3, coZ zfejmé poukazuje na
redukci ULBP3 prostfednictvim inhibice translace (Bauman et al., 2011).

Jelikoz ULBP3 je jednim ze stresovych ligandli rozeznavanych NKG2D receptorem

NK bunék, pricemz toto rozeznani spousti cytotoxické plsobeni NK bunék (Cosman et al.,
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2001). Objasnéni vlivu sniZzeni exprese stresového ligandu ULBP3 na snizeni NK
cytotoxického Gcinku bylo dalsim predmétem studii. PFi pouziti rlznych shRNA cilenych
proti ULBP3 doslo ke zjisténi, Ze i malé sniZeni predstavujici zhruba 15% zplisobuje zna¢nou
redukci ucinku NK bunék. Redukce cytotoxického G€inku byla také ovérena pro bunécnou
linii U87, nebot’ tuto glioblastomovou bunécnou linii prirozené infikuje JC virus. Pokud jsou
do bunécné linie U87 transdukovany lentivirové vektory nesouci 3p miRNA kddované JC a
BK virem, dochazi k 30% redukci exprese ULBP3, coz vede ke sniZzeni NK cytotoxicity. Ke
srovnatelnému sniZeni cytotoxického G€inku NK bunék proti U87 dochédzi pfi pouZiti
monoklondlnich protilatek proti NKG2D receptoru NK bunék. S vyuZitim luciferazového
reportérového systému poté bylo ur€eno, Ze 3p miRNA se cilené vazZi na 3" neprekladanou
oblast mMRNA kodujici ULBP3. Pro zjisténi jestli samotnd infekce lidskym polyomavirem JC
ovliviiuje exprese ULBP3 v U87 burkéach, byla provedena kvantitativni polymerazova
fetézova reakce, ke zjisténi mnozstvi mRNA kodujici stresové ligandy ULBP3, ULBP2 a
MICA. Tato analyza odhalila znané zvySeni mRNA kddujici stresové ligandy ULBP3 a
MICA po infekci JC virem. PfestoZe dochazi k indukci mRNA po infekci, nedochézi 72 hodin
po infekci k vyraznéj$imu zvyseni mnozstvi stresovych ligandd MICA a ULBP3. Naopak 6
dnl po infekci dochazi k redukci mnoZstvi stresového ligandu ULBP3, coZ koreluje se
zvysenim mnozstvim 3p miRNA. Pro kone¢né potvrzeni mechanismu plisobeni 3p miRNA na
snizeni mnozstvi ULBP3 byly pfipraveny RNA sekvence obsahujici vazebné misto pro 3p
mIiRNA a slouZici tak k vychytani 3p miRNA. Pfi pouZiti RNA sekvenci obsahujici vazebné
misto pro 3p miRNA byl po infekci JC virem pozorovan o 40% narlst stresového ligandu
ULBP3 oproti infekci, kde nebylo pouzito RNA s vazebnym mistem pro 3p miRNA. Tento
40% narGst ULBP3 navic vedl ke zvySenému cytotoxickému ucinku NK bunék proti
infikovanym bunkam. Tyto zjisténi tedy naznacuji, Ze 3p miRNA dvou lidskych BK a JC
polyomavir(i slouzi jako néstroj Uniku pred cytotoxickym Gcinkem NK bunék, pficemz 3p
miRNA cilené redukuje stresovy ligand ULBP3 a sniZzuje tim Sanci na rozeznani pomoci
NKG2D receptoru NK bunék (Bauman et al., 2011).

Zjisténé poznatky poukazuji na fakt, Ze polyomaviry kédované miRNA predstavuji
nejspiSe jednu ze strategii Uniku pred hostitelskym imunitnim dohledem a pravdépodobné se
podileji na navozeni perzistentni polyomavirové infekce. Jak jiz navic bylo zminéno
v predchozi kapitole, rozeznani pomoci NKG2D receptoru vede k aktivaci nejenom NK
bunék, ale také nékterych T lymfocytll, pFicemZ tato aktivace hraje vyznamnou Glohu také
v protinadorové obrané (Bauer et al., 1999). Vyvstava tak zajimava otazka, zda lidské

polyomaviry timto imunitnim Unikem nepfispivaji také ke vzniku nddorového bujeni.
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3. Role specifické imunity

3.1 Obecna funkce a principy fungovani specifické imunity proti virove

infekci
Po rozeznani viru dochazi nejprve k aktivaci nespecifické odpovédi, pficemz nasledné

dochazi také kaktivaci specifické imunitni reakce. Po spusténi specifické imunitni reakce
dochézi ke zvySeni mnozstvi protilatek a T lymfocytd, které specificky rozeznavaji virové
antigeny. Virové antigeny prezentované APCs jsou rozeznany CD4" T lymfocyty, pficemz
toto rozeznani vede ke stimulaci makrofagli, CD8" T lymfocytli a B lymfocyt(. Aktivované
CD8" T lymfocyty dale predstavuji jednu z hlavnich zbrani v antivirové obrang. Svoji roli
maji vSak i B lymfocyty, nebot tvorbou neutralizatnich protilatek pfispivaji k redukci
mnoZzstvi infek¢nich Castic.

Dilezitost B a T lymfocytll Ize demonstrovat u SCID mysiho kmene, u kterého mysi
postradaji T i B lymfocyty, nebot’ po infekci SCID mySi MPyV dochazi k indukci akutniho
myeloproliferativniho onemocnéni (AMD), které zplsobuje smrt zhruba do 14 dnll po infekci
(Szomolanyi-Tsuda et al., 1994).

3.2 Uloha B lymfocyt( a protilatek
B lymfocyty produkci protilatek, které specificky vazi virové antigeny, predstavuji

dalSi vyznamny imunitni mechanismus podilejici se na antivirové obrané. Pasivni imunizace
protilatkami specifickymi proti MPyV zabrafuje tvorbé nador( vyvolanych MPyV u
imunosuprimovanych mysi, pokud je ovSem tato imunizace provedena pred infekci MPyV.
Stejny mechanismus pasivni imunizace chréni i novorozené mysi v prvnich tydnech Zivota,
kdy jsou velmi citlivé k indukci tvorby nador(i vyvolanych MPyV (Gaugas et al., 1973).
Obecné plati, Ze pro izotypovy presmyk a vytvoreni vysokoafinitnich protilatek 1gG je
zapotiebi pomoci od CD4" T lymfocytd (DeKruyff et al., 1993). Nicméné mysi postradajici T
lymfocyty jsou schopny wvytvofit protilatkovou odpovéd 1gG nezavislou na pomoci T
lymfocytl. Pro zjisténi tohoto poznatku bylo vyuZito mysSich kmen( postradajicich T nebo B
lymfocyty, pricemz tyto mysi kmeny byly infikovany MPyV. Z vysledk{ tohoto experimentu
vyplyva, Ze mysi postradajici B lymfocyty prezily akutni fazi infekce MPyV a nevykazovaly
ani citlivost k vyskytu nador(i. Toto zjisténi potvrzuje ddlezitou roli T lymfocytd v kontrole
MPyV, pfiemZ tato role byla jeSté potvrzena, nebot pokud byly do mySiho kmene
postradajiciho B lymfocyty navic injikovany protilatky cilené proti CD4" a CD8" T

lymfocytlim, doslo opét k indukci akutniho myeloproliferativniho onemocnéni (AMD) a ke
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smrti do 16 dnl po infekci. Zajimavé vsak bylo zjisténi, Ze mysi majici pouze B lymfocyty
jsou po infekci MPyV rezistentni proti AMD vyvolané MPyV. Ztoho vyplyva, Ze B
lymfocyty jsou schopné v nepfitomnosti T lymfocytl zajistit poc¢atecni antivirovou odpovéd.
Role B lymfocytll byla opét potvrzena prenosem B lymfocytll z neinfikovanych mysi do
SCID mysi, které postradaji B i T lymfocyty, nebot’ po infekci MPyV doSlo opét k ochrané
proti AMD. Presto samotné B lymfocyty pfenesené do SCID mysi nezabranily pozdéjSimu
formovani nador(i vyvolanych MPyV. Naopak k ochrané proti nadorlim indukovanych MPyV
doslo po spole¢ném prenosu T i B lymfocytli do SCID mysi. PFi srovnavani mnozstvi MPyV
v ¢asovém obdobi 3 az 14 dnd po infekci v nékterych organech, navic nebyl pozorovan
znacny rozdil obsahu virové DNA mezi SCID mySmi, do kterych byly pfeneseny pouze B
lymfocyty, a mezi SCID mysmi, u kterych doslo ke spole¢nému prenosu B i T lymfocytd.
Déle bylo testovanim séra odebraného z mysi majicich pouze B lymfocyty ukdzéno, Zze B
lymfocyty generuji specifickou protilatkovou IgM a IgG odpovéd' proti MPyV. Toto sérum
navic po aplikaci do SCID mysi oddélilo zhruba o 3 tydny nastup AMD po infekci MPyV. B
lymfocyty jsou tak schopny podilet se na kontrole MPyV infekce a zejména v akutni fazi
infekce predstavuji jednu z obranych linii, nebot’ sniZuji roz§ifeni viru. Pfesto nejsou samotné
B lymfocyty schopny v pozdéjsi fazi zabranit vzniku MPyV indukovanym néadordm
(Szomolanyi-Tsuda and Welsh, 1996).

PFi imunizaci mysi tfemi rdznymi formami antigeni MPyV byly zjistény dalsi
vyznamné poznatky tykajici se T nezavislé protilatkové odpovédi. Bylo zjisténo, Ze samotny
VP1 je sice schopen navodit IgM protildtkovou odpovéd, nicméné oproti umélym virovym
kapsiddm mysiho polyomaviru (VLPs) a infekénimu viru je tato odpovéd zhruba 10-kréat
mensi. JelikoZ jsou VLPs a MPyV charakteristické svym uspofadanim, lze fici, Zze vysoké
opakovani stejnych antigenti ma vliv na silu IgM T nezavislé odpovédi. Déle bylo prokazano,
Ze pouze replikujici se MPyV je schopen navodit T nezavislou protilatkovou odpovéd 1gG,
pfiemz tvorba této 1gG odpovédi nezahrnovala tvorbu germinélnich center, z ¢ehoZz plyne, Ze
pro tvorbu germinalnich center je potfeba pomoci od T lymfocytl (Szomolanyi-Tsuda et al.,
1998).

ProtoZze B lymfocyty jsou schopny generovat bez pomoci T lymfocytl protilatkovou
odpovéd' 1gG pouze proti Zivému MPyV, tvorba této T nezavislé protilatkové odpovédi je
zfejmé sloZity proces zahrnujici mnoho interakci a signéalnich drah. DalSi studie odhalily, Ze
virova kapsida mysiho polyomaviru vyvolava T nezavislou protilatkovou odpovéd typu 2.
Tato protilatkova odpovéd je sice vyvolana i bez pFfitomnosti NK bunék, nicméné NK burky
se zfejmé sekreci IFN-y podileji na modulaci této odpovédi, nebot’ IFN-y pfimym plsobenim
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na B lymfocyty aktivuje zménu na izotyp 1gG2a (Szomolanyi-Tsuda et al., 2001). DalSim
mechanismem zesileni 1gG nezavislé na T lymfocytech odpovédi zhruba o polovinu je
interakce kostimulacnich molekul CD40 — CD40L, pfiemZ k této interakci zfejmé dochazi
vzajemné mezi B lymfocyty (Szomolanyi-Tsuda et al., 2000).

Zajimava zjisténi pfinesla také studie zabyvajici adaptorovym proteinem MyD88 a
jeho Glohou v navozeni protilatkové odpovédi proti MPyV , nebot’ tento protein je zapojen do
signalni kaskady zahrnujici nékteré Toll-like receptory (Kawai et al., 1999), ale je také
zapojen v signalni draze interleukinl 1 a 18 (Adachi et al., 1998). Pro zjisténi role MyD88 byl
vyuZzit mySi kmen s deletovanym genem pro MyD88, pfiCemz tento mysi kmen byl nasledné
testovan a porovnavan s divokym mysim kmenem (WT) ve schopnosti a rozsahu tvorby
protilatkove odpovédi proti MPyV. Takto bylo zjisténo, Ze mySi neobsahujici MyD88 jsou
schopny v pfitomnosti T lymfocytli navodit protilatkovou odpovéd proti MPyV, pfiemz tato
odpovéd  se oproti protilatkove odpovédi u WT mysi znacné lisi v zastoupeni izotypu 1gG2b.
Pomoci ELISpotu bylo také ukazano, Ze pocet plazmocytli produkujicich IgM a IgG
protilatky specifickych proti MPyV je v pfipadé IgM zhruba 10-krat a 1gG zhruba 4-kréat
redukovan oproti WT mysSim. Navic u WT mySiho kmene dochazelo v kostni dfeni ke zvyseni
poctu plazmocytl produkujicich IgG protilatky proti MPyV, pficemz pocet téchto plazmocytd
znatelné vzrostl do doby 1,5 roku po infekci. Tento efekt vSak nebylo mozno pozorovat u
mysi postradajicich MyD88, pricemz pocet plazmocytd produkujicich IgG protilatky proti
MPyV byl zhruba 25-krat nizsi nez u WT kmene. Déle bylo zjisténo, Ze interleukiny 1 a 18 se
nepodileji na formovani dlouhodobé odpovédi, nebot” mysi postradajici receptory pro tyto
interleukiny vykazovaly stejnou protildtkovou odpovéd jako WT kmen. Na spusténi
dlouhodobé protilatkove odpovédi zahrnujici aktivaci MyD88 se tak zfejmé podileji Toll-like
receptory B lymfocytll, nebot’ B lymfocyty postradajici MyD88 v pritomnosti T lymfocytd
exprimujicich MyD88 nedokéazaly vytvaret dlouhodobou protilatkovou odpovéd' (Guay et al.,
2007). Znacni vliv na robustnost protilatkové odpovédi proti MPyV zavislou i nezavislou na
T lymfocytech predstavuje také interakce komplementového receptoru 2 (CR2)
lokalizovaného na povrchu B lymfocytd (Szomolanyi-Tsuda et al., 2006).

Studie zabyvajici se vlivem lidského BK viru u pacientl s transplantaci ledviny
odhalila skute¢nost, Ze pfitomnost protilatek proti BKV pred transplantaci nezabréni nasledné
reaktivaci BK viru po provedeni transplantace a s ni spojenou imunosupresi (Hirsch et al.,
2002). | pres tento fakt se zfejmé protilatky podileji u lidi na antivirové obrané proti lidskym
polyomavirlim, nebot’ pfi porovnavani protilatkové odpovédi cilené proti BKV u pacientd
v rlizném stadiu PVAN bylo zjisténo, Ze protilatkova odpovéd se v priibéhu onemocnéni
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znacné meéni. MnoZstvi 1gG protilatek ma pritom zfejmé souvislost s mnozstvim BKV v krvi.
Vyvstala tedy hypotéza, Ze 1gG protilatky sniZzuji mnoZstvi BKV v krvi (Hariharan et al.,
2005). Roli protilatek na sniZeni virémie BKV navic potvrdila dalsi studie, kterd porovnavala
rozsah cytotoxické odpovédi CD8" T lymfocytli, mnozZstvi protilatek proti BKV a mnoZstvi
BKV v krvi. Takto bylo zjisténo, Ze slaba CD8" T lymfocytarni odpovéd proti BKV, koreluje
s vy$8im mnoZstvim viru v krvi a také s vy$$§im mnoZzstvim protilatek. Silnd CD8" cytotoxicka
odpovéd’ naopak vede ke snizeni mnozstvi BKV viru a nizké hladiné protilatek. Z takto
zjisténych vysledk(l ziejmé vyplyva, Ze hlavni UGlohu v kontrole BKV hraje bunécné
zprostfedkovany dohled T lymfocytd, pficemz pokud je tento dohled narusen nebo neni
dostate¢né silny, BKV je schopen silngjsi replikace a dostava se ve vétSim mnozstvi do krve.
Zvyseni BKV v krvi nasledné aktivuje protilatkovou odpovéd, ktera zfejmé dopliuje
nedostatecny imunitni dohled cytotoxickych lymfocytd tim, Ze se podili na snizeni virémie
(Chen et al., 2006). Za pomoci imunohistochemickych metod bylo navic ze vzorkd, které byly
ziskané pomoci biopsie z ledvin vykazujicich PVAN, zjisténo, Ze v misté plisobeni PVAN je
vice Th2 lymfocytli nez Thl. Navic bylo detekovano i mnoho plazmatickych bunék. Moznym
vysvétlenim by mohl byt fakt, Ze v podminkach imunosuprese dochazi ke snizeni
cytotoxického plsobeni T lymfocytll a tedy kobratu z Thl imunitni odpovédi na Th2
odpovéd (Buettner et al., 2012).U nékterych pacientli s potvrzenou diagnézou PML se
dokonce tvofi protilatky cilené proti JCV pfimo intratekalné. B lymfocyty se tedy angazuji i
v boji proti JCV a to pfimo v mozkové tkani, nicméné sama pfitomnost protilatek nezabrani
vzniku PML (Weber et al., 1997).

3.3 Vliv CD4" a CD8" T lymfocyt(
NejdlleZitéjSim imunitnim mechanismem podilejicim se na kontrole polyomavirové

infekce je imunitni dohled zprostfedkovany plsobenim CD4" a CD8" T lymfocytd. U
pacientd trpicich PML vyvolanou JCV byly detekovany CD8" T lymfocyty (CTL) specifické
proti JCV infikovanym buikdm. Tato CTL odpovéd je zavisla na rozezndni JCV virovych
peptidd vystavenych na MHC 1. tfidy. Zajimavé bylo také zjisténi, Ze CTL odpovéd nebylo
mozné detekovat u nékterych pacientd vykazujicich tézké stddium PML (Koralnik et al.,
2001). Objasnéni role této CTL odpovédi se proto stalo kliGovou otazkou dalSich vyzkumd.
Pro potvrzeni, Ze cytotoxickeé T lymfocyty jsou schopny rozeznat JCV antigeny prezentované
na MHC I. tfidy, byla provedena studie u pacientli s PML diagnézou majicich alelu HLA-
A*0201, pricemz pro tuto alelu byla predikovana vazba nékolika 9 AK dlouhych peptid(i
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odvozenych od VP1 kapsidového proteinu JCV. Nasledné byly z pacientl trpicich PML
izolovany periferni krevni mononuklearni buiky (PBMC), které byly stimulovany
nasyntetizovanymi 9 AK dlouhymi peptidy. Pomoci testu specifické lyze bunék, kdy bylo
méfeno mnoZstvi *'Cr uvolnéného z lyzujicich bunék, bylo poté zjisténo, e PBMC
rozeznavaji 9 AK dlouhy peptid odvozeny z 100-108 AK sekvence VP1 proteinu. Dale bylo
potvrzeno, ze tento VP1y00 epitop je rozeznavan pouze pro HLA-A*0201 pozitivni buriky a
tedy, Ze CTL odpovéd cilenad proti VP1,100 epitopu je zavisla na MHC 1. tfidy kodované
HLA-A*0201 alelou. S vyuzitim tvorby tetramerniho komplexu HLA-A*0201/ VP1y100, ktery
byl oznaCen streptavidinem nesoucim fykoerytrin a pomoci protilatek proti CD8+ T
lymfocytlim, byla navic pomoci pritokové cytometrie kvantifikovana a potvrzena pritomnost
JCV specifickych cytotoxickych lymfocytd. Takto bylo zjisténo, Ze pFitomnost JCV
specifickych CD8" T lymfocytdl Ize detekovat zejména u pacient, ktefi vykazuji stabilni nebo
zlepsujici se priibéh PML 2 aZ 5 let od diagndzy. Zatimco JCV specifickou CTL odpovéd
nebylo mozno detekovat u pacientli vykazujicich progresivni formu PML do 5 mésicl od
diagnézy (Koralnik et al., 2002). Dalsi studie navic odhalila u HLA-A*0201 pozitivnich
pacientl dalsi epitop VPl ktery byl rozeznavan pomoci CD8" T lymfocytli. Navic byla
opét potvrzena dllezitost CTL odpovédi, nebot’ vétSina pacientll vykazujicich stabilni nebo
mirngjsi formu PML vykazovala vyssi frekvenci CD8" T lymfocytl cilenych proti VP1y00a
VP1,36 epitoplim. Naopak u vétsiny pacientd vykazujicich tézkou formu PML nebylo mozno
CTL odpovéd proti zminénym epitopdim detekovat. Analyza cytotoxickych T lymfocytd
cilenych proti VP1p100 epitopu ukazala, Ze se jedna prevazné o aktivované pamétove burnky
(Du Pasquier et al., 2003). Pro zjisténi, zda CTL odpovéd ovliviiuje nasledny priibéh PML,
byli vybrani pacienti s ¢asnou diagndézou symptom( méné nez do 10 mésicli. Pokud byla u
téchto pacientll detekovana ¢asna CTL odpovéd proti JCV v 87 % pripadd doslo k mirnému
pribéhu PML. Pfi absenci této CTL odpovédi je naopak 82 % Sance k propuknuti tézké formy
PML. Role CTL specifické odpovédi proti JCV v Casnych fazich PML potvrdil i fakt, Ze u
pacientll s diagnézou PML do doby 4 mésicl, u kterych nebyla detekovana CTL odpovéd,
nasledné propukla progresivni forma PML (Du Pasquier et al., 2004). Dalsi studie u HIV
pacient( poukazuiji na skutec¢nost, Ze nizka frekvence JCV specifickych T lymfocytl je zfejmé
hlavnim faktorem vzniku PML. To také vysvétluje, pro¢ dochdzi k nastupu PML u HIV
pacientt, které maji obecné riizny celkovy pocet CD4" T lymfocytl (Khanna et al., 2009).
Dalsi studie se nasledné zabyvaly roli CD4" T lymfocytdl, nebot” u HIV pozitivnich
pacientl nevykazujicich sice PML, ale s potvrzenym vyskytem JCV v moci pomoci PCR,
bylo mozné detekovat CD4" T lymfocyty specifické proti JCV. Vyskyt téchto CD4" T
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lymfocytd nebyl vsak detekovan u HIV pacientll s PML. Tyto poznatky opét poukazuji na
vliv CD4" T lymfocytd v kontrole JCV (Gasnault et al., 2003). Vyznam CD4" T lymfocytd
spole¢né s CD8" T lymfocyty se tak stal daldim predmétem studii u pacientd s PML. Pro
zjisténi a kvantifikaci CTL specifické odpovédi bylo vyuZito metody ELISpot, pfiCemZ tato
metoda spolecné méfi antigenné specifické CD4" a CD8" T lymfocyty. Pro rozliSeni mezi
CD4" a CD8" T lymfocytarni odpovédi byl proto pouZit jesté intracelularni test méfici
produkci cytokin(l (ICS). Takto bylo zjisténo, Ze pacienti s lehkou formou PML maji zhruba
4,8-kréat vétsi pravdépodobnost detekce Casné CD4" specifické odpovédi a 22,2-kréat vetsi
pravdépodobnost detekce CD8" specifické odpovédi, oproti pacientlim s tézkou formou PML.
Bylo také ukazano, Ze metoda ICS je mnohem citlivéjsi pro detekci T lymfocytarni specifické
odpovédi proti JCV neZz metoda ELISpot. Navic u pacientl slehkou formou PML bylo
zjisténo, ze CD4" i CD8" specificka T lymfocytarni odpovéd je stabilni a to dokonce do doby
presahujici 12 let od diagndzy PML. Tato studie tak potvrdila nejen jiz nékolikréat potvrzenou
Ulohu CD8" T lymfocytl, ale také dllezitost CD4" T lymfocytarni odpovédi proti JCV.
Zajimavy je také fakt, ze obé tyto lymfocytarni odpovédi jsou u pacientl, ktefi prodélali
lehkou formu PML udrzovény po znatelné dlouhou dobu (Gheuens et al., 2011). U pacientd, u
kterych v dobé imunosuprese propukla PML a nasledné po zastaveni imunosupresivni lecbé
doSlo k indukci mozkového zanétu, bylo navic ve vzorcich ziskanych pomoci biopsie
prokazano, ze obsahuji zhruba 3-krat vétsi mnozstvi CD4™ T lymfocytl oproti CD8" T
lymfocytim. PFi provedeni metody ICS navic bylo zjisténo, Ze prestoze zhruba polovina
téchto CD4" T lymfocytd vykazuje tvorbu IFN-y a tudiz Thl smérovanou odpovéd, pfi
provedeni stejného ICS testu detekujiciho souCasné tvorbu IFN-y a IL-4 bylo zjisténo, Ze
zhruba tietina CD4™ T lymfocytll vykazuje tvorbu obou téchto cytokini a ma tak vlastné
Th1/Th2 fenotyp. Déle by zjisténo, Ze CD4" T lymfocyty specificky rozeznavaly epitopy VP1
proteinu JCV. Opét tedy byla potvrzena role CD4" T lymfocytll v boji proti JCV, prestoZe se
objevila nova otazka, pro¢ CD4" T lymfocyty vykazuji dvoji Th1/Th2 fenotyp (Aly et al.,
2011). To jakym zplsobem CD4" T lymfocyty ovliviiuji CD8" T lymfocytarni odpovéd
specifickou proti JCV neni doposud pIné objasnéno. V pfipadé mysSiho polyomaviru hraji
CD4" T lymfocyty zasadni Glohu v kontrole perzistentni infekce, nebot se podileji na tvorbé a
na maturaci nové vzniklych CD8" T lymfocytl cilenych proti MPyV bé&hem perzistentni faze
infekce (Kemball et al., 2007). Navic tyto CD4" T lymfocyty, specifické proti VP1 a velkému
T antigenu MPyV, také nové vznikaji béhem perzistentni infekce (Lin et al., 2010). To jestli
se CD4" T lymfocyty podileji na aktivaci nebo pfipadné na tvorbé novych CD8" T lymfocytdl
i v pfipadé JCV je vSak otazkou dalSiho vyzkumu.

22



Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole o Uloze B lymfocytli a protilatek, slaba
CD8" T lymfocytarni odpovéd proti BKV, koreluje s vy$8im mnoZstvim viru v krvi a naopak
silnd CD8" cytotoxicka odpovéd naopak vede ke snizeni mnozstvi BKV viru. Specificka CTL
odpovéd tak hraje hlavni roli i v pfipadé BKV. Navic byly detekovany 2 epitopy VP14 a
VP110s, které jsou specificky rozeznavané CD8" T lymfocyty (Chen et al., 2006). Detekce
specifické T lymfocytarni odpovédi proti BKV pomoci ELISpotu dale odhalila, Ze u pacient(,
u kterych probiha aktivni replikace BKV, Ize detekovat niZsi frekvenci specifickych T
lymfocytl. Navic u pacientl trpicich PVAN nebylo mozno detekovat T specifickou odpovéd
proti BKV. U nékterych PVAN pacientll doslo vSak po snizeni imunosupresivni léchy
k obnové specifické T lymfocytarni odpovédi, pficemz rozsah této odpovédi byl srovnatelny
se zdravymi BKV pozitivnimi pacienty (Comoli et al., 2004). Pomoci ICS analyzy bylo dale
zjisténo, 7ze BKYV specifické CD4" T lymfocyty s vétsi frekvenci rozeznavaji epitopy VP1
proteinu, zatimco CD8" T lymfocyty jsou zacilené s vétsi frekvenci na velky T antigen BKV
(Binggeli et al., 2007). Po omezeni imunosuprese u pacientl s pozitivni PVAN diagndézou
navic dochazi ke znaGnému nérlistu T lymfocytarni odpovédi zaméfené proti velkému T
antigenu BKV, pfiCemzZ zesileni této imunitni odpovédi koreluje s potlatenim PVAN, nebot’
po snizeni imunosuprese dochazi k obnoveni bunécné zprostfedkované specifické odpovédi
proti BKV (Prosser et al., 2008).

U BKV bylo navic podle studie provedené (Ramaswami et al., 2011) uk&zano, Ze
CD4" T lymfocyty jsou schopné lyzovat buiiky, které maji na MHC I1. tfidy navazany BKV
antigen, ktery tyto CD4" T lymfocyty specificky rozeznavaji. Plni tak ziejmé roli nejen v
poskytnuti pomoci B a CD8" T lymfocytdim, ale i roli cytotoxickou a jsou schopny sekretovat
2 typy cytokinli a to IFN-y a TNF-a. Navic zhruba 70 % téchto T lymfocytd méa na svém
povrchu CD107a molekulu. PF¥itomnost CD107a molekuly koreluje s cytotoxickou aktivitou
zprostfedkovanou pomoci exocytozy vackd obsahujicich granzymy a perforiny u CD8" T
lymfocytl (Betts et al., 2003). Navic u pacientl, u kterych v minulosti doslo k reaktivaci
BKV, bylo mozné detekovat vyssi frekvenci CD4" T lymfocyt(, které produkovali IFN-y,
TNF-a a IL-2. Tyto polyfunkéni CD4" T lymfocyty tak ziejmé predstavuji dilezity ochranny
prvek v prevenci reaktivace BKV (Trydzenskaya et al., 2011).

Souhrnné Ize tedy fici, Ze CD4" T lymfocyty spolecné s CD8" T lymfocyty predstavuji
hlavni zbrar imunitniho systému v kontrole polyomavir(l a zabrariuji tak jejich reaktivaci.
Zatimco CD8" T lymfocyty pIni zejména funkci cytotoxickou, CD4" T lymfocyty navic
kromé cytotoxické funkce hraji také pomocnou roli, nebot’ se podileji na aktivaci CD8" T
lymfocytl a B lymfocytll. Tato specificka imunitni odpovéd' je navic dlouhodobé udrzovana,
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coz dale zna¢i jeji dllezitost v neustadlém imunitnim dohledu proti perzistujicim
polyomavirdm. Pies dilezitost této imunitni odpovédi zdstava zejména ve vztahu mezi CD4"

a CD8" T lymfocyty stale mnoho nezodpovézenych otazek.
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4. Zaver

Prestoze vétSina poznatkl ohledné imunitni odpovédi vici BKV a JCV byla zjisténa
metodami in vitro a pro objasnéni role nékterych imunitnich mechanism( byl v této préaci
vyuzit model mysiho polyomaviru, po zhodnoceni vsech poznatkl Ize usoudit, Ze imunitni
dohled vi¢i lidskym polyomavirlim je velice komplexni déj.

Imunitni systém musi zprostfedkovat dohled nad lidskymi polyomaviry ve tfech
rlznych smérech. Prvotng se imunitni systém musi aktivovat po primarni infekci lidskymi
polyomaviry, kdy nastava akutni faze infekce. V této fazi infekce hraje zasadni roli rozeznani
virovych antigen(l, pficemZ toto rozeznani je zprostiedkovano zejména nespecifickymi
imunitnimi mechanismy. Jiz samotny vstup viru do bunék nicméné zfejmé aktivuje tvorbu
nékterych cytokinl, které se podileji na imunitni reakci vici nému. Jako priklad Ize uvést
interferony typu | a I, které vykazuji znatelny inhibi¢ni efekt na tvorbu virového potomstva,
coz poukazuje na moznost jejich farmakologického vyuZiti. Nicméné interferony ani dalSi
slozky nespecifické imunitni odpovédi nejsou schopny zcela virus eliminovat. Nésledné je
proto prezentaci virovych antigend a tvorbou spravného cytokinového prostredi aktivovana
také specifickd imunitni odpoveéd.

Specifickd imunitni odpovéd pak hraje z&sadni Ulohu v pozdgjSich fazich infekce, kdy
lidské polyomaviry perzistuji v nékterych tkanich. Specificky imunitni dohled tak musi
zajistit neustaly dohled a udrZovat tak nizké mnoZstvi nové vznikajiciho viru. Pokud je tento
trvaly imunitni dohled narusen, mdZze dojit k reaktivaci viru, kdy dochéazi ke zvysené tvorbé
virového potomstva, coZz ma za nasledek tvorbu mnoha patologii jako PML nebo PVAN. Ke
zvyseni pravdépodobnosti reaktivace lidskych polyomavir( u imunosuprimovanych jedinc,
vSak mUZe prispét i lokalni zména cytokinového prostfedi a znacnou roli predstavuje i
geneticky polymorfismus jedincti.

Imunitni dohled v8ak musi byt zprostfedkovan i u bunék, ve kterych virus neni
schopen dokon€it svij zivotni cyklus a vytvofit tak virové potomstvo, nebot” v nékterych
pfipadech je zfejmé virus schopen navodit transformaci téchto bunék v burky rakovinné. To
spolecné s fakty, ze sekvence lidskych polyomavirli Ize detekovat u nékterych typd nador a
navic s tim, Zze BKV a JCV jsou zfejmé schopné uniknout imunitnimu systému, nebot’ cilené
reguluji mnoZzstvi stresového ligandu u infikovanych bunék, poukazuje na moZnost spojeni
JCV a BKV s nékterymi typy rakovinového bujeni u lidi. To jakou mérou a zdali vibec se

tyto dva lidské polyomaviry podileji na vzniku rakoviny, vSak z{stava otevienou otazkou.
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