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Seznam zkratek

SV40- opti polyomavirus

PML - progresivni multifokalni leukoencefalopatie
TAg - velky T antigen polyomaviru

tAg — maly T antigen polyomaviru

HRPTEC - renalni proximalni tubularni epitelialninky
SLE - systémovy lupus erythematosus

BKVN - BK-virova nefropatie

PCR - polymerazovéetézova reakce

PBMC - periferni krevni mononuklearniiiky

IgM — imunoglobulin tidy M

BMT — transplantace kostnfehs



Abstrakt

Lidsky BK polyomavirus, téZz znamy jako lidsky poigavirus typu 1, je maly
Zivoc¢isny tumorogenni virus. Vstupuje doitlky kaveolin-zprogedkovanou endocytézou a
pies endoplazmatické retikulum se dostava az do,j&diea se mnozi a exprimuje proteiny.
K primarni infekci dochazi dhem dtstvi a je pevazri asymptomaticka, jen obs je
doprovazena mirnym onemaenm dychacich cesti mocového Ustroji a tim spojenou
virurii. Po primérni infekci se virus vyskytuje me&na v ledvindch a ndovych cestach a u
imunokompetentnich jedifc zistava v nereplikativnim stadiu. Zdraveélioveka nijak
neposSkozuje aiptrvava v 8m jako celozivotni infekce. U imunosuprimovanym ipeidm,
zvlase pacienim po transplantaci ledvin nebo kostnier, zpisobuje virurie, virémie,
sten6zy moovodu az &Zké nefropatie, které mohou vést k selh&gput Vyskyt tohoto viru
je ve s¥tové populaci znmy, wdecké publikace uvé&fd, Zze az 80% populace vykazuje
specifické protilatky. Fpadné nizké hodnoty vyskytu viru usae v rekterych publikacich
jsou pravdpodobr zagicinény pouzitim fizré citlivych deteknich metod a rozdilnym

typem vzork.

Kli¢cova slova: lidsky polyomavirus, BKV, BKV nefropatiprevalence BK viru, podtypy
BKV



Abstract

Human BK polyomavirus, also known as Polyomaviresniis type 1, is a small
animal tumorigenic virus. It penetrates into thesthcell by caveolin-mediated endocytosis
and then through the ER pathway to get into thelemscwhere the virus replicates and
expresses viral proteins. BKV primary infection ibglly occurs during childhood and id
mostly asymptomatic, it is only occasionally accampd by mild respiratory or urinary tract
illnesses associated with viruria. After primarfeiction the virus occurs mainly in the kidney
and urinary tract and in immunocompetent individuaémains in nonreplicative state.
Healthy individuals have no health problems andpérsists as a lifelong infection.
In immunosuppressed individuals, particularly reaatd bone marrow transplant patients,
causing virurie, viremia, ureteral stenosis andoser nephropathy, this can lead to graft
failure. The prevalence of this virus in the waddsignificant, scientific publications indicate
that up to 80% of the human population has speaitfitbodies. Any small amounts of the
virus prevalence reported in some publicationspaobably caused by using various sensitive

detection methods and different types of samples.

Key words: human polyomavirus, BKV, BKV nephritigevalence of BK virus, subtypes of
BKV



1. Uvod

Polyomaviry jsou malé DNA viry infikujici zvata i lidi. Dotel’ bylo objeveno jiz 9
lidskych polyomavii. Mezi prvnimi objevenymi byl BK virus, kterému s€nuje i tato

prace.

Lidsky BK polyomavirus (BKV) se stal z hlediska niedy velmi vyznamny, nebo
pati mezi tumorogenni viry a tudiz ma schopnost vyvald/znik nadak. Tato skuténost
byla potvrzena pouze u zat, u lidi pravdpodobrg nadorové bujeni nevyvolava.
Vyznamnost tohoto viru nespigéa pouze v jeho onkogennim potencialu, ale takémocech
jim zpisobenymi, jako BKV nefropatie, coz je vazné poSkdziedvin u pacierit po

transplantaci.

BKV nefropatie se stavdim dal ¢asgjSi komplikaci po transplantaciéasto vede az
k selhani &fpu. Jednou z iftin nafistu gipadi BKV nefropatie je vysoka prevalence BK

viru v lidské populaci, ktera dlesdeckych publikaci dosahuje az 80%.

Cilem této prace je pomoci odborné literaturygtaeceleny pohled na celasovy

vyskyt BK polyomaviru v lidské populaci a zhodngigifpadné odchylky.



2. Celed’ polyomaviridae

2.1 Polyomaviry infikujici zuiata

Polyomavirus je jediny rod \eledi vii Polyomaviridae. Prvnim objevenym
polyomavirem byl mysi polyomavirus. V roce 1953 hbjevil polsko-americky virolog
Ludwik Gross pi praci s virem, ktery zjsobuje u mysi leukémii (Gross, 1953).

Pozdji bylo zjisténo, Ze mnoho polyomavirinfikuje primaty. Jednim iikladem je
simian vacuolating virus 40 (SV40). Ten izoloval €t a Hilleman v roce 1960 z kikn
ledvin makak (Macaca fascicularis a Macaca mulatta). Infekce virem u nich neZigobovala
Zzadny cytopaticky efekt, na rozdil od ledvinnycm&ukotkodana zeleného, u kterych byl
cytopaticky efekt pozorovan (Sweet a Hilleman, 1960

Brzo po objeveni SV40 bylo zji8to, Ze SV40 izolovany z ledviMacaca mulatta
zagicinuji tvorbu sarkomi u novorozenych ilecka (Eddy et al, 1961). Krotntoho bylo
prokazano, Ze nitrolebni injekce SV40 indukuje fecki ependymomy - neuroepitelialni

nadory mozku (Eddy et al, 1962; Girardi et al., 2;96ddy et al., 1961).

U lidi je mozny vliv SV40 na vznik nadistale diskutovan a nebylo prokazano, Ze by
je piimo zpisoboval. Sekvence DNA, homologni se sekvenci SYa nicmés izolovana
z rekolika specifickych typ lidskych nadak: z ependymorin, nadofi plexus chorioideus,
mezoteliond, osteosarkoiha sarkon, tedy stejnych nadar které zfisobuje SV40 u tecki
(Eddy et al., 1961).

Je mozné, Ze vyskyt viru u lidi je nasledkentkavani kontaminovanymi
poliovakcinami a adenovakcinami v letech 1955 -31@iddy et al., 1961). Virus SV40 se
ale vyskytuje i u lidi, ktd# nemohli gijit do styku s kontaminovanymi vakcinami. V USA
bylo zjiS&no, ze SV40-pozitivhi ependymomy, nadory choroidxpk a osteosarkomy se
vyskytuji i u pacient, kteri se narodili mnoho let po roce 1963 a byli tedy beika ziskani
SV40 z kontaminovanych¢kovacich latek. Nabizi se tedy mySlenka (zatim hepend), ze
je virus schopen segnést z osoby na osobu (Strickler et al, 1996).



2.2 Lidské polyomaviry

Prvni lidské polyomaviry, BK virus (BKV) a JC virudCV) byly popsany v roce
1971. BKV byl izolovan z m& pacienta s uretralni stendzou po transplantabiihy a JCV
z mozkove tkaé pacienta s Hodgkinovym lymfomem, ktery drgprogresivni multifokalni
leukoencefalopatii (PML). Nazvy polyomatiBK a JC jsou odvozeny od inicial paciénte
kterych byly izolovany (Padgett et al., 1971; Gadet al, 1971)Uplynulo téng 40 let, nez
byly objeveny dalSi lidské polyomaviry. Dnes je mmma9 lidskych polyomavir (BKV, JCV,
MCV, KI, WU, HPyV6, HPyV7, trichodysplasia spinubpsssociated polyomavirus a
HPyV9). KI a WU byly identifikovany z respi¢aich sekreat pacient s infekci respiréniho
traktu (Allander et al, 2007; Gaynor et al, 2007hazvy &chto dvou polyomavir jsou
odvozeny od instituci, ve kterych byly p&vizolovany. MCV byl identifikovan z nadoru
Merkelovych bugk metodou ,digital transcriptome subtraction”, ktedokaze nalézt
cizorodé RNA transkripty mezi lidskou RNA. Jakoigdneni pojmenovan ani po pacientovi
z kterého byl izolovan ani po instituci ve kterd bpjeven, ale podle nadoru, ve kterém byl
identifikovan. Je to zarovejediny polyomavirus, u kterého se zd4, Ze vyvolaaéorove
bujeni u lidi (Feng et al, 2008).

3. BK virus

3.1 Virion

BK virus (BKV) je lidsky neobaleny polyomaviruslosahedralni kapsidou. Velikost
virionu se pohybuje okolo 45 nm (Mackay a Consifji76). Genomem je cirkularni dsDNA
statena do superhelikalni struktury spoié s histony (H2A, H2B, H3, H4) ziskanymi od
hostitelské biikky (Mayor et al, 1963; Koch et al, 1967; Andereakt1967). Virovy genom
koduje ti kapsidové proteiny - VP1, VP2 a VP3¢tHAnolekul proteinu VP1 se samoveéin

sklada do sloz§si struktury - pentameru.

Kapsida viru je tveena ze 72 pentamergehoz 12 pentamer je pentavalentich a 60 je

hexavalentnich. Minoritni kapsidové proteiny VP2/B3 asociuji s vnihi prohlubni VP1



pentameru, ktery tak obsahuje vzdydbMP2 nebo VP3 (obr. 2). Tyto minoritni proteiny
nejsou pateba ke vzniku kapsidy, avSak pro infekci hostitélbkiiky jsou nezbytné (Salunke
et al., 1986; Stehle et al., 1994).

VPl VP1

VP2

(a) (b)

Obr. ¢. 2: (a) Pditacem generovany obraz virionu polyomaviru. (b) UrristvVP2 v VP1
pentameru (zde jsou uvedeny jen¢dwolekuly VP1 z pti). Prevzato z Atwood a Shah
(2001).

Hlavni kapsidovy proteinu VP1 je sloZzen z 5 domideré jsou spojeny do sk,
pojmenovanych podle domén, které spojuji BC, DE, BH a HI (Griffith et al., 1992;
Liddington et al., 1991). Sndia BC spolén¢ se smykou HI interaguje p vstupu do biky
s kyselinou sialovou a zpra@stikovava vstup. Mimo to obsahuje BC sk ukitou oblast

aminokyselin, podle které se rozliSuji 4 podtypy\) BK viru (Jin et al., 1993).

Genom BKYV je ~ 5 kb velky. Lze ho rodi do 3 funkinich oblastiCasnou kodujici
oblast (early region), pozdni kédujici oblast (la¢gion) a nekodujici oblast (non-coding
control region - NCCR), ktera ma funkci reginia V casné kodujici oblasti jsou kédovéiiy t
proteiny, v pozdni oblastityti proteiny. Mezi &mito oblastmi se nachazi jiz zfwivana
oblast nekodujici (NCCR), ktera obsahuje sekveritezdé k zahajeni replikace (promotory)
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a transkripce (transkrni elementy, tj. promotory a enhancery).édodujici oblasti maji

vlastni promotor a maji opaou orientactteciho ramce (obr. 3) (Cole a Conzen, 2001).

Z casnych gel vznikaji proteiny velkého tumorogenniho antigefllAg), malého
tumorogenniho antigenu (tAg) d&epmé i nedavno objeveného tumorogenniho antigenu —
TruncTAg (Abend et al, 2009). Geny ptasné proteiny jsouipkladany do spotmé mRNA,
ktera je ne$pena na fragmenty specificky kodujici jednotlivéotpiny. Kron€ proteini
kapsidy je z pozdni oblasti produkovan tzv. agntgno(Cole a Conzen, 2001).

Funkce agnoproteinu u BKV neni zatim Gplandma, bylo pouze zji&io, Ze
interaguje s lipidickymi vesikuly (LD) dokaze inégovat s proteinemo — SNAP
(Johannessen et al, 2011).

TAg

truncTAg
VP1

VP3

VP2

Obr. ¢. 3: Schematické znazam kruhového DNA genomu Blgolyomaviru s¢asnymi i
pozdnimi kodujicimi oblastmi a jejich transkripty,nekddujici oblasti NCCR. Plrédry
naznuji translatované oblasti genomu @musovan&ary introny. Pepisc¢asné a pozd
oblasti probiha ve séru nakreslenych Sipeki®szato z Abend et al, (2009).
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3.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus BKV z&ina interakci kapsidového proteinu VP1s povrchovym
receptorem infikované lilty (Low et al, 2006). Receptory vyuzivané ke vstygau bul’
gangliosidy GT1kti GD1b sa 2-8-vazanou kyselinou sialovou (nalezeny nakiagh ledvin
infikovanych BKV) (Low et al, 2006) nebo také N — vazané glykoproteimy2-3-vazanou
kyselinou sialovou (Dugan et al, 2005). Viriony sk buiky dostavaji receptor-
zprostedkovanou endocytézou.

Virus vstupuje do bitky v oblastech lipidickych rait na nichz probih& kaveolin-
zprostedkovana endocyt6za. Viriony jsou spolu s kavealinendocytovany v podéb
malych v&ka, endozoni, ve kterych jecinnosti enzymu v-ATPazy postuprvytvareno
kyselé pH. Kyselé pH je pro infekci BKMitkziteé, neb6 zagicini rozvolreéni virové kapsidy.
Virion prochézi klasickou endocytickou drahoiep tzv.casny endozom, ktery postupn
piechazi v endozém pozdni a ten se pak g@odobré spojuje s lyzozémem za vzniku
endolyzozoni. Z endolyzozomu je rozvony virion transportovan do Golgi ags ER se

dostava do jadra (Engel et al. 2011).

V jadie probiha, za pomoci hostitelskych enzymejdive produkce proteincasné
oblasti genomu, dale pak replikace a nakonec prmlydoteih z pozdni oblasti genomu.
Casny protein TAg vykonava funkci DNA helikazy a e4iroteiny, jako je replikai protein
A (RPA) a DNA polymeraza/primaza, které jsou nutné k replikaci (Waga et1£194).
Dulezitou funkci TAg proteinu, krominiciace replikace virového genomu, je také paid
expresecasnych gei a stimulace exprese dgemozdnich. Po replikaci a vytieni vSech
potrebnych proteit dochazi ke sloZeni a pagidk uvolnéni novych infeknich virioni mimo
buiku (Imperiale 2001).

3.3 Onkogeneze navozena BK virem

Lidsky BK polyomavirus jefazen mezi tumorogenni viry, nebdasna oblast jeho
genomu koduje dva znamé onkoproteiny: TAg a tAgp@nele, 2001; Barbanti-Brodano et
al, 2006), které dokazi navodit nadorovou transémirhlodaxich burtk a imortalizuji buky
lidské (van der Noordaa, 1976; Watanabe, 1982).cka@ni BKV do mladych nebo
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novorozenych #eckd, mysSi nebo krys vede k rozvoji¢kolika raznych tym nadoi
(ependymomu, neuroblastomu, gliomu, nefroblastormfidory ostiivki pankreatu,
fibrosarkomu, liposarkom, osteosarkou) (Tognorale2003; Corallini, et al, 2001).

Onkoprotein TAg se podili na nadorové transformaniek interakci s bugnym
transkrignim faktorem p53, ktery za standardnich situacrataipe vzniku nadoru tim, Ze
reguluje expresi gen které kontroluji @ist burgk, apoptdézu a opravu DNA (Gardner et al,
1971). Ale je-li tento transkrimi faktor v komplexu s TAg, dochazi k inaktivaci3pé buika
uniké kontrole bu&ného cyklu. TAg se nevaze pouze na p53, ale i ¥ ddezité nadorové
supresory nap pRb (retinoblastoma protein), p107 a p103, uyktertaktéZz dochazi k jejich
inaktivaci a tim deregulaci b&&ného cyklu (Harris et al, 1996; Harris et al, 1998juhy
onkoprotein tAg inhibuje protein fosfatazu 2A (PB2&0z vede k aktivaci MAP kinasové
drahy a nasledné také k iné proliferaci (Rundell et al, 1981; Sontag etl803).

Nicmére vliv BK viru na vznik nadak u lidi je stale diskutovan. ligsto, Ze byly
objeveny sekvence viru v mnoha typech lidskych nadoeodobr jako u viru SV40 nebylo
prokazano, ze by virus byl jeh@iginou vzniku (Feng et al. 2008).

3.4 Infekce a fenos viru

K primarni infekci dochézi obvykle uZéthem raného &stvi, wtSinou po snizeni
hladiny matéskych protilatek. Ve &ku 5 — 9 let dosahuje séroprevalence BKV az 91%
(Knowles et al., 2003). Primarni infekce j@3sinou bezfiznakova, jen v &kterych gipadech
je doprovazena mirnym onemeaim dychacich cest nebo towého Ustroji (Padgett et al.,
1983). Bhem infekce dochazi k virémii (virus vstupuje dewriho fecisté hostitelského
organismu). Infe&ni viriony jsou roznaseny krvi do dalSich orgakde Zistavaji v latentnim
stadiu. Hlavnim mistem vyskytu BKV jsou aléedevSim ledviny (Chesters et al, 1983;
McCance, 1983) ve kterych virus infikuje zejménatedialni buiky skérnych kanalk,
tubuléarni epitel ledvin a ledvinové kalichy a patkyi (Wiseman, 2009; Shinohara et al.,
1993). Byl nalezen ale i na jinych mistech - v ¢cov@m n&chyki, v mocovodu, v prostait
leukocytech a na dalSich mistech v organigtoueka (Chesters et al., 1983, Zambrano et al.,
2003, Hirsch a Steiger, 2003). Virus se po primanfiékci vyskytuje dlouhodabv téle

jedince v nereplikativnim (latentnim) stavu a jenkolovan imunitnim systémem. K tomuto
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dochazi u zdravych imunokompetentnich jedin©vSem u imunosuprimovanych jedinc
jako jsou pacienti po transplantaci, dochazi kvakii viru a k zavaznym porucham organ
Virus reaktivuje a zfisobuje tubulo-intersticidlni nefritidu, sten6zu Zedi) ma@ovodu
(Hirsch, 2010; Randhawa et al., 1999; Gardner et1894; Gardner et al.,, 1971) nekrbzy
nebo destrukce tubularni bazalni membrany v recialgpitelialnich bikach (Nickeleit et al.,
1999).

Ohcas dochazi k reaktivaci BKV i u jinak zdravych JidbZz vede k asymptomatickeé
virurii (Kitamura et al, 1990). Reaktivace viru seiZze zvySovat s vySSimékem ¢i

poruchami imunitniho systému (Hirsch a Steiger,300

Zpusob genosu BKV nebyl dosud komplétnyswtlen. Je zde moznychekolik cest.
Jedinec se fize nakazit respiraci, nagituje tomu vyskyt viru v tkani mandli (Goudsmit et
al.,, 1982), kontaminovanymi i@dnéty nebo oralni cestou nap kontaminovanymi
potravinami¢i vodou jelikoZz gitomnost virové DNA byla zjigha i v nE€stské kanalizaci.
Také je mozny transplacentalriiepos z matky na plod, ktery byl navrzen na zaktdetekce
specifickych IgM v placet a v krvi z pupéniku. Tato cestaipnosu je ale zatim stale
diskutovana (Knowles, 2001, Pietropaolo et al., 89PDéale nesmime opomenout mozny
pienos spermatem, transfuzi krve nebo transplantay@nio zejména transplantaci ledvin
(Zambrano et al., 2003, Dolei et al., 2000, Andretval., 1988).

3.5 Detekce viru

Pro detekci infekce BKV jsou v klinickych vzorcichouzivany protilatky proti
velkému T-antigenu. Dale BKV infekci ieme identifikovat pomoci PCR nebo pomoci
Western blot analyzy za pouZiti protilatek protipkmlovému proteinu VP1. BohuZel tyto
protilatky nejsou komeéné dostupné, ale daji se misto nich pouzit dostupotlatky viru
SV40, které Kizow reaguji s antigeny BKV (Moriyama a Sorokin, 2009).

K vyzkumu BK viruin vitro se pouZzivaji hlavhlidské renalni proximalni tubularni
epitelialni butky (HRPTEC), pedevsim proto, Ze v jinych bkiach se virusiflis efektivre

nemnozi.
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3.6 Patogenita BKV

Vysokéa prevalence, latentni infekce a asymptomatigleaktivace komplikuji
zhodnoceni patogenni role BKV (Knowles, 2006). late virem je spojovana f§zanymi
patologiemi, jako je krvaciva cystitida, stenoza ¢ovmdu, vaskulopatie, pneumonie,

encefalitida, retinitida, nefropatie a dokonce iltimoganové selhani (Hirsch a Steiger, 2003).

Vyznamné komplikace vznikaji fpdevSim u fijlemal organovych transplantaci,
neba’ potransplan@&ni imunosuprese je spojena mimo jiné s reaktivatentnich a

perzistujicich infekci.

Jak uz bylo zmigno, virus petrvava dlouhodab zejména v ledvindch a rdovych
cestach (Chesters et al.,, 1983¢¥hBm imunosuprese ke dojit k reaktivaci viru, ktera se
projevuje virurii (Fitomnost viru v moi), virémii (pfitomnost vifi v krvi) a miZze vést az
k zavaznym onemoeénim jako je BKV-asociovana nefropatie (BKVN). Ragfte viru je
nejbszngjSi u pacient s transplantovanou kostnifethi nebo u pacieints transplantaci ledvin.
Byla pozorovana i u jediric s autoimunitnimi onemoénimi, jako je systémovy lupus
erythematosus (SLE) nebo ziskany syndrom imuniggiostaténosti (AIDS) (Chang et al.,
1996; Munoz et al., 2005; Sundsfjord et al., 1999).

U 10-15% pacierit po transplantaci ledvinfechézi virus z mamveho traktu (virurie)
do celého systému (virémie). Trvalé virémie jséizpakem intersticialni nefritidy (Wiseman
et al., 2009; Brennan et al., 2005; Babel et 8093.

V poslednich 10 letech doSlo k nafistu onemoctini BK virem. DEje se tomu

pravdépodobré kvilli zavedeni novych,dinngjSich imunosupresiv.

| pfes intenzivni vyzkum neni zatim stanovena Zadndiefé antivirove terapie,
(Moriyama a Sorokin, 2009)koliv se testuji antivirotika jako je cidofovir nelbeflunomid,
které funguiji sliba in vitro, ovSemin vivo jsou nedinné a s vedlejSimidinky na organismus.
Obvykla strategie pro ébu virové infekce je tedy prozatim jen snizit mimunosuprese, aby

imunitni systém ziskal znovu kontrolu nad infekRin@ldo a Hirsch, 2007).
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3.6.1 BKV nefropatie (BKVN)

BKV nefropatie je zavazné onemaon ledvin zgisobené BK polyomavirem a je
povaZzovano v dnedni ddlza vyznamnou infeii komplikaci po transplantaci ledvin. P&vn
bylo diagnostikovano u pacignpo transplantaci v roce 1995. Vyskytuje se u 2G%emai
ledvinnych Stpa a u 30-60% postizenych vede k jejich selhani (Ahatjal, 2001; Hussain et
al, 2002).

BK virus vyvolava u paciefit po transplantaci ledviny celé spektrum ¢omod
asymptomaticke replikace viru v gavém traktu, pes stenézy mmvodu, gechodné snizeni
funkce S¥pu az po nefropatii &u, kterd nize vést k jeho selhani. K selhani dochazi diky
intenzivni replikaci viru v tubularnich bkéach, ktera vyusti az ¥ikou tubularni nekrozu a

intersticialni fibrozu.

Na virové reaktivaci, ktera e vést az ke vzniku BKVN, se podili zejména
imunosupresivnimi va podavana po transplantaci. Reaktivacéirga do 3 misial po
operaci a je pozorovana u 30-50% padigidressollette- Bodin et al, 2005; Brennan et al,
2005). Nejsou-li provedenariplusna opaeni po zaznamenani reaktivace viru, dochazi
priblizné u 45% pipadi k selhani &pu. Byly zkoumany i jiné rizikové faktory, které se
mohou a pravgpodobré Ucastni na vzniku BKVN, jsou to: vySSék; bila rasa, antirejeki
lécba, diabetes mellitus, ndfmnost alely HLA-C7 a pohlavi, neba mu#i je vyskyt

castjSi (Bohl et al., 2005; Hirsch et al., 2005; Hirsattal., 2002).

Pro uspsny terapeuticky zdsah jdildzité, aby byla virova nefropatie rozeznana co
nejdive, jelikoz casna stadia onemasm jsou na rozdil od kokaych stadii reverzibilni
(Nickeleit a Mihatsch, 2006; Schwartz a Twining,08D Diagndéza BKV nefritidy se
stanovuje pomoci biopsie, cytopatickych efeltzv. ,decoy cells* v m&i), pfitomnosti viru
v mcgi, séru nebo v krvi a sledovanim protivirové imyn{BKV specifické protilatky).

Viroveé kultury se k detekci viru nepouzivaji.

.Decoy cells® vyliuji pacienti s BKVN vmeéi. Jsou to infikované tubularni
epitelialni buiky s intranuklearnimi bazofilnimélisky (Wiseman, 2009; Drachenberg et al.,
2001; Hariharan, 2006).rffomnost ,decoy cells" vypovida aippomnosti BKV v uroepitelu,
ale nepotvrzuje BKVN. Naopak detekce a stupeySeni protilatek IgM v krvi pacienta Ize
vyuZzit jako dobry ukazatel akutni BKVN (Harihar@006).
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Pritomnost viru v mai, krvi nebo séru zjistime pomoci polymerazadg&zové reakce
(PCR). Tyto testy se dopatwii provadt kazdé 3 mssice hem prvnich 2 let po transplantaci
(Hirsch et al., 2005). Definitivni diagn6za je nake potvrzenaiftomnosti virovych inkluzi
v tubularnich nebo glomerularnich ach epitelu v biopsii (Schwartz a Twining 2006;
Ramos a Hirch 2006).

3.6.2 BKV a hemoragicka cystitida (HC)

Hemoragicka cystitidge vazna komplikace spojena s infekci BKV. Posthpgcienty
po transplantaci kostniiele (BMT) z 25-60%. Projevuje sefiplizné 2 tydny po
transplantaci a vyZaduje léiskou péi (Dropulic a Jones, 2008). Vznika prapddobré diky
virové reaktivaci v uroepiteliu nebBove vylowenych epitelialnich hikach nizeme
detekovat BK viriony (Fogazzi et al., 2001; Hiraakaal., 1991).

4. Prevalence BKV

vvvvvv

polyomavirem na sit¢ (Polo et al, 2004). Podle provedenych sérologibksteidii, jsou tyto
viry v lidské populaci vSudyftomné a bzr¢ se vyskytuji i u zdravych lidi - vice jak 70%
zdravé dos§lé populace vykazuje specifické protilatky (Replagal, 2001). V tabulce 1. je
uveden celositovy vyskyt BKV u zdravych lidi.
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Pocet vzorki Citovano podle:
Polet vzorki | infikovanych BKV Geograficka oblast

91 25 (26%) severovychod@ina Chen et al. 2006
66 17 (26%) severozapadnina Chen et al. 2006
96 24 (25%) jihovychodriina Chen et al. 2006
80 15 (19%) jihozapadiifina Chen et al. 2006
450 122 (27%) Japonsko Zhong,et al. 2007
51 8 (15,7%) Spatsko Polo et al. 2004
947 720(76%) Italie Viscidi et al. 2011
96 22 (24%) Vietham Chen et al. 2006
30 9 (30%) Mongolsko Chen et al. 2006
334 248 (74%) Maryland (USA) Shah et al. 1973
1501 1231 (82%) Colorado (USA) Kean et al. 2009
51 30 (59%) severo-vychod USA Zhong et al. 2009
117 112 (96%) Australie Antonsson et al. 2010
2435 1972 (81%) Velka Britanie Knowleset al. 2003

Tabulka 1.: Vyskyt BK viru ve s\

4.1 Vyskyt BKV v Asii

Rozsteni BKV bylo zkouméno v Asii, konkré&nv Asii vychodni, ze vzork magi.
Standarda se pouzivaji vzorky ziskané od imunokomprimovangahbienti (Agostini et al,
1995; Di Taranto et al, 1997; Jin et al, 1993;eliml, 1995, Takasaka et al, 2004), zde vSak
byly pouzity od imunokompetentnich désjeh lidi. Byly odebrany z oblasti: severovychodni
Ciny, severozapadntiny, jihovychodniCiny, jihozapadniCiny, Viethamu, Mongolska a

Japonska.

DNA BK viru byla detekovana pomoci PCR amplifiké2®&7 pafi basi BKV genomu.
Vyskyt viru v jednotlivych geografickych oblasteblil podobny, pohyboval se procentusln
od 19% (v jihozapadnt'ing) do 30% (v Mongolsku). Bmérny vyskyt BKV ve vychodni
Asii je tedy 24%. V Sesti ze sedmi geografickycHaehh se daly vzorky bez problém
analyzovat, pouze Vv jedné oblasti (jihozapadtina), mohla byt pouZita jen polovina
odebranych vzoik neba@ dochazelo z neznamychivbdi k nizké @innosti kopirovani

fragmentt DNA. Vzorky byly také pouzity k weni podtypu BKV. Ukazalo se, Ze vSechny
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vzorky ziskané v této studii se s vysokou pegatiobnosti (95 - 100%adi k podtypu | a IV.
Zadné izolované BKV nemohly byt klasifikovany jagodtyp Il ani Il (Chen et al, 2006).

Zastoupeni podtypl a IV se lisi v iznych oblastech. V Japonsku a na jihovychodu
Ciny byl ¢astjsi podtyp | neZ podtyp IV. V Mongolsku, jihozapadting a severozapadni
Cing byl naopak podtyp I\&asgjSi nez podtyp I. Pouze v severovychodi¢ a Vietnamu
byl vyskyt obou podtyp podobny (Chen et al, 2006; Zheng et al, 2007).

4. 2 Vyskyt BKV v Japonsku

K vyzkumu distribuce BKV v Japonsku byly pouzitktdZz vzorky mei. Celkow jich
bylo odebrano 450, z toho 351 vzorkd ambulantnich paciantktei navsévovali Ustedni
nemocnici v Nagareyama &tdkou kliniku v Yasuda a 99 vzatlod zdravych dobrovolnik
Zadny ze zdastrenych nepodstoupil v débodbiru imunosupresivni nebo protinadorovou
Iécbou a vsichni byli japonské narodnosti. Vzorky bylgebrany od 253 muza 197 Zen
raznych kovych skupin ¥etns déti. Vékové skupiny byly rozéleny po 10 letech od 0 do
89 roku Zivota a analyzovany metodou PCR (Zhorai,2007).

NejvétSi prevalence BK viru byla vetkove skupig 80 — 89 let, zde dosahovala 44%.
Smerem k niz§im ¥kovym kategoriim se vyskyt snizoval, aZz dosdhl mimive ¥kové
kategorii 20 — 29 let (pouhych 14%). Dal se ovSempak mirg zvySoval, ve ¥ku 10 — 19
let dosahl 16% a v kategorii 0-9 let 24 %. VyS8ine u diti nez u mladSich doslych (20 —
29 rok) je prav8podobré dana tim, Ze k primarni infekci dochazi v ranéskuwa ta je
doprovazena virurii. Blezitym zjiS€nim je, Ze se virurie nevyskytuje jenom u jedinc
s imunosupresi, u nichz dochazi k reaktivaci vilgdvinach, ale i u imunokompetentnich
jedinaa a to ve vSech &kovych kategoriich, navic u dadpch se zvySuje

s piibyvajicim wkem (Zhong et al, 2007).

Otazkou takeé je, jak je to u lidi s mirnou imunasgp, zda to m& nema vliv na
virurii. Srovnavala se skupina zdravych osob a slapmsob s mirnou imunosupresi tzv.
osoby, které neuzivaly Zzadna imunosupresiva any Igtoti nadoém, ale byli mirg
imunosuprimovany z jinychifEin nag. thotenstvi, selhani ledvin, diabetes mellitus nebo
osoby s infekci. Po ziskani dat, bylo ovSem &jdt Zze mirny rozdil winnosti imunitniho

systému ma jen maly vliv na BK virurii (Zhong ef 2007).
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4. 3 Vyskyt BKV ve Spasisku

Ve studii byly analyzovany vzorky miou zdravych dosflych jedinai a i dti.
Béhem vyzkumu bylo ziskano a pouzito 280 viodd zdravych osob (51 dadpch ve vku
25 az 57 let a 15¢&ti ve wku 3 az 13 let). Odisy maei se u jediné provadly opakovag. Po
prvnim odigru vzorki byly dalSi odebrany po 7, 15, 30, 90 a 180 dné€nlsem je nutné
uvést, Zze po prvnim odhu spolupracovalo dal na vyzkumu uz jen 28 dbsh a 9 dti.
Nikdo z €chto osob neuzival Zadné Iéky, které by mohly nivtna vylucovani, a Zadna Zena
nebyla khem studiaghotna. Vzorky byly uloZzeny v -70 °C az do zpracdv&nhdetekci viru
byla pouzita metoda PCR (Polo et al, 2004).

Na paatku studie z 51 analyzovanych délgph vylu¢ovalo virus v m¢i jen 8
(15,7%) a jen 1 dit(6,6%) z 15 analyzovanych bylo pozitivni na BKVgstatnich se infekce
nepotvrdila. OvSem v fibé¢hu vyzkumu se vyskyt viru v idou riznych pacierit meénil, viz
tabulka 2. Mizeme tedyici, Ze BKV je vylwtovan u nakazenych jerfifezitostrg a to jak u
dosglych tak u @ti (Polo et al, 2004).

Vyskyt BKV
1.den| 7.den| 15.den 30.den 90.den 180. den

dospély 1
dospély 2 ano
dospély 3 ano
dospély 4 ano
dospély 5 ano
dospély 6
dospély 7
dospély 8 ano
dospély 9

dospély 10
dospély 11 ano
dospély 12
dospély 13
dospély 14
dospély 15 ano ano ano ano
dospély 16
dospély 17
dospély 18 ano ano ano
dospély 19
dospély 20
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dospély 21
dospély 22 ano ano ano ano
dospély 23 ano ano ano
dospély 24
dospgly 25
dospély 26 ano ano
dospély 27
dospély 28
dité 1

dité 2

dité 3 ano ano ano
dité 4 ano
dité 5 ano ano ano
dité 6 ano
dité 7
dité 8
dité 9

Tabulka 2.: Vyskyt BKV v méi zdravych jeding. Prevzato z Polo et al. (2004)

4.4 Viyskyt Italie

Lidsky BK polyomavirus petrvava, jak uz bylo zmémo, v tkani ledvin. Ale krom
ledvin, byly sekvence DNA polyomaviru detekovanyv krevnich bukach, konkréts
v perifernich krevnich mononuklearnichnkéach (PBMC), jako jsou lymfocyty, monocyty
nebo makrofagy. Vyskyt viru ¥thto buikach byl¢asty u osob s poruchou imunity, jako jsou
pacienti nakazeni virem HIV nebo po transplant&cindsfjord et al., 1994; Azzi et al., 1996;
Degener et al.,, 1997; Lafon et al., 1998). Zatimgekyt viru u imunokomprimovanych
jedinax byl prokazan v &kolika studiich, u imunokompetentnich zdravych pedise studie
vyrazre lisily, v rozmezi nulového az 90% vyskytu. (Sunolsf et al., 1994; Azzi et al., 1996;
De Mattei et al., 1995; Dorries et al., 1994). Deptoblém se snazila ¥g5it rozsahla studie,
ve které bylo analyzovano 231 vzarkrve od zdravych osob. Zdhto 231 vzork bylo 67
(29%) pozitivnich na BK virus (Dolei et al, 2000).

Zajimavé vysledky dostaneme, kdyZ si rdiade darce podle &ku do ti skupin a

zhodnotime vysledky z tohoto hlediska, nélvgrvni skupig (darci ve ¥ku 40 let a vice)
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bude vyskyt nulovy, ve druhé skupirfdarci ve ¥ku 21-40 let) bude vysSi — 12,5% a
v posledni ¥kové skupig (darci ve ¥ku 20 let a mé¥) nejvyssi - az 37,5% (viz tabulka 3)
(Dolei et al, 2000).

Vék darci krve vyskyt BKV (%)

<20 37,5
21-40 12,5
> 40 0

Tabulka 3.: Vyskyt BKV infikovanych osob di€ku. Frevzato z Dolei et al. (2000)

Z tohoto plyne, Ze prevalence viru v krevnichikéch u imunokompetentnich lidi se
s wkem snizuje. Tento jev siti@eme vysyitlit tak, Ze PBMC pravépodobré nejsou mistem
latence viru u zdravych jediicPfitomnost viru v krevnich hikach mizeme tedy detekovat
pievazié jen v dolg primérni infekce, ke které dochazi v ranéshw a doks bezprosedre
po infekci. Proto je prevalence viru v krvi nejviy88mladém ¥ku. Nesmime opomenout
moznost reaktivace viru, v takovértigmc je vyskyt BKV v krevnich biikkach taktéz mozny
(Dolei et al, 2000).

5. Prevalence podtyj BKV ve swté

BKYV je jediny z polyomavili, ktery ma sérologicky diferencované podtypy (I-(\Jin
et al., 1993) které se vyskytuji po $® s rfiznou cetnosti. Ke stanoveni distribucéchto
podtypr byly odebrany vzorky mio od imunokompetentnich zdravych dobrovofnia od
pacienti. Vzorky, které byly pozitivni na BKV virus byly t# analyzovany a ifazeny
k prislusnym podtypm (Zheng et al, 2007). Viz 3.1.

Mo¢ byla ziskdna ziznych mist Evropy, Asie a Afriky. Pro lepSfeplednost byly
lokality rozcEleny do 6 hlavnich oblasti: Evropa, Afrika, zapadsie, severovychodni Asie 1
(Mongolsko aCina), severovychodni Asie 2 (Jizni Korea a Japonakjihovychodni Asie.
Frekvence podtyp pro kazdou z hlavnich zeépisnych oblasti jsouiphledr zobrazeny na
map swta (Obr.¢. 4). Poznatky Ize shrnout nasledsvn
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Podtyp | gevlada ve vSech hlavnich geografickych oblastedm&rseverovychodni

Podtyp IV je druhy neépsgjSi ve vSech oblastech krémi\friky, kde je negasgjSi hned po
podtypu | podtyp Il a podtyp IV je zde aZz na 3.sthispol&n¢ s podtypem Il. A také v
severovychodni Asii 1, kde je podtyp IV uplnejrozsfensjSi. Zbyvajici dva podtypy (Il a
Ill) se vyskytovaly jen velmi idka, podtyp Il byl detekovan pouze v Africe, tatsich
oblastech chyd. Podtyp Il byl naproti typu llicasgjSi, ale i tak se jeho prevalence
pohybovala velmi nizko. Viz tabulka 4. (Zheng et 2007; Chen et al, 2006; Zhong et al,
2009)

~A NE Asia 1
—(ChinaMangalia)..

0 T PG \ NE Asia 2
P - e Lo by ) (Japan/Korea)
L1 ) o 7 BEAsa

) " .@ , .

mi

N -

=[T

Ew

Obr¢. 4.: Distribuce podtypp BKV v hlavnich geografickych oblastech. FrekveBt&/
podtypi je zastoupenaiznymi barvami v koléovych grafech. Revzato ze Zheng et al.
(2007)
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BKV | pravdépodobré vznikl v Africe a poté byl rozptylen po celé zemigraci

lidskych populaci

(Chen et al,

pohybem c¢lovéka, ale pedpoklada se,

2006). Podtyp

\

Ze apodre  vznikl

bydkeé

roz&en

po swté

ve vychodni Asii a

byl do Evropy a Spojenych sitatzavigen relativk nedavno (Balzeau et
2005; Liu et al, 2005).

Pocet izolovanych
Geograficka oblast vzorka s BKV Potet (%) klasifikovanych izolata

I I 11l v

Evropa 70 (100%) 40 (57%) 3(4%) 0(0%) 27 (39
Afrika 44 (100%) 36 (82%) 2 (5%)| 4 (9%) 2 (5%)
zapadni Asie 17 (100%) 14 (82%) 1(6%) 0 (0%) 24)12
severovychodni Asie 1 79 (100%) 36 (46%) 0 (0%) (0%) | 43 (54%
severovychodni Asie 2 33 (100%) 29 (88%) 0 (0%) 0%)X | 4 (12%)
jihovychodni Asie 56 (100%) 40 (71%) 1 (2%) 0 (0%N5 (27%)

Tabulka 4.Cetnost BKV podtyp v riznych geografickych oblastechteRzato z Zheng et al.

(2007)

5. 1 Prevalence podtyBKV | a IV

Pomoci fylogenetické analyzy je podtyp | dale ided doctyi podskupin (1/ a, I/b-1,

I/b-2 a | / c), kazda podskupina ma své geografiokéozeni: a nejvicerpvlada v Africe, b-1

v jihovychodni Asii, b-2 v Evropa c v severovychodni Asii (Ikegaya et al., 2008kdsaka
et al., 2004; Zheng et al., 2007).

Nedavno byla provedena i detailni fylogenetickalyme podtypu IV z izolat po
celém s¥té. Podtyp IV byl identifikovan do Sesti podskupiva-1, IV/a-2, IV/b-1, IV/b-2,
IV/c-1 a IV/c-2) (Nishimoto et al, 2007). Podabjako podskupiny podtypu I, i zde maji

podskupiny své geografické rozlozeni. VSechny smkgu IV/c-2 se vyskytuji fevazi ve

al,

%)

vychodni asijské populaci, IV/c-2 se vyskytuj v &p¥ a v severovychodni Asii (Nishimoto

et al., 2007).
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6. Zawer

Tato prace je roztena do dvouwtasti zabyvajici se lidskymi polyomaviry. Pruféist
prace je zawkfena na popis a charakteristiku polyoméyizejména BK viru. Jsou zde
zmirény jeho onkogenni dinky studované na zkdcich i lidskych bilkdch a onemoemi
BKVN zptsobené timto virem. Onkogenni potencial a zavaznosfropatie po

transplantacich jetdtodem, pré by se tento virus shnadale zkoumat.

Druha cast bakalgské prace se zabyva vyskytem BK viru v populaci zawru se

strikné zminuje o BKV podtypech a jejich rozéni.

Hlavnim cilem této prace je poukazat na vysoky yy4kK polyomaviru v lidské
populaci v fiznych ¢astech séta. Dle dostupnych é&deckych publikaci, pouzitych v této
praci, se vyskyt viru viiznych oblastech vzajeramlost odliSuje (viz tabulka 3). Tothe mit
nekolik pficin. Jednou z nich fiZe byt pouziti iznych dete&nich metod siznou mirou
citlivosti. Také nesmime opomenout fakt, Ze prolegky uvedené v tabulce byly pouzity
piedevSim vysledky detekce oa to vzdy u imunokompetentnich jedinc U
imunokompetentnich jedificpokud jsou nakaZeni, nedochazi k virurii kontimialjako je
tomu u imunokomprimovanych paciéntale jen obasr€, tudiz negativni vysledek vzorku
muze byt zavagici. Ve studiich, které pouzily k detekci BKV, pesprotilatek proti amu,
krevni sérum, byly vzorky pozitivni az z 96%iikéme tedy fedpokladat, Ze pokud by byly
pouzity k vyzkumu pouze krevni séra osob nebo bly lgdinci imunokomprimovani,
pozitivni vysledky by pravtpodobré dosahovaly vysSich procentualnich hodnot.

Vysoky vyskyt BK viru v populaci pé#t rozhodi k zajimavym fakim tykajici se
celedi Polyomaviridae a tité ne k poslednim, nebge stale hod&d neznamého ohledn

lidskych polyomaviit a i BK viru samotného, ateka na objeveni.
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