Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organism

Adéla Cirbusova

Role BK polyomaviru v lidskych nadorech
The role of BK polyomavirus in human cancer

Bakalatska prace

Vedouci prace/Skolitel: RNDr. Martina Salakové, Ph.D.

Praha, 2019



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 10.5.2019
Adéla Cirbusova

Podpis:



Podékovani:

Timto bych rada pod¢kovala predevsSim mé skolitelce RNDr. Martin¢ Saldkové, Ph.D., za
veskerou ochotu, pomoc a rady, které mi v pribéhu psani této bakalafské prace poskytla. Déle

bych chtéla podékovat mé rodin¢ za nesmirnou podporu béhem celého studia.



Abstrakt

BK polyomavirus (BKV) je maly neobaleny ubikvitné¢ rozsiteny DNA virus, ktery u
imunosuprimovanych jedinci mize zplUsobovat zavaznd onemocnéni, konkrétné BK
polyomavirovou nefropatii (BKVaN) a hemoragickou cystitidu. Mimo toho se o BKV uvazuje
jako o mozném putvodci nekterych nadorovych onemocnéni u clovéka. Je zde nékolik
skuteCnosti, které by tomuto spojeni nasvédéovaly. BKV ve svém genomu koduje tii
onkoproteiny, diky kterym u hlodavct indukuje vznik celé fady nadorti. Onkogenni potencial
byl prokazan i na bunéénych kulturach. Soucasn¢é byl BKV geneticky material detekovan v
lidskych néadorovych tkani. Tato fakta tedy podporuji myslenku, ze by BKV mohl byt
onkogenni i u ¢lovéka. Jako pravdépodobna se prozatim zda mozna uc¢ast BKV v karcinomu
mocového méchyte u pacientdl po transplantaci ledvin a je uvazovana moznost, ze je BKV
jednim z faktori, které mohou zapficinit vznik adenokarcinomu prostaty. AvSak doposud nebyl
piedlozen stoprocentni dikaz, ktery by tyto souvislosti potvrdil a je tedy nutna fada dalSich
studii, které by mohly pfinést nové poznatky a roli BKV jako mozného ptivodce nékterého

z téchto naddorovych onemocnéni potvrdit ¢i naopak vyvratit.

kli¢ova slova: BKV, rakovina, LTag, prostata, moCovy mechyt

Abstract

BK polyomavirus is small uncoated DNA virus which is ubiquitous in human population. In
imunosupresed individuals can cause severe diseases, specifically BK polyomavirus associated
nephropathy (BKVaN) and hemoragic cystitidis. Except that, it is presumed that BKV may be
responsible for some cases of human cancer. Some features of BKV could support this idea.
There are three encoded oncoproteins in BKV genome. BKV is oncogenic in rodents, where
induces multiple types of tumors and it can transform cell lines as well. Moreover, BKV DNA
was found in many types of human cancer. All these facts suggest a possible role of BKV in
human cancer. Bladder carcinoma in pacients after transplatation and prostate adenocarcinoma
are the most likely candidates to link with BKV participation. There is no complete evidence
though. Therefore, future studies are necessary to proof or even exclude BKV as a possible

cause of human cancer.

key words: BKV, cancer, LTag, prostate, bladder



Obsah

2. POLYOMAVITY . ..ot

3. BK POIYOMAVITUS. ...ttt et ee e e

3.1, Kapsida @ VITION. ...ttt ettt et

3.2. Genom a exprimovane ProteiNY...........eeerrteneeneerreaeenieaeeneanneeneenn.

3.2.
3.2.
3.2.
3.2.

1. Nekoddujici regulacni oblast (NCCR)......ooviiiiiiiiiiiiiiiiin
2. Oblast Casnych gentll..........cooviviiiiiii e,
3. Oblast pozdnich gentll...........cooviiiiiiiiii e,

4. mMICTORNA . ..o

3.3. Tkanovy tropismus a Zivotni cyklus BKV.............oo
3.4. Epidemiologie BKV ... ...

3.5. Onemocnéni asociovanad s BKV infekcl.......ooveiiiiiiii i,

3.5.
3.5.

1. BKV asociovand nefropatie (BKVaN)..............cooooiiiiiiiiinn..
2. BKV hemoragicka cystitida.............ccooeiiiiiiiiiii

4. Role BKV VNAAOTECN. ...ttt e e

41. M
42. M

echanismy nadorové transformace................ccoviiiiiiiiiiii ...

echanismy, jimiz je BKV schopen navodit nadorovou transformaci......

0 R 50 I ¥ P
42 S A e

43. B

KV a nadorova transformace u experimentalnich modelt...................

4.3.1. Laboratorni Zvirata.........cceeeeeeeeeieeee

4.3.2. Bunéc¢né linie odvozené z hlodavéich tkani.................ooooiiii....

4.3.3. Buné¢né linie odvozené z lidskych tkani......................

4.4. Role BKV v lidskych nadorech................ooooiiiiiiiiii i

4.4.1. Karcinom mo¢ového meéchyte.............cooeviiiiiiiiiiiiiiiinann..

4.4.2. Karcinom moc¢ového méchyte u pacientd po transplantaci............

4.4.3. Karcinom ProStaty........c.eeueeueeeineentntent et

4.4.4. DalS$i nAdorova ONEMOCHENI. . ... v vttt et e,

4.4.5. Protilatkova odpoveéd proti LTag........c..covviiiiiiiiiiiiiiiii,

5. Zavér

[ —

® © NN 0ok

[\ TR NG T NG TR N T NG TSN N Y GGy GG R VG G G S G S g SOy
O ® N W o 0O 0 ® NNk WD DD = = O



Seznam pouzitych zkratek

BHK-21 - baby hamster kidney fibroblasts 21, oznac¢eni buné¢né linie odvozené z ledvin
ktec¢Cich mlad’at

BKYV - BK polyomavirus

BKVaN — BKV associated nephropathy, BKV asociovana nefropatie

bp — base pair, par bazi

Cdk — cyklin-dependent kinase, cyklin-dependetni kindza

CD4" - CD4 positive T-cells, CD4" pozitivni T-lymfocyty
CD25"~CD25 positive T-cells, CD25" pozitivni T-lymfocyty

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

FoxP3" - forkhead box P3 positive T-cells, FoxP3" pozitivni T-lymfocyty
HEK - human embryonic kidney cells, lidské embryonalni ledvinové buiiky
HEF - human embryonal fibroblasts, lidské embryonalni fibroblasty
HPyV - human polyomavirus, lidsky polyomavirus

IFN-y — interferon gamma

IgG — immunoglobulin G, imunoglobulin G

IL-10 - Interleukin 10

JCV - JC polyomavirus

kDa - kilodalton

LTag — large tumor antigen, velky nadorovy antigen

MCC — Merkel cell carcinoma, karcinom Merkelovych bun€k

MCPyV — Merkel cell polyomavirus, Polyomavirus Merkelovych bunék
MPyV - Mus musculus polyomavirus, Mysi polyomavirus

mRNA - messenger RNA, informaéni RNA

miRNA - microRNA

NCCR - non-coding control region, nekddujici kontrolni oblast

NK - natural killer cell, butika ,,pfirozeny zabijak*

nm - nanometr

ori — origin, replikac¢ni poc¢atek



PCNA - proliferating cell nuclear antigen, sviraci protein figurujici v lidskych bunkach
PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
PIA - proliferative inflammatory atrophy, proliferativni zanétliva atrofie
PIN - prostatic intraepithelial neoplasia, prostaticka intraepitelialni neopléazie
PP2A - protein phosphatase 2A, protein fosfatdza 2A
pRb — protein Rb
p21 — protein p21
p53 — protein p53
p107 — protein p107
p130 — protein p130
sTag - small tumor antigen, maly nadorovy antigen
SV40 - Simian virus 40
Tag — tumor antigen, nadorovy antigen
trunc-Tag — truncated tumor antigen, zkraceny nadorovy antigen

ULBP3 - UL16 binding protein 3, UL16 vazajici protein 3

VP1 — viral protein 1, virovy protein 1
VP2 — viral protein 2, virovy protein 2

VP3 — viral protein 3, virovy protein 3



1. Uvod

BK polyomavirus je u imunosuprimovanych jedincii spojen se vznikem zavaznych
onemocnéni. Svymi vlastnostmi se prokazal také jako onkogenni virus. S pomoci
exprimovanych onkoproteinti je schopen vyvoldvat nadory u hlodavcii i zptisobit nddorovou
transformaci z hlodavct odvozenych bunécnych kultur. Pfitomnost BKV DNA byla zjisténa i
v nékterych lidskych nadorech, coz spole¢né¢ s prokazanou onkogenni zplsobilosti u
experimentalnich modeld vede k myslence, zda BKV nemiiZe hrat roli v jejich vzniku. Tuto
domnénku navic podpofilo nedavné spojeni blizce piibuzného polyomaviru Merkelovych
bunek (MCPyV) se vznikem karcinomu z Merkelovych bun¢k (MCC). Pro vSechna tato fakta
urc¢ila Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) BKYV jako 2B "mozny karcinogen".

(Malaria and Some Polyomaviruses, 2014)

Cilem této prace bude shromazdit vSechny doposud dostupné informace, které by jako celek
mohly pfinést na tuto problematiku jasn¢jsi pohled. V prvni ¢asti prace budou charakterizovany
zakladni vlastnosti BK'V. Druh4 ¢ast bude vénovana mechanismiim a onkogennim schopnostem
u experimentalnich modelti. V samotném zavéru prace budou piedstaveny diikkazy a modely,

které svéd¢i pro 1 proti mozné roli BKV v lidskych nadorech.

2. Polyomaviry

Viry z ¢eledi Polyomaviridae jsou malé neobalené dsDNA viry, jeZ maji napfi¢ celedi velmi
podobné vlastnosti. Ikosahedralni kapsida o velikosti 40 — 45 nm je sloZena ze tfi strukturnich
proteint - VP1, VP2 a VP3. Uvniti kapsidy je genom se tfemi funkénimi oblastmi: oblasti
casnych genti, kodujici T-antigeny, oblasti pozdnich gent, kodujici strukturni proteiny, a
nekodujici kontrolni oblasti. (Dalianis et al., 2013). Velikost genomu se napfic¢ jednotlivymi

druhy drobné lisi, obecné se ale pohybuje v rozmezi 4 700 — 5 400 bp. (Moens et al., 2016)

Polyomaviry infikuji predevSim savce a ptaky. Noveé vSak byly objeveny druhy, jejichz
pfirozenymi hostiteli jsou i ryby. (Van Doorslaer ef al., 2018). Z celkem 73 soucasné znamych
druht, bylo doposud popséano 14 lidskych (Moens et al., 2016), pfiCemz vice nez tfetina z nich
je asociovana s nekterym z lidskych onemocnénich. (Dalianis et al., 2013). Pfehled vSech
lidskych polyomaviri a jimi zptsobenych patologii je uveden v tabulce ¢. 1.S naddorovym
onemocnénim byl prozatim prokazatelné spojen jen jeden lidsky polyomavirus. MCPyV,

Merkel cell polyomavirus, ktery zpisobuje vzacnou agresivni formu rakoviny klize nazyvanou



karcinom z Merkelovych bunék. (Feng et al., 2008). U BK viru a JC viru (JCV) byl prokdzan
nadorovy potencial in vitro a na experimentalnich zvifecich modelech, avSak jejich role

v lidskych nadorech je stale pfedmétem vyzkumu. (Dalianis ef al., 2013)

Jako modelovi zastupci jsou pro studium polyomavirt ¢asto vyuzivany MPyV, Mus musculus
polyomavirus 1, z rodu Alphapolyomavirus a SV40, Macaca mulatta polyomavirus I neboli
Simian virus 40, z rodu Betapolyomavirus. U obou téchto zastupct byl také prokazan nadorovy
potenciadl. MPyV u novorozenych ¢i imunosuprimovanych hlodavct zptisobuje mnohocetné
nadory slinnych zlaz. (Gross, 1953). SV40 patii do stejného rodu jako BKV ¢i JCV a sdili
s nimi, pfedev§im pak s BKV, pomérné velkou sekvencni homologii. U pfirozeného hostitele,
jimz je makak rhesus (Macaca mulatta), je infekce SV40 asymptomaticka. U hlodavct vSak
zpusobuje Siroké spektrum nadorovych onemocnéni. (Bouchard ef a/., 1984). Na modelu SV40
byla zjisténa a prokazana fada funkci casnych genovych produkti, véetné jejich onkogennich
ucinkt, naptiklad interakce malého T-antigenu (sTag) s protein fosfatizou 2A. (Cho et al.,
2007). Vzhledem k podobné struktuie Casnych proteint lze stejné funkce ptredpokladat i u
ptibuznych druhi.

TABULKA & 1 - Lidské polyomaviry a onemocnéni, ktera zpusobuji, (Dalianis et al., 2013),
(Moens et al., 2016), (Gheit et al., 2017)

NAZEV POLYOMAVIRU ROD ASOCIOVANE ONEMOCNENI

BKYV nefropatie a
BKYV hemoragicka cystitida u
Betapolyomavirus | imunosuprimovanych jedinct,
moznd souvislost s nékterymi
nadorovymi onemocnénimi
progresivni multifokalni
leukoencefalopatie u
Betapolyomavirus | imunosuprimovanych jedinct,
mozna souvislost s n€kterymi
nadorovymi onemocnénimi

Human polyomavirus 1,
BK polyomavirus, (BKV)*

Human polyomavirus 2,
JC polyomavirus, (JCV)

prozatim nebyl spojen
Betapolyomavirus s zadnym z lidskych
onemocnéni

Human polyomavirus 3,
KI polyomavirus, (KIPyV)

prozatim nebyl spojen
Betapolyomavirus s zadnym z lidskych
onemocnéni

Human polyomavirus 4,
WU polyomavirus, (WUPyV)




Human polyomavirus 35,

karcinom z Merkelovych

Merkel cell polyomavirus, Alphapolyomavirus bunck
(MCPyV)
Human polvomavirus 6 mozné spojeni se vznikem
([;{Py V6) ’ Deltapolyomavirus koZnich 1ézi u
M imunosuprimovanych pacienta
Human polvomavirus 7 mozné spojeni se vznikem
g{Py V) ’ Deltapolyomavirus koznich 1ézi u
M imunosuprimovanych pacientii
Human poly omavirus 8, . Trichodysplasia spinulosa u
Trichodysplasia spinulosa Alphapolyomavirus imunosuprimovanveh iedinci
polyomavirus, (TSPyV) p yenJ
. prozatim nebyl spojen
Human (};;)Il)y ovmgc;vzrus % Alphapolyomavirus s zadnym z lidskych
y onemocnéni
Human polyomavirus 10, prozatim nebyl spojen
MW polyomavirus Deltapolyomavirus s zadnym z lidskych
polyomavirus, (MWPyV) onemocnéni
: rozatim nebyl spojen
Human polyomavirus 11, . proza‘in 1
STL polyomavirus, (STLPyV) Deltapolyomavirus S Zatci)lsl}éﬁ Ozclrigrslli(ych
: prozatim nebyl spojen
Human gﬁiy onlc;;zrus 12, Alphapolyomavirus s Zzadnym z lidskych
y onemocnéni
Human polyomavirus 13, prozatim nebyl spojen
New Jersey polyomavirus, Alphapolyomavirus s zadnym z lidskych
(NJPyV) onemocnéni
Human polyomavirus' 14 prozatim nebyl spojen
Lyon IAIEI(EHEOI\}/,;) mavirus, Alphapolyomavirus s Zadnym z lidskych
Y onemocnéni

*tucné jsou zvyraznéni ti zastupci, ktefi jsou, nebo by mohli byt spojeni s n€kterym

z naddorovych onemocnéni u lidi




3. BK polyomavirus

BK polyomavirus (BKV) byl objeven roku 1971 v moc¢i imunosuprimovaného pacienta po
transplantaci ledvin. (Gardner et al., 1971). Dle platné virové taxonomie nese oznaceni Human
Polyomavirus I (HPyV 1) a tadi se do rodu Betapolyomavirus. (Moens et al., 2016). Sviij nazev,

BK, dostal podle inicial pacienta, ze kterého byl prvné izolovan. (Gardner et al., 1971)

3.1. Kapsida a virion

BKYV je maly neobaleny virus, jehoz virion ma v praméru 45 nm. lkosahedralni kapsida se
sklada ze tii strukturnich proteind - majoritniho VP1 a dvou minoritnich VP2 a VP3. Tti sta
Sedesat VPI proteinti oligomerizuje v pentamery a vytvaii tak jednotlivé kapsomery. Sedesat
z nich je hexavalentnich a zbyvajicich dvanact pentavalentnich. (Rayment et al., 1982).
Interakce kapsomer s péti €i Sesti sousedy ptes dlouhé C-konce VP1 proteinu tvoii
charakteristickou ikosahedralni strukturu. Opac¢ny, N-konec VP1 proteinu interaguje s virovym

minichromozomem uvnitf kapsidy. (Barouch and Harrison, 1994)

VP1 proteiny mohou vytvofit kapsidu i bez ucasti minoritnich proteinii. Tato struktura se
oznacuje jako viru podobné Castice (VLP). (Li et al., 2003). Pfitomnost VP2 a VP3 je vSak
nutnd pro efektivni virovou infekci. (Forstova et al., 1993). VP2/3 jsou uloZeny v dutiné
kapsomery, pficemz v kazdé z nich je pouze jeden z minoritnich proteinti. C-konec VP2 a VP3
je identicky a interaguje se specifickou oblasti VP1 proteinu. Stabilitu vzniklého komplexu
mezi majoritnim a minoritnim proteinem udrzuji hydrofobni interakce. (Chen et al., 1998).

Struktura kapsidy a komplex majoritniho a minoritniho proteinu jsou znazornény na obrazcich

OBRAZEK ¢&.1 — Struktura virové kapsidy, pfevzato z
(Macdonald et al., 2016)

Na obrazku je zndzornéna ikosahedralni kapsida BKV na
zaklad¢ elektronové hustoty jednotlivych interakei.
V dutindch, na obrazku Sedych pentamertt VPI, jsou
modie znazornény minoritni proteiny VP2 nebo VP3.
Cervené a zluté je vyobrazen virovy genom, tedy ds DNA
v komplexu s histony.




OBRAZEK ¢.2 — Interakce mezi majoritnim a
minoritnim proteinem, pievzato z (Macdonald ef al.,
2016)

Na obrazku je detailn¢ znazornéna interakce mezi
majoritnim VP1 proteinem a minoritnim VP2
proteinem. VP2 ulozen uvniti dutiny kapsomery,
slozené z VP1 proteinu. Stejna situace plati i pro VP3.

3.2. Genom a exprimované proteiny

Genom BKYV tvoii cirkuldrni dvouvldknovd molekula DNA o velikost 5 153 bp. Ve virové
kapsid€ se nevyskytuje samostatné, nybrz v komplexu s histony, které ziskava od hostitelské
buniky. Mizeme jej rozdélit na tfi funk¢ni oblasti. Oblast ¢asnych genil, oblast pozdnich gent
a nekodujici regulacni oblast neboli non-coding control region (NCCR). Oblasti ¢asnych i
pozdnich gentl jsou exprimovany z promotorit v NCCR a jejich transkripce bézi v opaéném
sméru. V Casné genové oblasti vznikaji celkem tfi produkty - LTag, sTag a trunc-Tag. V pozdni
genové oblasti jsou kodovany Ctyti proteiny — Agnoprotein, VP1, VP2 a VP3. (Seif, Khoury
and Dhar, 1979). Mimo proteinti se v ¢asné oblasti nachazi i sekvence pro dvé miRNA - 3p-

miRNA a 5p-miRNA. (Hsu et al., 2014). Pro lepsi ptedstavu je genom schematicky znazornén

nize na obrazku ¢.3.

B P B R Sa OBRAZEK ¢&.3 — Genom BKYV, pievzato z (Levican et
al.,2018)

PreruSovana cara znaéi alternativné vystiizené
introny z primarniho transkriptu. V. NCCR jsou
popsany jeji jednotlivé segmenty spolecné s jejich
velikostmi v bp. Cervenymi Sipkami jsou vyzna¢eny
miRNA molekuly 3p-miRNA a 5p-miRNA

' BKPyV genome
5153 bp.

Pomigng

Sp-migma



3.2.1. Nekodujici regulacni oblast (NCCR)

V nekédujici regulacni oblasti je umistény replikani pocatek a promotory s regula¢nimi
oblastmi pro transkripci ¢asnych a pozdnich genil. Jedné se o oblast genomu, kterd je velmi
variabilni a mlze prochéazet nejriiznéjSimi piestavbami ve formé¢ bodovych mutaci, deleci a
duplikaci. Je rozdélena do nekolika sekci oznacenych pismeny O, P, Q, R a S. Posloupnost
jednotlivych segment i jejich velikost v bp je uvedena v obrazku €. 3. V oblasti O se nachézi
replikacni pocatek (ori), v oblastech P — S jsou promotory a regulacni sekvence pro transkripci
casnych i1 pozdnich gent. VySe uvedend skladba i1 velikost NCCR plati pouze pro takzvany
archetyp, tedy nejbeéznéjsi typ BKV. (Olsen et al. , 2009). Mimo archetypu se BKV vyskytuje
i ve formach s prestavénymi NCCR. Tyto piestavby umoznuji viru lepsi ptfizpuisobeni se

rozdilnym bunécnym typim. (Hanssenet et al., 2005)

3.2.2. Oblast ¢asnych genii

Produkty Casné genové oblasti se uplatiuji v rané fazi virové infekce. Geny, kddujici proteinové
produkty velky T-anitgen (LTag), maly t-antigen (sTag) a také nedavno objeveny zkraceny
truncated T-antigen (trunc-Tag), jsou prvnimi exprimovanymi geny pii vstupu viru do jadra.
Vsechny tfi vySe zminéné proteiny vznikaji z jedné pre-mRNA alternativnim sestfihem. Maji
schopnost fidit bunéény cyklus hostitelské buiiky a LTag se podili na replikaci virového
genomu. Na rozdil od NCCR, jsou oblasti ¢asnych i pozdnich geni konzervované a je zde

pomérné velka homologie s ostatnimi druhy ¢eledi Polyomaviridae.

Velky T-antigen o velikosti 80,505 kDa (www.uniprot.org, 2019) je protein s fadou pro virus
nezbytnych funkci. Je ¢lenén do ne¢kolika domén s riznymi vazebnymi misty. DNA vazebna
doména umozituje vazbu LTag na replika¢ni pocatek v NCCR. Zaroven na svém N-konci
obsahuje vazebné misto pro velkou podjednotku hostitelské DNA polymerazy a, kterou tak
pritdhne do mista poc¢atku replikace. Mimo toho disponuje také helikazovou aktivitou, diky
které¢ dvouvlaknovou DNA v misté ori rozplétd. VSechny tyto funkce jsou nutné pro zahajeni
replikace virového genomu (Dornreiter ef al., 1990). Dalsi vazebnd mista a motivy umoziuji
interakci LTag s bunénymi proteiny zodpovédnymi za regulaci bunééného cyklu. (Harris et
al., 1996). Tyto interakce mohou vést k maligni transformaci buniky a budou podrobné

rozebrany v kapitole ¢islo 4.


http://www.uniprot.org/

Maly T-antigen o velikosti 20,455kDa (www.uniprot.org, 2019) je sekvencné shodny s N-
koncem LTag, ale v dasledku alternativniho sesttihu se jejich C-konce lisi. Stejné jako LTag i
sTag hraje roli v deregulaci bunécné¢ho cyklu a 1 jeho podrobné funkce budou rozebrany

v kapitole ¢islo 4. (Schiichner and Wintersberger, 1999)

Pomérné nedavno byl objeven dalsi protein, vznikajici tfeti moznosti alternativniho sestfihu.
Tento produkt je oznacovan jako zkraceny, truncated, T-antigen (trunc-Tag). Jedna se o kratsi,
17-20 kDa velkou, upravenou formu velkého T-antigenu. S LTag sdili totoznou N-koncovou
oblast, a tedy i nékterd vazebna mista a domény, jmenovité naptiklad pRb vazebnou doménu. I

trunc-Tag tedy hraje roli v mozné nddorové transformaci bunky. (Abend et al., 2009)

3.2.3. Oblast pozdnich gent

Promotory pro pozdni geny se taktéz nachazeji v NCCR, ale jejich transkripce probiha
v opacném sméru a je zahdjena az v pozdni fazi virové infekce. Geny pro jednotlivé strukturni
proteiny se v urcitych oblastech prekryvaji, tedy 1 n€které jejich ¢asti jsou shodné. (Seif et al.,

1979)

VP1 (45 kDa) je majoritni kapsidovy protein, ktery tvoii povrch virové ¢astice. Pfi vstupu viru
do buiiky zprostfedkovava kontakt mezi virem a hostitelskou bunkou - konkrétn¢ interaguje se
zbytkem kyseliny sialové, kterd je soucasti gangliosidovych receptorti na povrchu bunécné
membrany. (Low et al., 2006). VP2 (35kDa) a VP3 (23kDa) jsou minoritni kapsidové proteiny,
jejichz geny se vzdjemné piekryvaji. Oba tyto proteiny jsou dilezité pro efektivni virovou
infekci, kdy napomdhaji translokaci virového genomu do jadra hostitelské bunky. (Forstova et

al., 1993), (Bennett et al., 2015)

Ctvrtym proteinem exprimovanym z oblasti pozdnich genli je agnoprotein, u kterého stéle
nejsou znamy vSechny jeho funkce. Mimo BKV ho exprimuji také JCV a SV 40, pficemZ jeho
sekvence je napfi¢ témito druhy konzervovana. Agnoprotein je 8 kDa velky, silné bazicky
protein, ktery ma v buiice regulacni funkci a nedavno bylo prokazano, Ze ma roli i v konecné
fazi virové infekce. Do dne$ni doby nalezeno nékolik hostitelskych vazebnych partnert
agnoproteinu. Bylo prokdzano, ze agnoprotein svymi 37 N-terminalnimi aminokyselinovymi
zbytky interaguje s a-SNAP proteinem, ktery se ucastni fuzi vacki v bunce. Tato vazba
napomaha uvolnéni infekénich virovych €astic z napadené buiiky. Mimo toho se agnoprotein

podili i na uvolnéni novych virovych ¢astic z jadra. Bylo zji§téno, ze v ptipadé, kdy agnoprotein
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neni virem exprimovan, je infekéni schopnost daného mutanta mnohonasobn¢ nizsi. (Dragset

etal.,2011), (Miiller et al., 2018)

Dalsim vazebnym partnerem pro agnoprotein, je v jadie se vyskytujici protein, PCNA, ktery
pusobi jako kofaktor DNA-polymerazy o, ¢imZ napomahd opravnym procesim v prubchu
replikace hostitelské DNA. Agnoprotein svou interakci s PCNA negativné ovlivituje jeho
funkeci, ¢imz reguluje PCNA-zavislou DNA replikaci. M4 se za to, Ze virus tento mechanismus
vyuziva v pozdni fazi virové infekce, kdy takto vypina replikaci virového genomu. Agnoprotein
by mohl byt i dal§im potencidlnim virovym onkoproteinem, vzhledem k tomu, Ze negativni
regulaci PCNA zvySuje pravdépodobnost chybovosti v hostitelské DNA replikaci. (Gerits et
al., 2015)

3.2.4. microRNA

Mimo proteinovych produkt genom kdduje 1 dvé regulaéni microRNA (miRNA) molekuly 3p-
miRNA a 5p-miRNA. Ob¢ jsou pln¢ komplementarni s mRNA pro LTag. Vzhledem k tomu,
ze LTag slouzi jako aktivacni element pro zahdjeni replikace virového genomu, tyto miRNA
jsou schopny skrze degradaci LTag mRNA negativné regulovat replikaci virového genomu.

(Hsu et al., 2014)

Dalsi uplatnéni nachdzi miRNA pii obrané¢ BKV ptfed imunitnim systémem hostitele. Bylo
zjisténo, ze virova miRNA je komplementarni k ULBP3 mRNA.ULBP3 je stresovy protein,
ktery je exprimovan pii napadeni buniky virem. Vaze NK620, coz je molekula produkovana NK
buitkami, které jsou na zdkladé této interakce schopny rozeznat napadenou bunku. Mimo NK
bunky vSak NK620 exprimuji také T-bunky. Virus je takto chranén pted pfirozenou i adaptivni

imunitou a mohl by to byt tak jeden z mechanismu udrzeni persistence. (Bauman et al., 2011)

3.3. Tkanovy tropismus a Zivotni cyklus BKV

Ptesny zpusob vstupu viru do téla doposud neni znamy. Po primarni infekci je virus pfenesen
mononuklearnimi perifernimi buiikami do mist persistence, kde v ptipad¢ zdravého jedince
navozuje dozivotni bezpiiznakovou infekci. Hlavnim mistem persistence je pro BKV epitel
vylu€ovaci soustavy, pfedevsim pak epitel ledvin (An et al., 2019) , ale ukazalo se, Ze mlize
persistovat i v perifernich mononuklearnich krevnich bunikach a mozkové tkani. (Elsner et al.,

1992), (Dorries et al., 1994)



Infekce builky BK virem zacind interakci VP1 kapsidového proteinu se zbytkem kyseliny
sialové a-2-8 vazané na gangliosidové receptory GDIb a GTl1b ptfitomné v hostitelské
membrané. Tato vazba indukuje endocytézu virionu. (Low et al., 2006). Endocytéza je
zprostiedkovana calveolinovym vackem (Eash ef al., 2004), avSak neddvno bylo prokazano, ze
virus dokéze vstoupit do buiiky i cestou nezavislou na calveolinu. (Zhao et al., 2016). Po vstupu
do bunky je virus dopraven pomoci mikrotubuli do endoplasmatického retikula. (Moriyama
and Sorokin, 2008). Pfi této cesté¢ dochazi k ¢aste¢nému rozbaleni kapsidy nasledkem nizkého
pH ve vacku. Vacek pak fuzuje s membranou endoplazmatického retikula, kam vstupuje virus
s odhalenymi VP2 a VP3 kapsidovymi proteiny. (Jiang et al., 2008). Virus poté
endoplazmatické retikulum opousti a vystupuje do cytosolu. Za pomoci jadernych lokalizacnich
signali na minoritnich kapsidovych proteinech VP2 a VP3 vstupuje do konecného mista urcent,

tedy do jadra. (Bennett ef al., 2015)

V jadie dochazi k replikaci virového genomu a k expresi genll pro ¢asné i pozdni proteiny.
Virus nekoduje vlastni enzymy a je tak zcela zavisly na replika¢nim a transkripénim aparatu
hostitelské bunky. Z promotoru v NCCR nejprve dochazi k expresi genti Casné oblasti. Vznika
jeden primarni transkript, z kterého pak pomoci alternativniho sestfihu vznikaji LTag, tTag
nebo také trunc-Tag. Tyto proteiny jsou velmi dilezité v souvislosti s regulaci bunééného cyklu
bunky — dereguluji bunécny cyklus a zenou buiniku do S-faze, diky které je mozna replikace
virového genomu. (Seif ef al. , 1979). Podstatnou roli zde hraje LTag, ktery svou vazbou na
replikacni pocatek spolecné s interakei s hostitelskou DNA-polymerazou zahajuje a zaroven
reguluje replikaci virového genomu. (Dornreiter ef al., 1990). Replikace virového genomu je
nasledovana expresi pozdnich genl. Vzniklé kapsidové proteiny jsou translatovany
v cytoplasmé. Komplex minoritniho a majoritniho proteinu je translokovan zpét do jadra
pomoci jaderného lokalizacniho signalu. V jadie pak dochazi ke skladani kompletniho virionu.
(Forstova et al., 1993). Mechanismus, kterymi maturované virové ¢astice opousti buniku, neni
pfesn€é znamy, ale jak bylo uvedeno vySe v kapitole o pozdnich proteinovych produktech,
nejspiSe za nim stoji agnoprotein, ktery interakci s a-SNAP proteinem umoziiuje uvolnéni

virionl z buniky. (Miiller ef al., 2018)

Vyse uvedend situace plati pro permisivni burnky, tedy bunky, ve kterych je virus schopen
dokoncit cely zivotni cyklus a opustit hostitelskou bunku. V nepermisivnich bunikach nedochézi
k expresi pozdnich strukturnich proteinti. Kontinualné jsou produkovany casné virové

produkty, coz vede k nadorové transformaci infikované bunky. (Abend et al., 2010)



3.4. Epidemiologie BKV

BKYV je ubikvitné rozsifeny napfic lidskou populaci. K infekci dochazi v brzkém détském veku.

Dle séroprevalence je uvadeéno, Ze v dospélém veku je infikovano az 90% lidské populace. BKV

séroprevalence je shrnuta v tabulce €. 2.

TABULKA &2 - Prevalence BKV dle séroprevalence — pievzato, upraveno a doplnéno z

(Malaria and Some polyomaviruses, 2014)

TESTOVANI LOKACE POCET PREVALENCE PROTILATEK
STUDIE JEDINCI STUDIE METODA | yppiNc PROTI BKYV (%)
Brown et dospéli a 28 0—-90%
e —
pe izolovanych | HAI | 1544 ST .
al. (1975) déti , v zéavislosti na populaci
populaci
celkem 81%
Knowles -
e 4 —_ - 0
et al. dospelia Anglie HAI | 2435 L —4 roky- 64%
(2003) deti 5-591et-91%
60 — 69 let - 68%
deéti:
dstia Svédsko ELISA 290 1 — 3 roky - 20%
Stolt et al. tshotnd (déti) na déti 3—131let—63—-98%
(2003) sen Finsko zakladé 1656 Zeny:
J (Zeny) VLP sen 1431 let — 80 —
96%
ELISA
Eglieral. |  dospéli na celsm 12
g1 cf dt P Syyearsko | ™ | 400 20 - 29 let - 87%
(2009) krevni darci zakladé 50— 59 let - 71%
VLP °
dosPel,l ) déti a mladistvi:
krevni darci ELISA
] Denver, 1 -211et—73%
Kean et al. | askupina na 1501 L.
L, Colorado, i . Kkrevni dareci:
(2009) déti a USA zaklade 721 21 let a starsi — $2%
mladistvych VLP °
do 21 let
ELISA
Antonsson o na 4 —24 let —97%
dospéli 1 , y
etal. < dati Ausralie zakladé 458 25-60let -99%
(2010) VLP/ star$i 60 let — 94%
Luminex
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ELISA mladsi 10 let — 62%

Viscidi et dospéli Italie na 947 10 -39 let—75—-79%
al. (2011) a déti zakladé 40 — 69 let — 60 — 64%
VLP star$i 70 let — 55%

6-9let- 72.9%
10 —19 let - 79.9%

el ELISA
(Sroller et dozpviil . Ceskl nS 20 —-29 let - 79,7%
o - - I I 30 - 39 let - 64.7%
al.,2014) | vrozmezi republika zakladé 40— 49 let — 56.0 %
6 — 64 let VLP eLTOR

50-59let-57.2%
starsi 59 let - 55.7%

Zptsob ptenosu BKV neni doposud presné znamy, avsak zcela jist¢ se jednd o antropondzu.
Jako mozné se zdaji fekalné-ordlni i respiracni forma pfenosu. Virus je vyluCovan v moci i
stolici. (Vanchiere et al., 2005). Na riznych mistech svéta byly testovany vzorky odpadnich
vod na ptitomnost BKV DNA, pii¢emz virus byl v téchto vzorcich detekovan v pomérné velké
mife. (Bofill-Mas et al., 2001), (Bofill-Mas ef al., 2000). Avsak nalezy viru v mandlich svédci
1 pro respiracni ptenos. (Goudsmit et al., 1982). Jako mozny se zda i prenos t€lnimi tekutinami,
zejména krvi a slinami. (Jeffers et al., 2009), (Lavorino et al., 2015). Mimo to je mozna i

transplacentarni forma pfenosu viru. (Pietropaolo ef al., 1998), (Boldorini et al., 2010)

3.5. Onemocnéni asociovana s BKYV infekci

U zdravych jedinci je BKV infekce bezptiznakova. Obcasna reaktivace viru se milZe projevit
vyskytem virovych ¢astic v moci, ale dalsi klinické pfiznaky pozorovany nejsou. Problém
nastava v pfipad¢ imunosuprese infikovaného jedince, kdy v diisledku virové reaktivace miize

dojit k vyvoji vdznych onemocnéni. (Dalianis and Hirsch, 2013)

3.5.1. BKYV asociovana nefropatie (BKVaN)

BKYV asociovana nefropatie je komplikace, se kterou se potykaji pacienti po transplantaci
ledvin. Toto onemocnéni se zacalo objevovat v poloviné 90. letech jako dusledek podavani
siln€j8i imunosupresivni 1é¢by. V piipadé€, Ze u takového pacienta dojde k reaktivaci viru,
imunitni systém neni schopen adekvétné zareagovat. Nasleduje masivni virova replikace
v epitelidlnich ledvinovych buikach. V dusledku lytické infekce postupné dochazi k nekroze
ledvinové tkan¢, kterd v poslednim stddiu zplisobuje selhani samotné ledviny. (Bohl and

Brennan, 2007)
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Tato komplikace se objevuje asi u 8% pacientd. (Hirsch et al, 2002). Je vSak mozné ji
piedchazet. V ptipad¢ ¢asného zjisténi virové replikace 1ze snizit miru imunosuprese dané¢ho

pacienta a zabranit tak progresi BKV reaktivace do nefropatie. (Gouvéa et al., 2016)

3.5.2. BKYV hemoragicka cystitida

BKYV hemoragicka cystitida postihuje 5 — 40% pacientd po alogenni transplantaci kmenovych
bunék krvetvorby. Po alogenni transplantaci kmenovych bunék krvetvorby je dany jedinec
imunosuprimovan. V disledku imunosuprese miiZze dojit reaktivaci BKV, na kterou zareaguje
imunitni systém. Tato imunitni reakce zpisobuje krvacivy zanét mocového méchyie s rtiznou
formou zavaznosti. Potransplantacni 1é¢ba pacientl se tak zkomplikuje a ve zlomku tézkych

pfipadi muze toto onemocnéni koncit i smrti. (Fioriti et al., 2005), (Gilis et al., 2014)

4. Role BKYV v nadorech
4.1. Mechanismy nadorové transformace

Vznik nadoru je podminén fadou udalosti, které se v buiice musi odehrat, pfi¢emz od prvotniho
impulzu az do vzniku samotného nadorového onemocnéni ubéhne zpravidla mnoho let. Cely
proces za¢ind mutaci v jednom z regulaénich genii, kterd bunce poskytne proliferacni vyhodu.
Tato genetickd zména muze byt zplisobena Sirokou Skalou faktorti. Mimo fyzikalnich a
chemickych vlivil, jsou karcinogennimi faktory také nékteré viry. V disledku neustalého déleni
a hromadéni dalSich mutaci dojde k maligni transformaci bunky. V této fazi bunika pfestava
reagovat na regulacni mechanismy, at’ uz z vn¢jsiho prostredi, €i své vlastni, a stava se buiikou
nadorovou. Nasleduje faze progrese, pii které dochazi k ristu naddoru v primarnim lozisku.
Konec¢nou etapou je takzvané metastazovani, kdy nddorové buiiky opousti misto vzniku a §ifi

se do dalsich tkani.

Nadorova buiikka se vyznacuje specifickymi vlastnostmi. Ztraci kontaktni inhibici, ma
schopnost riist i bez interakce s podkladem, jsou pozménény jeji metabolické pochody a ma tak
snizené¢ naroky na piijem zivin, méni se jeji morfologie, nereaguje na signaly, které by
inhibovaly jeji riist, a ma schopnost se neustale délit. Apoptoza, ktera by za béznych okolnosti
nasledovala po projeveni téchto vlastnosti je také negativné regulovana a buiiky se tak déli bez

jakékoliv kontroly. (Hanahan and Weinberg, 2011)
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Kli¢ovou roli pro vznik néddort hraji mutace ve dvou skupinach genii — protoonkogenech a
tumor supresorovych genech. Expresi onkogenti vznikaji proteiny, které maji schopnost vyvolat
nadorovou transformaci buniky. V bufice se za béZnych okolnosti vyskytuji ve formé
protonkogenti, které koduji proteiny regulujici bunécnou proliferaci, diferenciaci i apoptdzu.
Mutaci v protoonkogenu mutize dojit k jeho aktivaci v onkogen. Produkty tumor supresorovych

genl zamezuji bunécéné proliferaci a naopak podporuji diferenciaci a apoptozu. (Klener, 2002)

4.2. Mechanismy, kterymi je BKV schopen navodit nadorovou transformaci

Produkty koédované cCasnou oblasti BKV genomu jsou vzhledem ke svym vlastnostem
oznaCovany jako onkoproteiny. Interaguji s produkty tumor supresorovych genl, ¢imz
zamezuji jejich funkci. Virus je tak s jejich pomoci schopen zahdjit a udrzet proliferacni aktivitu

hostitelské bunky, diky niz se mtze v S fazi spolecné s hostitelskym genomem replikovat.

4.2.1. LTag

vvvvvv

v regulaci bunécného cyklu mnoho podstatnych uloh a jeho dysfunkce ¢i porucha exprese je
spojena s fadou nadorovych onemocnéni. V piipadé¢ poskozeni DNA indukuje expresi p21,
ktery blokuje Cdk2-cyklinD a Cdk4-cyklinE komplexy a buiika je tak zastavena v G1 fazi do
té doby, dokud neni poskozena DNA opravena. (He et al., 2005). V ptipadé, ze je poskozeni
DNA nevratné, iniciuje apoptéozu. (Chipuk et al, 2004). LTag vaze p53 v jeho aktivni
fosforylované formé&. K interakci dochazi mezi aminokyselinovymi zbytky helikdzové domény
LTag a DNA-vazebné domény p53. Vytvorenim komplexu LTag-p53 dochazi ke konformacni
zméné p53 DNA vazebné domény, stabilizaci p53 a inhibici jeho funkce jako transkripéniho
faktoru. Mimo to navazany p53 pisobi i opacné na LTag. LTag v komplexu s p53 ztraci svou
helikdzovou aktivitu a neni tedy mozné zahdjit virovou replikaci. (Lilyestrom et al., 2006).
Komplex LTag-p53 je zobrazen na obrazku ¢. 4. Vzhledem k tomu, Ze se p53 v bunce vyskytuje
ve velmi nizké koncentraci, mnozstvi exprimovaného BKV LTag je dostatecné k vyvazani

vétSiny pritomného p53, (Harris et al., 1996)
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OBRAZEK ¢&. 4 — Interakce mezi p53 a LTag, pievzato z (Lilyestrom et al., 2006)

LTag vaze i dalsi tumor supresorové proteiny. Na svém N-konci obsahuje specificky vazebny
motiv LXCXE, nazyvany také jako pRb-vazebnd doména, diky niZ je schopen interagovat
s proteiny retinoblastomové rodiny pRb, p107 a p130, které vazou transkrip¢ni faktory z rodiny
E2F (E2F1 - E2F5). Tyto transkripéni faktory aktivuji fadu proteinli nutnych pro bunécnou
proliferaci. (Du and Pogoriler, 2006). V piipadé, Ze je v buiice pfitomny LTag, svym LXCXE
motivem interaguje s vazebnou doménou Rb proteinu, ¢imzZ tak uvoliiuje transkripéni faktor
E2F z komplexu pRb-E2F, ktery je poté neustale aktivni. (Harris et al., 1996), (Harris et al.,
1998).

Schéma LTag s vazebnymi doménami a motivy je zndzornéno na obrazku ¢. 5.
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pRb binding LXCXE P53 binding p33 binding
102-115 351-450 533-626
1 [ 133 I | | | 708
| [ 1T T 1]
L] A A
1-80 A LTag 406-414 LTag 579-587

DnaJ domain
| | LTag 27-35

LTD1

OBRAZEK ¢. 5 - Struktura LTag, pievzato z (Keller et al. , 2015)

4.2.2.sTag

K navozeni proliferacni aktivity hostitelské bunky caste¢né prispiva i maly T-antigen. Tento
onkoprotein ma dvé domény, N-terminalni J-doménu shodnou s LTag a C-terminalni unikétni
doménu. Prostfednictvim cystein bohaté C-terminalni unikdtni domény sTag vaze Aa
podjednotku protein fosfatazy 2A (PP2A). Protein fosfatdza 2A v buiice enzymaticky reguluje
fadu pochodl, vcetné negativni regulace nékterych signdlnich drah vedoucich k bunécné
proliferaci. Jednd se tedy u tumor supresorovy protein. Navdzanim na strukturni Ao
podjednotku PP2A sTag zablokuje vazebné misto pro regulacni B56yl podjednotku, coz
zpisobi inhibici aktivity tohoto enzymu. Interakce mezi sTag a Aa podjednotkou PP2A je

znazornéna na obrazku €. 6 . (Cho et al., 2007)

o <

Ac (A-ST complex)
Ao (A-B56-C complex)

OBRAZEK ¢&. 6 — sTag v komplexu s Ao podjednotkou PP2A, pievzato z (Cho et al., 2007)
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4.3. BKV a nadorova transformace u experimentalnich modeli

Onkogenni potencial BKV byl testovan na fad¢ experimentdlnich modeld. U hlodavcl 1 u
z hlodavcl odvozenych bunécnych kultur BKV svou onkogenni schopnost prokazal. U lidskych
bunécnych liniich v§ak samotna exprese virovych onkoproteint k maligni transformaci nestaci

a pro vytvoreni uplného nadorového fenotypu jsou potiebné jeste dalsi faktory.

4.3.1. Laboratorni zvirata

Onkogenni schopnost BKV byla in vivo testovdna na hlodavcich. Nejcastéji vyuzivanym
modelem v této souvislosti byl kiecek syrsky (Mesocricetus auratus), nékteré studie vsak jako

model pouzily i my§ domaci (Mus musculus) nebo laboratorni potkany (Rattus norvegicus).

U novorozenych nebo mladych kieckti byla po inokulaci BK viru pozorovana rtizna mira
vzniku nejriznéjSich typi nadorovych onemocnéni. Charakter nddoru a jeho incidence byly
dany ptfedevsim zplisobem injekce viru a jeho mnozstvim v ockovaci latce, ptipadné jeste
dalsimi okolnostmi, naptiklad mirou imunosuprese daného jedince. Ke vzniku nadort
dochazelo zpravidla do jednoho roku po inokulaci. V piipadé podkozniho vpichu BK viru méli
infikovani jedinci tendence k vyvoji naddori pojivovych tkani, nejCastéji fibrosarkomi, ale
vyvoj naddort nebyl tak ¢asty v porovnani s ostatnimi zpiisoby podani. (Shah et al., 1975), (Nase
et al., 1975), (Dougherty et al, 1976). V piipad¢ intracerebralniho vpichu BKV se casto
objevovaly ependymomy v mozku (Costa et al., 1976), (Corallini et al., 1978b), ale dochazelo
1 k vyvoji vzacnych nddorovych onemocnéni, naptiklad insulinosomi (nddory beta buné€k) ¢i
papilomt choridalniho plexu a dal$ich nddord neuralnich tkani. (Uchida et al., 1979), (Greenlee
et al., 1977). Mimo toho se ukézalo, Ze jednici, u kterych byla navozena imunosuprese,
napiiklad pomoci vyuziti antithymocytového séra (Greenlee et al, 1977) ¢i provedenim
thymektokomie (Noss et al., 1984) maji k vyvoji nddori mnohem vétsi tendenci. Velka
frekvence nadorl byla pozorovana i u mladych jedinct, u ktery bylo podani viru provedeno
nitroZiln€. Nadory byly typové stejné, jako u intracerebralniho vpichu, ale nador se vyvinul u
vice neZ 80% jedinct. (Corallini ef al., 1978b.). Vzhledem k umisténi nadorti po injekci BKV
u mladych kieckt v tkdnich mozku, kosti a slinivky Ize piredpokladat, Ze je BKV schopen tyto
tkan¢ infikovat a exprimovat alesponi Casnou oblast virového genomu. U mysi a potkani se

vyskytovali po injekci BKV stejné typy nadort.
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Onkogenni aktivita BKV byla prokdzana na i modelu transgennich mysi. U dvou ze tii
transgennich mysi s ¢asnou genovou oblasti BKV v genomu, doslo k vyvoji nadort v oblasti
jater a ledvin a v obou typech nadorii byla nalezena virovda mRNA. (Small ef al., 1986).
Podobny pokus provedli i Dalrymple a kol., ktefi pouzily vice pokusnych subjekti nez
v predeslém experimentu. Z celkem Sedesati pozorovanych transgennich mysi doslo u vice nez

poloviny z nich také k vyvoji nddorti v oblasti ledvin. (Dalrymple and Beemon, 1990)

4.4.2. Bunécné linie odvozené z tkani hlodavcu

Schopnost BKV nadorové transformovat bunééné linie odvozené z hlodavci (kiecek, mys) byla
prokazana i na in vitro modelech. Buiniky po transfekci s kompletni virovou DNA ¢i ¢asti
genomu obsahujicimi ¢asnou oblast, jevily znamky nddorové transformovanych bunék. Byly
schopné rlst bez pevného podkladu, mély sniZzené naroky na sérum a po jejich naockovani do
laboratornich zvitat Casto dochazelo u danych jedinct k vyvoji naddorti, shrnuto v (Tognon et

al., 2003).

Major a kol. pro sviij vyzkum pouzili bunécnou linii BHK-21 (Clone 13) odvozenou z kiec¢ich
ledvinovych buné¢k . Buiiky byly po transfekci BKV DNA schopny riist na mékkém agaru a
vykazovaly nadorové transformovanou aktivitu. Po injekci téchto bunék do mladého kiecka
dochazelo u danych jedinci k vyvoji nddorti v misté vpichu. (Major and Mayorca, 1973).
K podobnym vysledkiim dosla i dal$i vyzkumna skupina. V kiec¢ich ledvinovych buiikach byla
po transfekci virové DNA detekovana nepfetrzita exprese virovych onkoproteind, buiky
vykazovaly nddorové transformovany fenotyp a po injekci téchto bunck do mladych a
dospélych kieckl se po kratké dobé u 100 % mladych a vice nez poloviny dospélych jedinct
zaCaly objevovat nadory, které byly pro postizené jedince letalni. (Portolani, 1975). Grossi a
kol. zkoumali kiec¢i ledvinové buiky po jejich transfekci celkovou BKV DNA a
subgenonovymi fragmenty obsahujicimi ¢asnou genovou oblast. Dokazali, Ze 1 subgenomové
fragmenty s kompletni ¢asnou genovou oblasti maji schopnost indukovat maligni transformaci
buniky a navic, ze ¢ast virové DNA byla schopna integrace ptimo do hostitelského genomu.
(Grossi et al., 1982). Stejné vysledkl bylo dosazeno 1 pfi vyzkumu mysich a krysich bunéénych
linii. (Corallini ef al., 1978a), (Seehafer et al., 1979)
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4.4.3. Bunécné kultury odvozené z lidskych tkani

Bunécéné kultury odvozené z lidskych tkani na infekci BKV reaguji jinak neZ buné¢né linie
z hlodav¢ich tkani. Bézn¢ dochazi k lytické infekcei, projevuje se cytopaticky efekt a bunka

nevykazuje transformovany fenotyp. (Abend et al., 2010)

Jsou vSak zaznamenany ptipady, nejspiSe zpusobené selhanim lytické infekce, kdy
k transformaci bunky dojde. Tato transformace je ale aboritivni a buiikka nevykazuje plné
transformovany fenotyp. Corallini a kol. popsali takovouto aboritivni transformaci u lidskych
embryondlnich ledvinovych bunék (HEK). Buiiky po infekci BK virem vykazovaly zménénou
morfologii, ale dal§i zndmky transformace pozorovany nebyly. Navic v buiikkiach nebyla
detekovana pritomnost BKV ¢asnych proteinii. Tato kultura po n&kolika pasazich zahynula.
(Corallini et al., 1978a). Grossi a kol. studovali lidské embryonalni fibroblasty (HEF) po
transfekci subgenomovymi fragmenty i celogenomovou BKV DNA. Nejprve doslo k béZné
lytické infekci. VEtsina bunék zahynula, ale mala cast prezivSich bunék zacala po nckolika
tydnech rist. Tyto bunky po izolaci utvofily novou buné¢nou kulturu, ktera méla velmi dobré
rastové schopnosti. Bunky mély zménénou morfologii, rostly i pii snizené koncentraci séra, ale
nebyly schopny rist bez pevného podkladu a pfti injekei do novorozenych mysi neindukovaly
vznik nadort. (Grossi et al., 1982). Podobné vysledky ziskali 1 Takemoto a kol. s vyuzitim
lidskych fetalnich mozkovych bunék. Vétsina bunék po infekci zahynula, ale malé ¢ast, ktera
infekci prezila, velmi dobfe rostla. Z bunék byla vytvofena permanentni bunééna linie. Bunky
vykazovaly vSechny vlastnosti pln€ transformované bunky, véetné indukce nadort po inokulaci
do novorozenych mysi bez thymu. (Takemoto ef al., 1979). Rinaldo a kol. vyuzili pro vyzkum
osteosarkomovou bunécnou linii U-20S, zavislou na ristu na pevném podkladu. Bunky po
infekci BKV ziskaly schopnost riist na mékkém agaru. Po nékolika pasazich vSak tato schopnost

zmizela a buiiky se vratily ke svému pfedchozimu fenotypu. (Rinaldo et al., 2003)

Vyse uvedené vysledky ukazuji, ze BKV v permisivnich bunikdch neni bézné schopen
indukovat stabilni transformaci a pro vytvoreni tplného transformovaného fenotypu buiiky jsou
potiebné jesté dalsi faktory. Jako jeden z téchto faktorti se ukazala byt exprese nékterého
z bunécnych onkogenii. Corallini a kol. vytvofili rekombinantni DNA molekuly obsahujici
casnou genovou oblast BKV spolecné s jednim z bunécnych onkogenti c-HRas ¢i c-myc.
Témito konstrukty transformoval HEF a HEK buiky. V pfipad¢€, Ze rekombinantni molekula
obsahovala aktivovany bunécny onkogen i casnou genovou oblast, doslo ke stabilni nadorové

transformaci bunécné linie. (Corallini et al., 1991). K podobnym vysledkim dosli i Pater a kol.
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HEK buiiky za koexprese ¢asnych virovych proteinti a aktivovaného c-HRas onkoproteinu byly
schopny rastu na mékkém agaru. V ptipad¢€, ze byl exprimovan jen jeden z nich nebo byl c-

HRas onkoprotein v neaktivni form¢, buiika tuto schopnost ztratila. (Pater et al., 1986)

4.4. BKYV a jeho role v lidskych nadorech

Prokéazat souvislost mezi nadorovym onemocnénim a virem, jako jeho plivodcem, je velmi
obtizny ukol. Jednim z moznych kritérii, které bylo pro urceni této souvislosti stanoveno, je
zvySena frekvence vyskytu virového genetického materialu v nadorové tkani, v porovnani se

zdravou kontrolni tkani. (Vonka, 2000)

4.4.1. Karcinom mocového méchyre

Hlavnim mistem persistence BK viru je epitel vylucovaci soustavy. Vzhledem k tomu byla
pozornost, v souvislosti s moznou roli BKV v lidskych nadorech, zamétena predevs§im na tuto
oblast. N¢kolik vyzkumnych skupin nalezlo BKV DNA ve vzorcich ziskanych z nadora
mocového méchyte. Monini a kol. detekovali pomoci PCR sekvenci velkého T-antigenu BKV
v nadorovych i zdravych tkanich vyluCovaci soustavy, pficemz ve vzorcich mocového méchyie,
byla BKV DNA pfitomna v nejvétsi mife. Frekvence nalezu byla podobna ve zdravé i nadorové
tkani, avSak v nddorové tkani byla virovd DNA v mnohonasobné vétsim poctu kopii. (Monini
et al, 1995). Fioriti a kol. s vyuzitim PCR zjistovali pfitomnost BKV DNA v 32
vzorcich primarni neoplasie mocového méchyie, ke kterym piifadili 20 kontrol zdravé tkang.
Vice neZ polovina nadorovych vzorkl se ukazala byt BKV DNA pozitivni, naproti tomu
v zadné z kontrol BKV DNA nalezena nebyla. (Fioriti et al., 2003). Avsak, dalsi studie dosly
k rozdilnym vysledkim.

Studie piipadi a kontrol provedena Poleselem a kol., ve které se pomoci PCR pokusili
detekovat BKV DNA u 113 vzorkti odebranych z karcinomu moc¢ového méchyie, nenaznacuje
moznou souvislost BKV se vznikem tohoto onemocnéni. BKV DNA byla nalezena jen u 7
vzorkill rakoviny a 5 vzorkl zdravych kontrol. (Polesel et al., 2012). S podobnymi vysledky
piisli 1 dalsi vyzkumné skupiny v pfedchozich letech. Rollison a kol. nalezli BKV DNA jen
v 7, z celkem 76 vzorkl karcinomu mocového méchyie. VSechny vzorky kontroly ze zdravé
tkan¢ mocového méchyte byly negativni. U pozitivnich ndlezii nasledné¢ pomoci
imunohistochemie testovali pfitomnost LTag, ktery by indikoval probihajici aktivni infekci, ale
v zadném vzorku nebyl protein LT detekovan. (Rollison et al., 2007). Pifitomnost LTag

nepotvrdila u zaddného z 20 vzorkli pochézejicich z urothelidlniho karcinomu ani dalsi
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provedena studie, taktéZ vyuzivajici imunohistochemickou detekci. (Roberts et al., 2008). Je
vSak nutné zminit, ze ve vySe uvedené vysledky plati pro pacienty bez jakykoliv zndmek

imunosuprese.

Zda se tedy, Ze u imunokompetentnich pacienti neni mezi BKV infekci a vznikem rakoviny
mocového méchyte souvislost. Vysledky, které by pro tuto moznost svédcily, byly ziskdny jen
s malym poc¢tem vzorkt. Navic v zddném z BKV pozitivnich nadort nebyla detekovana exprese
T-antigenu, kterd by indikovala aktivni infekci. Pfitomnda BKV DNA tedy byla nejspise
diisledkem rozsiteni viru v populaci, ktery v dané tkani, byt’ se jednalo o tkan nddorovou, pouze

persistoval a se vznikem nadorového onemocnéni neméla zadnou souvislost.

4.4.2. Karcinom mocového méchyfe u pacientii po transplantaci

Avsak ziskané vysledky za posledni roky vysoce nasvédcuji tomu, ze BKV plsobi
v tumorigenezi mocové soustavy u pacientll po transplantaci ledvin (pozn.: nejcastéji ledvin,
avSak byly hlaSeny ptipady, kdy se nddorova onemocnéni objevila i po transplantaci jinych
solidnich organti, viz tabulka €. 3). Svéd¢i pro to jednotlivé popsané piipady, které mayji
spole¢nou charakteristiku. Jedna se o pacienty, u kterych byla po transplantaci detekovana BKV
reaktivace ¢i vyvinuta BKV asociovana nefropatie (BKVaN). Nasledné u nekterych z nich
dochazi k vyvoji karcinomt ledvin ¢i mocového méchyte, ve kterych je detekovatelna silna
exprese velkého T-antigenu. Geetha a kol. publikovali ptipad pacienta, u kterého po prodélané
transplantaci ledvin vznikl karcinom mocového méchyie metastazujici do okolnich tkani. Tkan
z tohoto karcinomu a i tkai metastaze byla imunohistochemicky pozitivni na pfitomnost LTag,
pficemZ v okolni zdravé tkani detekovan nebyl. (Geetha et al., 2002). VSechny ptipady

s podobnou charakteristikou jsou shrnuty v tabulce ¢. 3.

Tuto spojitost potvrzuji i provedené studie sledujici incidenci nadorového onemocnéni u
pacientti po transplantaci ledvin. Chen a kol. v retrospektivni studii za poslednich 25 let zahrnuli
864 pacientll po transplantaci ledvin. Sest pacientli z tohoto souboru prodélalo BKV
asociovanou nefropatii, pficemz u péti z nich se pozd¢ji objevilo nadorové onemocnéni. U dvou
to byl praveé karcinom moc¢ového méchyte. (Chen et al., 2010) Gupta a kol. v kohorté 55 697
pacientl po transplantaci ledvin, zaznamenali 3.6% pacientt s vyvinutou BKVaN. KdyZ poté
u pacientti z celého souboru, u kterych se objevilo nékteré z naddorovych onemocnénich
vylucovaciho traktu, porovnéavali incidenci nadori u BKVaN pozitivnich a BKVaN negativnich
pacientd, zjistili, Ze pacienti s prodélanou BKVaN, méli ke vzniku nadorovych onemocnéni,

pfedevsim pak karcinomu mocového méchyte, mnohem vétsi tendenci. (Gupta, 2017)
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TABULKA ¢&. 3 — Pripady nadorovych onemocnéni u pacientii po transplantaci s naslednou
BKY reaktivaci ¢i vyvinutou BKVaN, pfevzato a upraveno z (Papadimitriou et al., 2016)

STUDIE TRANSPLANTOVANY ORGAN TYP VYVINUTEHO NADORU
ledvina karcinom moc¢ového
(Alexiev et al., 2013) ledvina spolecné se . mechyr? .
slinivkou karcinom moc¢ového
méchyie
(Alexiev et al., 2013) ledvina karcinom mocoveho
méchyfie
(Alexiev et al., 2015) srdce karcmorfl mgcoveho
méchyte
ledvina karcinom moc¢ového
(Bialasiewicz et al., 2013) ledvina spolecné se . mechyr? .
slinivkou karcinom moc¢ového
méchyte
(Dufek et al., 2013) lice karcinom sbérnych kanalki
8 P v ledving
(Emerson ef al., 2008) ledvina karcinom sbernycy kana}lliu
v transplantované ledviné
(Geetha et al.,, 2002) ledvina karcmor? mgcoveho
meéchyie
(Hill ez al., 2009) ledvina karcinom mocového
méchyfe
) . karcinom v transplantované
(Li et al., 2013) ledvina ledving
(Narayanan et al., 2007) ledvmg spolecne se karcinom v trapslalantovane
slinivkou ledviné
. : karcinom v transplantované
(Neirynck, et al., 2012) ledvina ledvine
(McDaid et al., 2013) ledvina karcinom v transplantované
” ledviné
(Oikawa et al., 2014) ledvina karcinom mocové trubice
(Pino et al., 2013) ledvina karcinom mocoveho
méchyte
(Roberts e al., 2008) ledvina karcinom mocového
méchyfie
(Saquib et al., 2009) ledvina karcinom v transplantované
o ledving
(Saleeb et al,, 2015) ledvina karcinom v transplantované
v ledviné
(Van Aalderen ef al., 2013) ledvina karcinom mocového
méchyte
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Piesny mechanismus, kterym BKV v téchto nddorech piisobi, neni prozatim presné znam, avSak
nedavno provedené studie ptichdzi s moznymi modely. Kenan a kol. provedli celogenomovou
sekvenaci DNA znadorové tkdn€ pochazejici z ledviny pacienta po transplantaci. Identifikovali
novou variantu BKV, oznac¢enou Chapell Hill BK polyomavirus 2, integrovanou do lidského
chromozomu v oblasti pozdnich gent. V disledku rozdéleni pozdni oblasti virového genomu
pii integraci byla znemozZnéna replikace virového genomu a exprese pozdnich proteinil, naopak

byla zvysena exprese LTag diky deregulaci transkripce virovych miRNA,. (Kenan et al., 2017).

Miiller a kol. také analyzovali genom v LTag pozitivnim vzorkll urothelidlniho karcinomu
pacienta po transplantaci ledvin, pficemz BKV DNA byla nalezena ve dvou formach,
v epizomalni form¢ a i integrované forme¢. Obé tyto formy mély 17 bp deleci v P-segmentu
NCCR. Byla provedena funk¢ni analyza této NCCR, které prokazala, ze delece posilila expresi
casnych genti a zaroven snizila replika¢ni schopnost a naslednou expresi pozdnich geni. NCCR
segment vlozili do reporterového genu obousmérného plasmidu phRGI. Po transfekci tohoto
konstruktu do HEK293 bunc¢k byla potvrzena pouze exprese Casné¢ho virového regionu.
Vzhledem k tomu, Ze byla tato delece pozorovana v obou formach virové DNA, se pfedpoklada,
ze nejdiive doslo k mutaci v episomalni formé a az poté doslo k integraci virové DNA do
hostitelského genomu. (Miiller et al., 2018). V souvislosti se zjiSt€énim téchto mechanismi, byly
navrzeny modely, které popisuji moznou funkci BKV v karcinogenezi u imunosuprimovanych

pacientli po transplantaci.

Prvni navrZzeny model je nasledujici. V disledku imunosuprese dojde k reaktivaci viru a
produktivni virové infekci, pfi které mohou vzniknout zmény v NCCR, které ovlivni replikacni
schopnost viru a zarovenl podpoii expresi ¢asnych genovych produktl. Nadmérna exprese
virovych onkoproteini umozni kontinualni bunéfnou proliferaci spolecné s hromadénim
mutaci, které¢ v ur€itém bod¢& zapfi¢ini maligni zvrat burnky. Integrace virového genomu tedy
nemusi byt pro nddorovou transformaci nezbytna. (Miiller et al., 2018). Jiny model ptepoklada,
ze prave integrace virové DNA do genomu, je zodpovédnd za zvySenou expresi Casnych

onkoproteint, coz poté opet vede ke vzniku naddoru. (Kenan et al., 2017).
Schéma piedpokladanych modeli je znazornéno na obrazku ¢. 7.

Nicméng, uspésnost vyse predstavenych modeltl je zavisld na imunosupresi. Diky absenci
imunitnich funkci nemlze byt regulovana BKV reaktivace a poté ani nésledné se vyvijeji
nadorové onemocnéni. Lze tedy predpokladat, ze u imunokompetentniho pacienta by za

stejnych okolnosti k vyvoji nddorového onemocnéni nejspise nedoslo
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OBRAZEK ¢. 7— MoZné modely, kterym BKYV piisobi ve vyvoji nadorovych onemocnéni u
imunosuprimovanych pacienti, pievzato z (Nickeleit ef al., 2018)

4.4.3. Karcinom prostaty

BKV by mohl byt také jednim z faktorti pifi vzniku rakoviny prostaty. Védecké poznatky
z nedavné doby naznacuji, ze by se BKV se mohl podilet na transformaci b&hem
vicestupiiového procesu vyvoje adenokarcinomu prostaty. Dosavadni poznatky neptinéseji
ptimy dikaz, ktery by potvrzoval spojeni mezi BKV infekci a vznikem tohoto nddorového
onemocnéni. Dalsi studium pomoci modernich technik tedy mtize pomoci k objasnéni

konkrétnich udalosti pti vyvoji karcinomu.
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Stejné jako v piipadé karcinomu mocového méchyie, byla BKV DNA detekovana jak ve
zdravé, tak nadorové tkani prostaty. Martinez-Fierro et al. testoval 55 vzork z histopatologicky
uréeného adenokarcinomu prostaty. K nim pfiadil 75 kontrol ze zdravé tkané prostaty. Zadny
ze vzorki nebyl na BKV DNA pozitivni. (Martinez-Fierro ef al., 2010). Groom et al. doSel ke
stejnym vysledkiim, pfi¢emz ale postradal kontrolni zdravou skupinu. (Groom et al., 2012)
Sfanos et al. detekoval BKV DNA pouze v jednom z 200 testovanych vzorki ziskanych od
pacientli po radikalni prostatektomii. (Sfanos et al., 2008). Naopak u 26 pacientl po radikalni
prostatektomii adenokarcinomu bez metastdzi, BKV DNA byla v nadorovych buiikach
nalezena ve vysoké frekvenci, p53 byl lokalizovan v cytoplazmé, ale LTag protein detekovan
pomoci imunohistochemie nebyl. (Russo et al., 2008). I Monini ef al. prokéazal ptitomnost BKV
DNA v nadoru prostaty pomoci Southern blot hybridizace. Frekvence nalezu byla velmi
podobné u nadorové tkan¢ v porovnani s kontrolou, ale v nadorové tkani bylo virove DNA
signifikantné vice. (Monini ef al., 1995). Pfitomnost BKV DNA v nadorové tkani, kterd by
indikovala jeho roli jako plivodce rakoviny prostaty, byla potvrzena i dal$imi skupinami.
(Zambrano et al., 2002 ; Balis et al., 2007 ; Das, Shah and Imperiale, 2004). Jak je z vyse
uvedeného patrné, ziskané vysledky jsou pomérné rozdilné. Tuto diverzitu vysledkli by mohl

vysvétlit mechanismus, ktery byl pro pisobeni BKV viru v rakoviné prostaty navrzen.

Rakovina prostaty je pomalu se rozvijejici onemocnéni, k jehoz vzniku pfispiva fada faktord.
Za hlavni z nich je pfedpokladan chronicky zanét. Zanétlivé 1éze, konkrétné proliferativni
zangtliva atropie (PIA), jsou povazovany za prvni krok ke vzniku prostatické intraepitelialni
neoplasie (PIN) a poté jiz samotného adenokarcinomu. (Wang, Bergh and Damber, 2009). Na

tomto chronickém zanétu se mohou podilet 1 rizné infekéni agens, véetné BKV.

V této souvislosti byl navrzen nasledujici model. Infekce BKV v PIA 1ézich je aboritivni. LTag
zde pusobi jinym mechanismem, neZz byl béZné¢ popsdn na experimentdlnich modelech.
Exprimovany LTag vaze p53 jiz v cytoplasmé&. Spole¢né v tomto komplexu nemohou byt
translokovany do jadra, kde maji origindln¢ své funkce. Bez LTag v jadie nemuze dojit k virové
replikaci a p53 nemize uplatnit své tumor supresorové funkce. (Das, Shah and Imperiale,
2004). Jsou tedy exprimovany pouze casné geny, builka je proliferaéné aktivni a zaroven
postrada kontrolni mechanismy. Dochézi tak k hromadéni mutaci, které v urc¢itém bod¢ zptisobi
nadorovou transformaci. Poté, co je buiika transformovana, uz ale onkogenni aktivita viru neni
dale potieba a z nadorové tkan¢ mizi, pravdépodobné v disledku imunitni reakce zacilené na
LTag. (Das et al., 2008). Tento zptisob nadorové transformace je konzistentni "hit and run"

mechanismem, ktery byl popsan i u jinych onkogennich virid (Nevels et al. , 2001). Navic byl
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navrzen i u blizce ptibuzého MCPyV a jeho roli pfi vzniku karcinomu z Merkellovych bunék.

(Houben et al., 2012).

Pokud by tento model platil, vyplyva z toho, ze BKV DNA jiz neni mozné ve velké frekvenci
detekovat v pozdé&jsich stadiich rakoviny prostaty a zaroven je nutné pii posuzovani vzorki brat
v potaz, ze PIA neni vhodna kontrola, nybrz tkan, kterou je nutné brat jako cil zkoumani.
Delbue, ef al. provedli analyzu relevantnich vysledki ziskanych ve studiich, které detekovaly
BKYV DNA v nadorovych i zdravych vzorcich. Vysledky téchto studii ale upravili tak, aby
spliiovaly kritéria pro "hit and run" mechanismus. Upravené vysledky po provedené analyze
ukazuji, ze se BKV DNA vyskytuje v atrofické tkani se signifikantné vétsi pravdépodobnosti
v porovnani s okolni tkani, coz by mohlo ukazovat na to, ze BKV v téchto nadorech skutecné

figuruje jako jeden z moznych faktort vzniku. (Delbue, Ferrante and Provenzano, 2015)

Navic soucasné studie (Delbue et al., 2013 ; Zhong et al., 2013) zamétené na pfitomnost BKV
DNA v nadorové tkani prostaty, pozadavky na vzorky v souladu s "hit and run" mechanismem
spliiuji a jejich vysledky taktéz podporuji hypotézu, ze je BKV jednim z faktort, ktery
napomaha vzniku rakoviny prostaty v jeji ¢asné fazi, ale pro dalsi zvladnuti nadoru jiz neni

potieba.

S wvysledky ziskanymi studii imunitni odpovédi na LTag byl navrzen i jiny model. Po¢atecni
mechanismus, kterym BKV zplisobi maligni transformaci buiiky je totozny jako "hit and run"
modelu. AvSak bylo dokazano, Ze BKV je schopen pomoci LTag modulovat specifickou
imunitni odpovéd’ proti sobé samému. U bun€k imunitniho systému indukuje zvySenou expresi
cytokint IL-10 a TGF-B a zaroven snizuje expresi IFN-y. Navic je schopen zvySit mnozstvi
CD4" ,CD25", FoxP3" LTag specifickych buné&énych populaci regulaénich T-lymfocytd.
Vsechny tyto procesy vedou k toleranci virové infekce a exprese LTag, ktery tak v nadorové
tkani ziistava a svymi funkcemi ptispiva k piiznivému vyvoji naddoru. (Sais ef al., 2012). Tento
model by tak mohl vysvétlit moznou ptitomnost virového genetického materidlu v pozdé¢jsich

fazich rakoviny prostaty.

Avsak pfijatelna je 1 moznost, zZe BKV je pouhym '"pasazérem", ktery benefituje
z proliferativniho prostfedi nadorové tkang, ale jeho pfitomnost nema na vzniku nadorového
onemocnéni zadny podil. Otazka, zda BKV skutecné plisobi v karcinogenezi prostaty, je tedy
stale oteviend a jsou nutné dalsi studie, které by blize pomohly pochopit pfesné mechanismy a

tak 1 moznou roli BKV v tomto nadorovém onemocnéni.
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Navrzené mechanismy, kterymi BKV v rakoving prostaty plisobi, jsou shrnuty na obrazku ¢. 8.
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2015)

4.4.4. Dalsi nadorové tkané

Mimo nadort odvozenych z tkan¢ vylu¢ovaci soustavy byla BKV DNA detekovana i v jinych
nadorovych a zdravych tkanich. Nékolik vyzkumnych skupin zamétilo svou pozornost na
nadory centralni nervové soustavy, vzhledem k tomu, Ze v ni mize BKV v ojedinélych
pfipadech persistovat. Dorries a kol. pomoci Southern blot hybridizace v 11 z 24 vzorki
detekovali BKV DNA. Z 29 zdravych kontrol nebyla BKV pozitivni zadna. (Dorries et al.,
1978). Flaegstad a kol. potvrdili v 16 z 18 neuroblastomii pfitomnost LTag. (Flaegstad et al.,
1999). Avsak v jiné studie dosli k rozdilnym vysledkiim. V nékterych byla BKV DNA ptitomna
v podobné frekvenci jak ve vzorku, tak v kontrole (DeMattei, 1995). V nékterych nebyla
v mozkovych nadorech detekovéana viibec (Arthur, 1994 ; Greenlee, 1978). Tyto protichtidné
vysledky mohou byt zapti¢inény nékolika divody - malym pocétem testovanych vzorkda,
nevhodnym vybérem kontrolni skupiny ¢i rozdilnou citlivosti pouzivanych metod. Rollison a
kol. v této souvislost testovali 225 totoznych vzorkli nadorové tkané z mozku ve dvou riznych
laboratotich, ptfi¢emz kazda pro detekci virové DNA pouzila jinou metodu. V prvni laboratoii
vyuZili Southern blot hybridizaci, kterd ukézala 9% vzorkll pozitivnich. Naopak druha
laboratof, vyuzivajici real-time PCR, oznacila vS§echny vzorky jako BKV DNA negativni. Toto
je tedy dikaz, ze vysledky mohou mit v zavislosti na citlivosti pouzité metody pomérné velkou

odchylku, coz mize vést k chybné interpretaci vysledki. (Rollison ef al., 2005).
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Zda se tedy, ze podobné jako u imunokompetentnich jedincii a rakoviny mocového méchyte,
nema piitomnost BKV v nadorech CNS podstatnou roli a mozné detekce virového genetické

materidlu je zpiisobena vysokou prevalenci viru nebo nekterym z diivodii uvedenych vyse.

BKV DNA byla detekovana i v dalSich nddorovych tkénich. Avsak, jedna se spiSe o jednotlivé
ptipady, nez konzistentni skupiny studii, které by ptimo pro roli BKV v daném nadorovém
onemocnéni svédCily. Tyto ptipady jsou shrnuty v (Abend, 2009). Pfitomna BKV DNA
v danych nadorovych tkani je nejspise disledkem ubikvitniho rozsiteni BKV ¢i mozné BKV

preference pro infekci nadorové tkané.

4.4.5. Protilatkova odpovéd’ proti LTag

Ukézalo se, ze studium LTag seroprevalence u pacientt s nadorovym onemocnénim by mohlo
byt uzitecnym nastrojem, ktery by mohl pomoci vysvétlit mechanismy, kterymi BKV v

lidskych nadorech plisobi a mozna tak i roli BKV v danych nadorech objasnit.

Protilatkova odpoveéd’ na LTag by mohla byt dalSim smérem ve vyzkumu BKYV a jeho mozné
ulohy v rakovin€¢ prostaty. Ziskané vysledky sice nijak roli BKV v rakoviné prostaty
nepotvrzuji, ale dokazuji, Ze ptitomnost BKV ovliviiuje klinicky pribéh tohoto nadorového
onemocnéni. Sais a kol. ukazali, Zze u pacientd, u kterych byla v atrofickych 1ézich detekovana
exprese LTag i u pacientl, kterym byla po radikdlni prostatektomie diagnostikovana
biochemicka recidiva, byla detekovana zvysSend hladina IgG protilatek proti LTag. Zaroven u
nich byla pozorovana schopnost pomoci LTag indukovat u perifernich mononuklearnich
krevnich buné¢k atypickou cytokinovou expresi, ktera dale vedla k imunitni toleranci LTag. Je
piedpokladano, ze v disledku tohoto mechanismu, by pak mohl BKV figurovat i v progresi
rakoviny prostaty. (Sais et al., 2012) Keller a kol. prokazal, Ze pacienti, kteti méli pted radikalni
prostatektomii protilatky proti T-antigenu, méli po zakroku mnohem mensi pravdépodobnost
biochemické recidivy tohoto onemocnéni, coz by naopak mohlo ukazovat na moznou u¢innou

imunitni odpoveéd’ proti LTag. (Keller et al., 2015).
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5. Zavér

Ur¢it spojitost mezi nadorovym onemocnénim a virem jako jeho plivodcem, je velmi obtizny
ukol. Komplikuje ho ptedevsim fakt, ze nddorova onemocnéni jsou vétSinou multifaktoridlni a
pomalu se rozvijejici a je tedy fada hypotéz, jez se s kazdym z nich poji. Byla snaha vytvofit
kritéria, ktera by urcovala, Ze je dany virus onkogenni. Detekce virového genetického materialu
ve vzorcich nadorové tkané€, schopnost nadorové transformace u in vitro 1 in vivo modeli,
exprese onkoprooteinli a existence ptibuznych onkogennich druhti, jsou hlavnimi kritérii.
(Vonka, 2000). BKV vétsi ¢ast z nich splituje. Ma schopnost vyvolat nddorovou transformaci
u experimentalnich zvitecich modelii in vitro 1 in vivo. Byla u néj prokazana exprese proteint,
jejichz ucinek je onkogenni a blizky ptibuzny MCPyV nddorové onemocnéni u c¢loveka

prokazatelné zptisobuje.

Splnéni dalsich kritérii uz je vSak pon¢kud problematické. Onkogenni aktivita BKV v lidskych
bunécnych kulturach sice prokazana byla, avSak pouze za spoluucasti dalSich pomocnych
faktord. Ani pfitomnost virové DNA v nddorové tkani, byt ve vétsi frekvenci v porovnani
s okolni zdravou tkani, neni dostatecnym ditkazem, ze virus dané¢ nadorové onemocnéni
skute¢né zptisobuje. Rada studii detekovala BKV DNA v riiznych nadorovych tkanich. Avsak
je nutné si uvédomit, ze BKV infikuje az 90% lidské populace. Je tedy pravdépodobné, ze bude
pritomen i u vétSiny pacientil, u kterych se objevilo nékteré z nadorovych onemocnéni a jeho
naslednd piitomnost v nadorové tkéni tedy nemusi znamenat, Ze je za dané onemocnéni
zodpovédny. Navic ani zvySend frekvence vyskytu BKV DNA v nadoru v porovnani se zdravou
tkani, nepfedstavuje spolehlivy dikaz. BKV replikace je zavisla na replikaci hostitelského
genomu. Je tedy mozné, ze virus v piipad¢ infekce preferuje nddorové buiky, jejichz
proliferativni prostfedi je pro né¢j vyhodné. A naopak, neptfitomnost virové DNA v nadorové
tkani jeSté nutné neznamena, Ze virus nemuze hrat roli pfi jeho vzniku, coZ plati v ptipadé "hit

and run" mechanismu, ktery byl pro BKV také navrzen.

Otazka, jestli BKV skute¢né figuruje jako jeden z faktori ve vzniku nékterého z lidskych
nadort, je tedy stale oteviend. Jak se nyni ukazuje, genomova analyza BKV pozitivnich nadora
1 studium protilatkové odpovédi na LTag, se zdaji byt spravnymi sméry pro dalsi studie, které
by mohly pomoci piesné objasnit mozné mechanismy, kterymi BKV v nadorech ptlisobi a tuto
otazku tak konecné zodpovédét. Pripadné potvrzeni by mohlo pfispét k novym moznym

terapeutickym pfistupiim v 1é€bé a prevenci BKV zptsobenych nadorovych onemocnéni.
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