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Moznosti diagnostiky lidskych polyomavirt
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SOUHRN

Zastupci virové celedé Polyomavirae jsou v lidské populaci hojné rozsiteni. Podle sérologickych studii jsou témér vsichni dospéli
jedinci infikovani nejméné jednim zastupcem této skupiny virl. K primarni infekci dochazi vétsinou v détstvi bez jakychkoli kli-
nickych pfiznak( a po primarni infekci viry ustavuji perzistentni infekci doprovazenou pfilezitostnou replikaci a vylu¢ovanim viru.
U imunosuprimovanych jedincd dochazi k ¢astym reaktivacim, které pak pouze u nékterych pacientd zpUsobujici komplikace. Tato
vlastnost lidskych polyomavir(i zna¢né ztézuje laboratorni diagnostiku. V pfispévku jsou uvedeny metody diagnostiky lidskych po-
lyomavir(, které se bézné pouzivaji pro screening, a metody, které jsou zatim ve stadiu studii, ale maji potencial zlepsit ¢i zpfesnit
vysetieni a identifikovat pacienty v riziku vzniku onemocnéni asociovana s polyomavirovou infekci.

KLICOVA SLOVA
lidské polyomaviry - pfimé metody detekce polyomavir(i — nepfima detekce — diagnostika vybranych lidskych polyomavird - diag-
nostika BK a JC polyomaviru — diagnostika MCPyV

ABSTRACT
Salakova M.: Diagnostic options for human polyomaviruses in clinical practice

The members of the viral family Polyomavirae are widespread in the human population. According to serological studies, almost
all adults are infected with at least one of this group of viruses. The primary infection usually occurs in childhood without any clini-
cal signs, and after the primary infection, the viruses establish a persistent infection accompanied by occasional reactivation and
shedding of the virus. These viruses often reactivate in immunosuppressed individuals, but only in a minority of these patients, the
reactivation results in disease development. This biological property of human polyomaviruses makes laboratory diagnosis con-
siderably difficult. The paper provides an overview of methods for diagnosing human polyomaviruses, which are commonly used
for screening, and methods that are still validated by research but have the potential to improve detection and to identify patients
at risk of developing diseases associated with polyomavirus infection.
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1. LIDSKE POLYOMAVIRY

Polyomaviry pfedstavuji v soucasné dobé jed-
nu z nejvice se rozsitujicich celedi vzhledem k po-
¢tu nové objevenych druht izolovanych z Sirokého
spektra hostitelt véetné ¢lovéka, lidoopud a dalsich
savcl, ptakd i ryb. Do roku 2007 byli zndmi pouze
dva lidsti zastupci polyomavir(: BK a JC polyomavi-
rus (BKPyV a JCPyV). Tyto polyomaviry byly objeveny
v roce 1971 a pojmenované podle inicidl pacient(,
u kterych byli objeveni [1, 2]. Po roce 2007 bylo obje-
veno dvandct dalsich lidskych polyomavir( (HPyVs)
pomoci modernich molekuldrnich technik (tab. 1): Ki
polyomavirus (KIPyV) [3], WU polyomavirus (WUPyV)
[4], Merkel cell polyomavirus (MCPyV) [5], Human
polyomavirus 6 a 7 (HPyV6 a HPyV7) [6], Trichodys-

plasia spinulosa-associated polyomavirus (TSPyV)
[7]1, Human polyomavirus 9 (HPyV9) [8], Malawi po-
lyomavirus (MWPyV) [9], STL polyomavirus (STLPyV)
[10], HPyV12 [11], New Jersey polyomavirus-2013
(NJPyV) [12] a Lyon IARC polyomavirus (LIPyV) [13].
Mezinadrodni komise pro taxonomii virG ICTV (the
International Committee on Taxonomy of Viruses)
v roce 2016 rozhodla o rozdéleni ¢eledé Polyomaviri-
dae do ¢tyf samostatnych rodd podle sekvenéni po-
dobnosti virovych proteinl: Alpha-, Beta-, Gamma-
a Deltapolyomavirus, pficemz MCPyV, HPyV9 a 12
a NJPyV patfi do prvniho rodu Alphapolyomavirus,
BKPyV, JCPyV, KI a WU polyomavirus do rodu Beta-
polyomavirus a zbytek lidskych polyomavirl tvofi
rod Deltapolyomavirus [14]. Posledni objeveny LIPyV
v této klasifikaci zatim nefiguruje.
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Tabulka 1. Prehled vsech lidskych polyomavir(*
Table 1. List of human polyomaviruses**

Rok Material, ze kterého byl
objevu | virus identifikovan
BKPyV 1971 moc¢
JCPyV 1971

mozkova tkan

KIPyV 2007 respiracni sekret

WUPyV 2007 respiracni sekret

MCPyV 2008 biopsie

HPyV6 2010 kiize
HPyVy 2010 kiize

TSPyV 2010 kozni vyrastky

HPyV9 2011 sérum
MWPyV 2012
STLPyV 2013
HPyV12 2013 jatra
NJPyV 2014

LIPyV 2017

stolice, kozni vyrlstky

stolice

biopsie kize

vyplach dutiny Ustni
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Metoda pouzita p¥i objevu viru

elektronova mikroskopie
elektronova mikroskopie

PCR s ndhodnymi primery, NGS fragment( o velikosti 600pb-1500pb
(Random PCR)

PCR s ndhodnymi primery, klonovani fragmentl a Sangerovo
sekvenovani (Random PCR)

NGS analyza transkriptomu (Digital transkript subtraction)

Amplifikace kruhovych molekul pomoci phi29 polymerazy
(Rolling circle amplification)

Amplifikace kruhovych molekul pomoci phi29 polymerazy
(Rolling circle amplification)

Amplifikace kruhovych molekul pomoci phi29 polymerazy
(Rolling circle amplification)

PCR s degenerovanymi primery, Sangerovo sekvenovani
purifikace viriond, phi29 polymeréza, 454 pyrosekvenovani
purifikace viriond, phi29 polymeréza, 454 pyrosekvenovani
PCR s degenerovanymi primery, Sangerovo sekvenovani
NGS kompletnich nukleovych kyselin

PCR s degenerovanymi primery, NGS

*S upresnénim, v jakém materidlu byl virus prvné identifikovdn a pomoci jakych molekuldrné-biologickych metod.
**With the indication of the sample from which each virus was first identified and of the molecular biological method used for its identification.

Polyomaviry jsou malé neobalené DNA viry s iko-
sahedralni kapsidou o velikosti 40-45 nm v prdméru
a dvouretézcovym kruhovym genomem o velikosti
asi 5 kb. Genom je ¢lenén na tfi oblasti: ¢asnou oblast
kodujici nestrukturni proteiny, pozdni oblast kodujici
kapsidové proteiny VP a nekédujici oblast (hon-coding
control region — NCCR). Casna oblast kéduje nadorové
antigeny, velky T antigen (LTAg) a maly T antigen (stAg).
Tyto proteiny vznikaji alternativnim sestfihem virové
pre-mRNA. Pozdni oblast koduje kapsidové proteiny
VP1,VP2 aVP3.T antigeny jsou exprimovany v priibéhu
Casné faze zivotniho cyklu viru a jsou zapojeny v regu-
laci virové transkripce a replikace, zatimco kapsidové
proteiny jsou produkovany béhem pozdni faze infekce
[15]. Nékteré savci polyomaviry koduji jesté dalsi casné
proteiny. Polyomaviry hlodavc( koduji stfedni T anti-
gen (MTAg), ktery vznika rozdilnym sestfihem mRNA
Casné virové oblasti a je nezbytny pro transformaci bu-
nék. U MCPyV a také u TSPyV byl popsan protein ALTO,
ktery je exprimovan z alternativniho ¢teciho ramce pro
velky TAg a je podobny strukturou a pravdépodob-
né i funkci MTAg. V pozdni oblasti mGze byt kédovan
i agnoprotein, nezbytny pro uvolfovani viru z bunky.

Infekce polyomaviry je velmi casta a vede k celozZi-
votni pretrvavajici asymptomatické perzistenci viru.
Po infekci dojde k vytvoreni specifickych protilatek,
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pfedevsim proti hlavnimu kapsidovému proteinu VP1.
Prevalence HPyV specifickych protildtek v séru zdra-
vych darct krve Ceské republiky se pohybuje od 32 %
do 88 %. Nejvice zastoupené protilatky jsou protilat-
ky proti HPyV6 (88,2 %), déle proti MWPyV (84,2 %),
BKPyV (68,7 %), HPyV7 (65,7 %), MCPyV (63,4 %), TSPyV
(63,2 %), KIPyV (58 %), JCPyV (56,6 %) a nejnizsi preva-
lence byla zjisténa pro HPyV9 (31,6 %) [16, 17]. Vysled-
ky prevalence specifickych protilatek v Ceské republice
jsou srovnatelné s vysledky jinych studii z Evropy a Spo-
jenych statd americkych [18, 19].V nasi studii jsme pro-
tilatky proti MCPyV, JCPyV a BKPyV nalezli i u déti ve
véku 6 let a vyse. Vyskyt protilatek proti MCPyV a JCPyV
byl nejvyssi ve skupiné jedincl starsich 59 let, zatim-
co vyskyt protilatek proti BKPyV byl nejvyssi u osob ve
véku 10-19 let a 20-29 let [17]. Protilatky proti ostat-
nim polyomavirdm jsme jiz testovali pouze u dospélé
populace. Séropozitivita zlstala stabilni ve vsech vyset-
fovanych vékovych skupinéch, pfipadné doslo pouze
k mirnému rdstu v souvislosti s vyssim vékem [16].
Charakteristickym rysem polyomavirQ je, ze vyskyt
onemocnéni spojenych s infekci polyomaviry je, na
rozdil od pfitomnosti protilatek, velmi vzacny. Pfedpo-
klada se, ze virus po masivni virémii vstupuje do stavu
perzistence a Uspésné se vyhybd imunitnimu systému.
Misto a molekularni podstata této virové perzistence
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neni jesté zcela prozkoumdna a pravdépodobné se
mezi jednotlivymi polyomaviry lisi. Jednim z moznych
mist perzistence jsou bunky ledvin a mocové trubice
a/nebo patrové mandle [20-22]. Pro stav perzistence
je charakteristicka nizka ¢i uplné chybéjici replikace
viru, pfipadné obcasna kratka asymptomaticka aktiva-
ce. Tak je tomu naptiklad u JCPyV infekce v ledvinach
a obcasné virurie zpUsobené snizenim imunitni odpo-
védi v prlibéhu tretiho trimestru u téhotnych zen nebo
u starsich osob [23]. Patologicky stav zpUsobuje reak-
tivace polyomavird, tj. opétovné zahajeni masivni rep-
likace viru. K takovéto reaktivaci polyomavir(i dochazi
u imunosuprimovanych jedinc(, a to jak u jedinct pod-
stupujicich imunosupresivni [éCbu, tak i pacientl s au-
toimunitnim onemocnénim nebo HIV infekci. BKPyV
virus zpusobuje u imunosuprimovanych pacient(i po
transplantaci ledvin nefropatii asociovanou s polyoma-
virovou infekci (BKVAN) nebo méné uretraini stenézu
a u pacientl po transplantaci krvetvornych bunék he-
moragickou cystitidu (HC), méné castéji také BKVAN
s naslednou rendlni dysfunkci. Progresivni multifokalni
leukoencefalopatie (PML), demyeliza¢ni onemocnéni
centralni nervové soustavy zpUsobené virem JCPyV, se
vyskytuje u jedincl se silné potlacenou imunitni odpo-
védi, a to zejména u pacientl s HIV/AIDS. Onemocnéni
se ale také stéle vice objevuje u pacientu s roztrouse-
nou sklerézou podstupujicich imunomodulaéni [é¢bu.
Virus TSPyV zpUsobuje onemocnéni Trichodysplasia
spinulosa, velmi vzacné kozni onemocnéni u pacientt
po transplantaci organt [7]. Polyomavirus MCPyV je
etiologickym agens vzacného kozniho nadoru karcino-
mu z Merkelovych bunék (MCQ), ktery se vyskytuje pre-
devsim u starsich jedinct [5]. Dal$imi rizikovymi faktory
tohoto onemocnéni jsou, kromé véku, expozice UV, po-
hlavi, rasa a imunosuprese. Role dalsich polyomavird
v patogenezi neni jesté zcela znama. HPyV6 a HPyV7
jsou pravdépodobné spojeny se vzacnymi, svédivymi
koznimi vyrazkami objevujicimi se u imunosuprimova-
nych pacientt [24-26].

Polyomaviry maiji diky produkci nddorovych T anti-
genl (LTAg, MTAg, stAg) onkogenni potencial, ktery je
dan schopnostiT antigenu vazat tumor suprimujici pro-
teiny pRb a p53, a zasahovat do oprav DNA, apoptézy,
bunécné transkripce, degradace proteind, aktivity telo-
merazy, imunitniho systému a zanétlivych reakci a sti-
mulaci angiogeneze a migraci bunék. Podobné jako
opici polyomavirus SV40, tak i BKPyV a JCPyV indukuji
tumorogenezi v experimentélnich mysich a bunéénych
modelech. Jejich role v lidskych nadorech viak nebyla
nikdy dostate¢né prokazana. Polyomavirus MCPyV tak
z(stava jedinym lidskym polyomavirem, ktery prokaza-
telné zplsobuje lidsky nador. Pfiblizné 80 % MCC je po-
zitivni na MCPyV, ktery je integrovany do hostitelského
genomu a kdduje zkracenou formu LTAg schopnou va-
zat a inaktivovat pRB [27]. V Ceské republice jsme pfi
retrospektivni analyze 35 pacientl s MCC detekovali
MCPyV DNA u 72 % vzork( (nepublikovana data).

2. METODY DETEKCE LIDSKYCH
POLYOMAVIRU

Diagnostika lidskych polyomavir(l je zaloZzena prede-
v$im na pfimém prakazu vird. K pfimé detekci virové
DNA se v praxi nejvice pouzivaji amplifika¢ni metody
stanovujici virovou naloz. Stanoveni virové naloze je
z hlediska diagnostiky lidskych polyomavir(i nejdlezi-
t&jSim ukazatelem masivni reaktivace viru a tim rizika
vzniku onemocnéni asociovaného s urcitym typem lid-
ského polyomaviru ¢i urceni pficiny onemocnéni. Dal-
$imi metodami pfimé detekce lidskych polyomavirq,
které se obcas také pouzivaji, jsou elektronovad mikro-
skopie a imunohistochemie. Nepfima detekce HPyV,
tedy detekce HPyV specifickych protilatek, je pak velmi
dulezita v pripadé posouzeni rizika onemocnéni u pa-
cientl s roztrousenou sklerézou podstupujicich biolo-
gickou lé¢bu.

2. 1. PFimé metody detekce polyomavirti

Prvni klasicka PCR pro detekci BK a JC polyomaviru
byla vytvorena a otestovdna v roce 1989 a jednalo se
o reakci pomoci primert amplifikujicich jedine¢nou
oblast T antigenu obou virl s ndslednym rozlisenim
BKPyV a JCPyV pomoci hybridizace se specifickymi
prébami nebo restrikéni analyzou s citlivosti 10-100
kopii [28]. Prvni kvalitativni metody PCR byly ale brzy
nahrazeny kvantitativnimi metodami. Takovou je PCR
v redlném case pro stanoveni virové naloze (quanti-
tative PCR - gPCR). Termin ,virova naloz” (v angli¢tiné
viral load) se poprvé objevil v ¢lanku Jonase Salka pu-
blikovaném v ¢asopise Nature v roce 1987, ve kterém
autor navrhuje, ze virovou néaloz u HIV-1 pozitivnich
jedincl lze snizit posilenim imunitni odpovédi proti
viru, coz by vedlo ke snizeni nemocnosti, umrtnos-
ti a prenosu viru [29]. Kvantifikace viru je v posledni
dobé pouzivana jako rychld metoda detekce viro-
vé néloze, kterd hraje dllezitou roli pfi rozhodovani
0 zpusobu lé¢by pacientl. Stanovuje se jako pocet
kopii na mililitr téIni tekutiny nebo v poctu mezina-
rodnich jednotek na mililitr télni tekutiny, v tkani
potom jako pocet kopii na bunku. | kdyz ma pouziti
metod gPCR v diagnostice lidskych polyomavirQ ne-
sporné vyhody, je velmi dllezZita optimalizace metod,
protoze mezi riznymi testy gPCR byla popsana vyso-
ka variabilita. Tato variabilita ma nékolik pficin: vybér
rdznych oblasti virového genomu pro navrh primert
a prob véetné velikosti amplikonu, zplisob detekce vi-
rové DNA, rozdilnost reagencii, metoda extrakce DNA,
vybér referen¢niho materidlu pro stanoveni kfivky a/
nebo rGzné typy materidlu (plazma nebo plna krev,
fixovana tkan). Vybér standard( se ukdzal jako nej-
vyznamnéj$im zdrojem variability mezi jednotlivymi
testy, laboratofemi i v jedné laboratofi. Stanoveni vi-
rové naloze je zatizeno také nepresnostmi ze strany
pacienta, jako napf. kolisani virové naloze béhem dne,
prodleva mezi replikaci viru a vylu¢ovanim [30-31].
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Vlivem vysoké citlivosti testll zalozenych na PCR Ize
detekovat i velmi nizky pocet kopii viru, coz nemusi
mit klinicky vyznam v daném vzorku. Tato vysoka cit-
livost je také doprovazena rizikem falesnych pozitivit
v dGsledku amplifikace virovych sekvenci z nesouvi-
sejicich tkani a bunék v testovaném vzorku. Spravné
nastaveni mezni hodnoty je proto nutné pro rozlise-
ni mezi ptirozené probéhlou kolonizaci lidského téla
a onemocnénim. Pro snizeni variability mezi labora-
tornimi testy Svétova zdravotnicka organizace (World
Health Organization, WHO) ve spolupraci s Narodnim
ustavem pro biologické standardy a kontroly (National
Institute for Biological Standards and Control, NIBSC),
vytvofila mezindrodné uzndvané referenc¢ni materidly,
tzv. mezinarodni standardy (IS), pro testy zalozené na
amplifikaci virové DNA pro detekci BKPyV [32] a JCPyV
[33]. IS jsou standardy méreni s definovanou hodno-
tou koncentrace. Jsou to lyofilizované virové genomy
charakterizované multicentrickymi studiemi v me-
zinarodnich jednotkdch na mililitr, které umoznuji
srovnani vysledk mezi riznymi testy a rGznymi la-
boratofemi [34]. Predpoklada se, Ze tyto standardy se
vyuzivaji jako kalibratory pro komercni testy a stejné
tak jsou urceny i pro laboratore s vlastnimi detekénimi
metodami. WHO mezindrodni standardy jsou pfipra-
vovany pasazovanim viru v bunéénych kulturach, pfi
této pripravé muaze dojit k implementaci mutaci do
virové sekvence. Diky sekvenaci nové generace (Illu-
mina MiSeq) byly v mezindrodnich WHO standardech
objeveny rdzné varianty viru, z nichz nékteré obsahuiji
delece v genu pro T antigen. To vede k rozdilnym vy-
sledk{im ve stanoveni poctu kopii pfi pouziti primer(/
prob amplifikujicich oblast T-antigenu a VP genl [35,
36]. BKPyV standard byl proto sekvenovan také San-
gerovou metodou sekvenace a jeho sloZeni je verejné
pfistupné v databazi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/), a lze tak zjistit, jak budou primery/préby nase-
dat a zda to mUze ovlivnit qPCR [37]. S detailni znalos-
ti sekvence IS Ize pak tyto standardy pouzivat. Stano-
veni virové néloze by mélo v laboratofi probihat vzdy
stejné, s neménnou metodou izolace vzorku a qPCR.

Pro absolutni kvantifikaci virové naloze bez nutnos-
ti pfipravy standardni kfivky lze pouzit digitalni PCR
(dPCR). dPCR je metoda PCR, pfi které je klinicky vzorek
rozdélen do velkého mnozstvi oddélenych prostoru (ja-
micka na desticce, ¢ip, kapka olejové emulze — droplet).
V téchto oddélenych prostorech dochazi k samostatné
amplifikaci jedné molekuly DNA. Pozitivni vysledek je
odecitan v absolutnich ¢islech pomoci fluorescence ze
viech jednotlivych oddélenych prostor. Metoda dPCR
je viak finan¢né i ¢asové narocna, nicméné se jednd
0 moznou alternativu ke gqPCR, pfedevsim pro vzorky,
kde je nezbytné detekovat i nizké virové ndloze. Na-
priklad u pacientd s PML byl deteké¢ni limit JCPyV pro
gPCR v mozkomisni tekutiné a séru 200 kopii viru na
1 ml, u droplet dPCR pak mnohem nizsi, a to 30 kopii
viruna 1 ml [38, 39].
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Metody cytologie, imunohistochemie a elektrono-
vé mikroskopie jsou jedny z nejstarSich vysetfova-
cich metod v klinické praxi. Pro infekci BKPyV v moci
jsou charakteristicka inkluzni téliska ve vylu¢ovanych
bunkach, tzv. decoy buriky [1], které Ize identifikovat
cytologickym zabarvenim bunék. Podobna inkluzni
téliska Ize také pozorovat v oligodendrocytech infiko-
vanych JCPyV béhem patologického vysetfeni mozku
po smrti pacienta. Pro detekci virG v uvolnénych epi-
telovych burikdch v moci se pouzivala metoda nepfi-
mé imunofluorescence pomoci krali¢i protilatky proti
SV40, kterd vaze virové kapsidové proteiny VP1 JCPyV
a BKPyV, konjugované s fluorescencné znacenou
sekundarni protilatkou. Tato metoda je véak malo citliva
a je velmi ¢asové naro¢nd. Imunohistochemie, tj. pfima
detekce virovych proteinli pomoci znacené protilatky,
se pouziva pro potvrzeni histologické analyzy onemoc-
néni, zvlasté u BKVAN. Vyhodou imunohistochemie je
detekce virového proteinu pfimo v tkani, nevyhodou
metody je nizka citlivost detekce a ndro¢nd analyza za-
tizend fadou chyb. Pro vychozi identifikaci polyomavir(
je vyuzitelnd elektronova mikroskopie, rychla diagnos-
zakladé rizné morfologie a velikosti ¢astic v celé fadé
rdznych klinickych materidl(. Metoda vsak neumoz-
nuje presné urceni druhu polyomaviru. BK virus a JC
virus Ize identifikovat pomoci specifickych bunécnych
kultur, kde oba viry vytvafi cytopaticky efekt. BKPyV
tvoli cytopaticky efekt na Vero bunkach odvozenych
z ledvinnych bunék koc¢kodana obecného [1]. Nékteré
izolaty lze ale kultivovat pouze pomoci renélnich pro-
ximalnich tubuldrnich epitelovych bunék (RPTE), na
lidskych endotelovych burikach (HUV-EC-C) [40] nebo
293TT lidskych embryondlnich bunkach [41]. JC virus
Ize kultivovat na lidskych primarnich fetdlnich gliovych
bunkach (PHFG) [42], lidskych embryonalnich burikach
[43] nebo lidské neuroblastomové bunécné linii IMR-
-32 [44]. Kultivace obecné je vSak casové velmi ndro¢na
a nékteré virové izolaty BKPyV a JCPyV nelze pomoci
tkanovych kultur detekovat. Pro ostatni polyomaviry
nejsou znamy bunécné linie, u kterych viry zplsobuji
cytopaticky efekt.

Detekce virovych RNA, které by mohly predstavo-
vat vyhodu detekce aktivni virové infekce, jsou zatim
ve stadiu studii. Existuje jen velmi malo publikaci de-
tekujicich virovou mRNA v klinickych vzorcich. Pro
detekci virové mRNA je vhodnéjsi LTAg mRNA, u kte-
ré probihd sestfih, a Ize tak jednoduse odlisit virovou
RNA od DNA. V tkani mozku HIV pozitivnich pacientt
s diagnézou PML byla detekovdna mRNA LT antigenu
ve véech vzorkach, stAg mRNA pak jen v nékterych
vzorkach v zavislosti na rozvoji syndromu ziskané-
ho selhani imunity [45]. BKPyV RNA byla nalezena ve
vsech biopsiich ledvin pacientl po transplantaci pozi-
tivnich na BKPyV DNA, coz ukazuje na aktivni virovou
infekci v transplantované ledviné [45]. V klinické praxi
ale neni vzdy dostupny material vhodny pro vysetieni
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MRNA. Nejlepsim materidlem je Cerstva tkan odebrand
do speciadlniho média, pouzit Ize také tkan zalitou v pa-
rafinu. RNA izolovand z parafinovych fezl vsak muze
byt degradovani, coz je tieba vzit do Uvahy pro de-
tekci. Velmi dlezité je také vzdy osetfit, aby ve vzorku
po izolaci RNA nebyla kontaminace DNA. Pfitomnost
kontaminované DNA, predevsim v pfipadé stanoveni
virové VP1 mRNA, kde nelze pouzit primery situované
do oblasti sestfihovych mist, mlze vést k falesné pozi-
tivnim vysledkam [47].

Potencial pro monitorovani aktivni polyomavirové
infekce maji virové miRNA. Polyomaviry kéduji dvé
miRNA: HPyV-miR-B1-5p, tak i HPyV-miR-B1-3p. Funkce
téchto miRNA je u viech polyomavirl stejnd, negativné
kontroluji expresi virového proteinu LT antigenu, ktery
ma hlavni funkci jako inicidtor virové replikace a také
inhibuji expresi bunécnych proteind, které se podileji
na protivirové obrané burky. Virové miRNA kontroluji
virovou replikaci predevsim v pozdéjsich fazich virové
infekce [48]. Sekvence miRNA jsou dobre konzervova-
né, diagnostické testy zaloZzené na miRNA by nemély
byt ovlivnény polymorfismy v sekvenci viru, jako je to
mozné ve virovych genech cilenych v obvyklych tes-
tech PCR zalozenych na DNA detekci.

2. 2. NepFima detekce

Detekce protildtek proti polyomavirdm neni vhodna
pro diagnostiku infekce vzhledem k vysoké séropreva-
lenci v populaci. Ve studii Kamminga z roku 2018, ve
které sledovali séroprevalenci u zdravych jedinc(, a to
proti véem 14 lidskym polyomavirim, detekovali pro-
tilatky nejméné proti ¢tyfem virlm u vétsiny testova-
nych vzorkd [49]. Pfitomnost protildtek v krvi nema
ochranny Ucinek proti reaktivaci ¢i onemocnéni [50].
Pro imunitni odpovéd proti virové infekci jsou dulezité
virus neutraliza¢ni protilatky (VNT), které se specific-
ky vazou na povrch kapsidy, a tim brani vazbé viru na
receptor bunék. Pokud ale dojde k mutaci vazebného
mista virové kapsidy, VNT protilatky nejsou schopné se
navazat a virus mlze ,utéct” imunitni kontrole [51, 52].
Studie prokazaly, Ze hladiny protilatek do jisté miry ko-
piruji virovou replikaci. V soucasné dobé se proto velmi
intenzivné fesi otazka, zda je mozné hladinu protilatek
vyuzit ke stanoveni rizika reaktivace viru a nasledného
onemocnéni [53, 54].

Vétsina sérologickych testl je zaloZzena na detek-
ci protilatek proti hlavnimu kapsidovému proteinu
VP1. Jen nékolik malo skupin detekuje protilatky proti
¢asnému LT proteinu ¢i minoritnim kapsidovym pro-
teinlm VP2 a VP3. Velmi &asto se protilatky detekuji
v ELISA (enzyme linked immunosorbent assays) testu,
ve kterém se pouzivaji tzv. virus like particules (VLP),
viru podobné partikule, které se vazou pfimo na dno
desticek, ve kterych test probiha. VLP jsou vytvofeny
z VP1 protein(, které se samovolné skladaji do struk-
tur virovych kapsid o 72 kapsomerach. Pro tvorbu VLP
nejsou potieba minoritni proteiny. Oproti virovym ¢as-

ticim neobsahuji virovou DNA. VLP se pfipravuji v ba-
kulovirovém expresnim systému, v kvasinkach, nebo
v lidské bunécné linii 293TT. Déle se v testech pouzivaji
i samotné virové proteiny pripravené rekombinantnimi
technikami exprese proteind nebo syntézou in vitro.
Rekombinantnimi metodami, napf. transformaci E. coli,
pfipravené antigeny mohou mit na sebe navazané riz-
né peptidové kotvy, které umozni lepsiizolaci proteinu
avazbu na plastové desticky, ve kterych testy probihaji.
Nejcastéji se pouziva virovy protein fuzovany s N-termi-
nalni glutathion S-transferdzou (GST) [55]. V ELISA testu
Ize jako antigen také pouzit kratké kapsidové peptidy
VP1 o velikosti 17-18 aminokyselin syntetizované in
vitro, nazyvané mimotopy, které jsou vybrané na zakla-
dé pocitacové analyzy imunogennich oblasti virového
proteinu a které mohou vytvaret stabilni sekundarni
strukturu [56]. Peptidy predstavuji jednoduchy, dobfe
dostupny, a cisty antigen pro detekci protilatek, coz by
mohlo snizit variabilitu sérologickych testd. Nicméné,
vzhledem k jejich malé velikosti, nelze vyloucit zkfi-
zenou reaktivitu v dUsledku nespravné konformace
peptidu a nizsi citlivosti testu v disledku nedostate¢né
vazby peptid-protilatka [57].

ELISA test je nejvice rozsifenym testem pro detekci
protilatek proti lidskym polyomavirdm. Jednotlivé ELI-
SA testy se mezi laboratofemi lisi v pouzZitém fedéni
séra, vypoctem vysledku a hrani¢nimi hodnotami po-
zitivity a také pfipravou antigenu. ELISA test umoziuje
detekci pouze jednoho typu protilatky v reakci. Naproti
tomu ,bead-based assay” (napf. Luminex technologie
(XMAP)) umoziuje soubézné stanoveni vice proteint
v jedné reakci diky vazbé antigenl na polystyrenové
kulicky, které funguji nejenom jako nosic rliznych anti-
gend, ale i jako nosi¢ fluorescencni znacky. Pozitivni
vysledky jsou odecitany pratokovou cytometrii na za-
kladé velikosti kulicek a fluorescencniho signalu.

Zatim jediny test, ktery detekuje VNT protilatky je test
zaloZzeny na bazi tzv. pseudovirionll (PsV), které jsou
specifické pro jednotlivé polyomaviry. PsV jsou synte-
tizovany v bunkdach (napf. 293TT, RPEC) po transfekci
plazmidy, které nesou geny pro vsechny kapsidové
proteiny spole¢né s plazmidem koédujicim reportérovy
gen (GFP, Gaussia luciferdza). Ten je zabalen do virové
obalky, kterou kapsidové proteiny vytvofi. PsV se pak
kultivuji s testovanym sérem v rGznych fedénich a smés
se poté pfida k burikdm. Pokud jsou v sérech pfitomny
specifické neutraliza¢ni protilatky, zablokuji vazbu PsV
na bunééné receptory a v bunkach nedojde k syntéze
reportérového proteinu. Protildtkami zprostfedkovana
neutralizace je proto definovana redukci aktivity re-
portérového genu [51]. Test detekce VNT na bazi PsV je
velmi citlivy a pfesny. Tato metoda je ale bohuzel velmi
naroc¢na, vyzaduje zkusené pracovniky a dobfe vybave-
nou laboratof na urovni BSL2. Neni proto vhodna pro
klinickou diagnostiku.

Hemaglutina¢né-inhibicni test (HIT) je ze vsech po-
uzivanych testl nejjednodussi a nejrychlejsi. Vyuziva
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schopnosti virG vazat kyselinu sialovou na povrchu
erytrocyt(, a tim je aglutinovat. V pripadé inkubace vi-
rového antigenu s pacientskym sérem, které obsahuje
protilatky, dojde k vytvoreni komplexu antigen-proti-
latka a tento komplex brani aglutinaci erytrocytd. Test
je v3ak ve srovnani s pfedchozimi méné citlivy a pres-
ny, proto se v klinice a ani ve vyzkumu nepouziva. Ha-
milton et al. srovnavali HIT s ELISA testem pro detekci
protilatek proti BKPyV a JCPyV v souboru 114 jedincd,
v obou testech byly ziskany shodné vysledky, nicméné
ELISA test detekoval mnohem vyssi titry protilatek [58].
Jako antigeny byly v obou testech pouzity nativni virio-
ny produkované v bunécnych liniich.

Kromé pfitomnosti specifickych protilatek jsou
pro imunitni odpovéd organismu dulezité virové speci-
fické T bunky. Monitorovani specifické T buné¢né imu-
nity m{Zze predikovat zvysené riziko reaktivace lidskych
polyomavir u imunosuprimovanych jedinc(i, a mGze
tak byt metodou blizké budoucnosti. Stanoveni virové
specifickych T lymfocyt(i Ize provést pomoci metody
ELISPOT (Enzyme-linked ImmunoSpot Assay) nebo po-
moci pratokové cytometrie, kterd dokaze navic rozlisit
CD4 a CD8 T lymfocyty. ELISPOT je metoda detekce
T lymfocytd, které reaguji na pfitomnost virového anti-
genu produkci urc¢itého cytokinu. Nejcastéji se stanovu-
je produkce interferonu gama pomoci ELISPOT readeru.
Dalsi moznou metodou je cytotoxicky test, ktery stano-
vuje radioaktivni chrom uvolnény z bunék plsobenim
aktivovanych cytotoxickych T lymfocytd. Dosavadni
data ukazuji, Ze kvantita a funkce virové specifickych
T lymfocytl inverzné koreluje s virovou replikaci.

3. DIAGNOSTIKA VYBRANYCH LIDSKYCH
POLYOMAVIRU

Pri detekci lidskych polyomavird v klinické praxi je
vzdy tfeba brat v potaz duvody testovani klinickych
vzork(. Dalsim dllezitym faktorem je také to, jaké testy
se pro detekci pouzivaji, pfedevsim jaka je jejich klinicka
a analyticka citlivost a specificita. Screeningové a dia-
gnostické metody jsou neustéle evaluovany rozsahlymi
studiemi, na jejichz zakladé pak dochazi k novym do-
porucenim, které méni ¢i zpfisnuji stavajici postupy (viz
BKPyV). Také se testuje pouziti novych markerd virové
replikace, aby se zpresnila citlivost a specifita s cilem
zachytit ¢asnou reaktivaci viru a vyhodnotit rizika vzni-
ku onemocnéni, popf. zpfesnit diagnostiku s ohledem
na lé¢bu pacientd.

3. 1. Diagnostika BK polyomaviru

Onemocnéni asociované s BKPyV se vyskytuje pre-
vazné u pacientl po transplantaci ledvin a u pacient(
po transplantaci hematopoetickych kmenovych bu-
nék. U pacientll po transplantaci dalsich solidnich or-
ganl se zddné onemocnéni, jako je BKPyV asociovand
nefropatie ¢i hemoragicka cystitida, neobjevuje. Velmi
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vzacné jsou s infekci BKPyV spojené izolované pfipady
karcinomu mocového méchyre, encefalopatie, zanéty
nosni sliznice, plic a travici trubice. Reaktivace BKPyV
maze také hrat roli v patogenezi autoimunitniho one-
mocnéni systémového lupus erythematodes (SLE) [59].

Reaktivace BKPyV u imunosuprimovanych pacient(
po transplantaci ledvin mlze zpUsobit BKPyV asocio-
vanou nefropatii (BKVAN), které postihuje 1-10 % pa-
cient(. Klinicky se onemocnéni projevuje intersticialni
nefritidou, kterd je v pfipadé pozdni diagnézy obtizné
|écitelnd a mlze vést k trvalému poskozeni funkce led-
vin nebo selhani stépu v prvnich letech po transplan-
taci [60]. Definitivni diagnéza BKVAN je provedena na
zékladé histologického nalezu biopsie transplantova-
né ledviny. Charakteristickym znakem histologického
vysetfeni je infiltrace tkané zanétlivymi bunkami, pfi-
tomnost plazmatickych bunék, nekréza tubularniho
epitelu a pfitomnost intranuklearnich inkluznich té-
lisek, které znaci reakci tkané na replikaci BKPyV [61].
Podobny obrazek Ize ale zaménit také s akutni rejekci,
proto se také pouzivd imunohistochemie s barvenim
protilatkou proti SV40, kterd vaze LTAg BKPyV. Histo-
logické vysetfeni ma omezenou citlivost a mize byt
faleSné negativni v 10-30 % pfipadd pozitivnich na
BKPyV v krvi, a to z divodu odbéru biopsie brzy po na-
stupu virémie, pouze lokalni pfitomnosti zanétu a také
muze ve vzorku chybét meduldrni tubularni tkan, kterd
je vice infikovana virem [62].

V minulosti byla prvnim diagnostickym testem reak-
tivace BKPyV cytologie moce a identifikace ,decoy cell’,
kterd méla ale velmi nizkou pozitivni prediktivni hod-
notu (5-29 %) a vysokou variabilitu [62]. V soucasné
dobé je riziko vzniku BKVAN u pacientll po transplan-
taci ledvin hodnoceno na zékladé detekce BKPyV DNA
pomoci qPCR. U zdravych séropozitivnich darcd krve
neni BKPyV DNA pomoci qPCR detekovatelna v plaz-
mé, pouze v moci asi u 7 % jedincu, a to v nizké virové
nalozi, kterd je mensi nez 10* kopii viru na 1 ml [63]. Po-
dobna prevalence je i u darct a pfijemct ledvin pred
transplantaci. U pacientl po transplantaci ledvin je
virova ndloz v modi podstatné vyssi a reaktivace viru
v disledku imunosuprese vede k detekci viru v plazmé
asi u 25 % prijemcl s virovou nalozi 10* kopii a vice viru
na 1 ml [64]. Rozsahlé studie stanovily jako rizikovou
hladinu pro rozvoj BKVAN 10* kopii viru na 1 ml v plaz-
mé a/nebo 107 kopii viru na 1 ml v mo¢i, pticemz v praxi
se vice pouziva stanoveni virové naloze v plazmé [62].

Podle doporuceni skupiny KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes) a Evropskych doporuce-
ni z roku 2014 pro péci o pacienty po trasplantaci led-
vin (KTR), by méli byt pacienti po transplantaci ledvin
pravidelné testovani na pfitomnost BKPyV DNA v plaz-
mé nebo modi k identifikaci zvyseného rizika BKVAN
mési¢né béhem 6 mésicl a dale po 3 mésicich do
jednoho roku a 6 mésicich do dvou let po transplan-
taci. Setrvald hladina BKPyV viremie nad hranici 10*
kopii na 1 ml je definovana jako ,rizikovd” pro vznik
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BKVAN [65], Americka spolecnost pro transplantace
(The Infectious Diseases Community of Practice of the
American Society of Transplantation) ve své posled-
ni publikaci doporucuje, aby se testovala pfitomnost
BKPyV DNA v plazmé mési¢né v prvnich 9 mésicich po
transplantaci a nasledné 3mési¢ni screening az 2 roky
po transplantaci, pro pfipadnou terapeutickou inter-
venci u pacientd KTR s piitomnosti BKPyV DNA [60].
To je vyrazné rozsifeni testovani oproti pfedchozim
doporucenim predevsim na zakladé rozsahlych klinic-
kych studii, které ukazuji 20-30 % pfipad( reaktivace
BKPyV DNA po 6 mésicich po transplantaci a 18 % po
1 roce u dospélych pacientll [66, 67]. Nicméné, pfi ne-
sprdvném nastavené qPCR pfi soucasné doporucujici
hranici BKPyV virémie > 10* kopii na 1 ml maze dojit
k podcenéni vysledkl stanoveni virové naloze a vyssi-
mu riziku vzniku onemocnéni bez véasné intervence.

Pro pacienty po HSCT neni doporucen zadny scree-
ning, jako je tomu u KTR. Test se doporucuje pouze
u symptomatickych jedincl pfi hematurii a cystitidé
jako doplnuijici test k vyloucenti jiné etiologie HC. U vice
nez 80 % pacientl se objevuje BKPyV virurie s virovou
nalozi nad hranici 107 kopii viru na 1 ml, u 5-20 % se
vyvine onemocnéni, které podstatné zhorsuje kvalitu
zivota a prodluzuje pobyt v nemocnici, pravdépodob-
né vsak nevede k umrti pacientd. U symptomatickych
pacientu je doporuceno nasledné pravidelné testovani
krve po dobu trvani obtizi, jako rizikova je virova néloz
v plazmé = 10* kopii na 1 ml. Testovani asymptomatic-
kych pacientl neni v sou¢asné dobé doporuceno, pro-
toZe neni Zzadnd preemptivni terapie [68].

Dalsi molekuldrni metody detekce BKPyV jsou zatim
pouze ve stadiu testovani a nejsou uvedeny v doporu-
Cenich pro screening pacientd, nicméné prvni studie
ukazuji moznost pouziti téchto metod po dikladné va-
lidaci v rozsahlych klinickych studiich.

Studie, které sleduji miRNA u pacientl po transplan-
taci ledvin ukazuji, Ze mnozstvi miRNA bkv-miR-B1-5p
a bkv-miR-B1-3p koreluje s virovou ndlozi [69-71]. Vy3si
hladina miRNA BKV-miR-B1-5p koreluje s vyssi hladi-
nou virové DNA moci a vyvoje BKVAN, a to jak celko-
vé mnozstvi BKPyV miRNA bkv-miR-B1-5p v moci, tak
i specificky miRNA testovand pouze v exozomech izo-
lovanych z moce [72].

Moznost vyuziti sérologickych testl ukazuji vysled-
ky pfijemct ledviny s vysokym titrem protilatek, ktefi
maji nizsi riziko virémie BKPyV ve srovnani s pfijemci
s nizkym titrem protilatek [54]. Dale maji pacienti po
transplantaci ledvin zvySené riziko rozvoje virémie
BKPyV po transplantaci ledvin dérce s vysokou hladi-
nou protilatek BKPyV, coZ patrné reflektuje virovou na-
loZ BKPyV $tépu [73].

U pacientd po transplantaci ledvin je v soucasné
dobé nejvice prostudované pouziti metody ELISPOT
nebo pratokové cytometrie pro stanoveni specifické
T buné¢né imunitni odpovédi. Studie reaktivace BKPyV
u dospélych pacientl po transplantaci ledvin ukazala,

Ze zvyseni BKPyV specifické buné¢né imunity je do-
provazeno snizenim virové naloze az k jejimu vymizeni
[74]. Na druhou stranu, pfi snizeni funkce ¢i dokonce
ztraté BKPyV specifickych T lymfocytld v obdobi po
transplantaci dochazi ke zvyseni rizika virové replika-
ce. Costa et al. pozorovali epizody reaktivace BKPyV
pouze u pacientl se ztradtou funkce BKPyV specifickych
T lymfocytd [75]. U déti s nizkou hladinou < 0,5 bunék/
ml BKPyV specifickych CD4+ T bunék a < 0,1 bunék/ml
BKPyV specifickych CD8+ T bunék mérenych pritoko-
vou cytometrii pfetrvavala virémie po dlouhou dobu
a bylo nutné u téchto pacientu snizit mnoZzstvi imuno-
supresiv. U déti s hladinou specifickych T bunék vyssi,
nez uvedené hodnoty byla reaktivace BKPyV pouze
kratkodobd a nebylo nutné ménit Ié¢bu [76]. Tyto stu-
die ukazuji, Ze stanoveni virové specifickych T bunék
je uzite¢nym nastrojem v managementu pacientd po
transplantaci ledvin. U pacientd s predpokladanou
BKVAN by mohlo pomoct v hodnoceni rizika vyvoje
komplikaci, tj. u pacientd s predpokladanou BKVAN
s nizkou hladinou ¢&i ztratou virové specifickych T bu-
nék by byla nutnd redukce imunosupresiv, u pacientt
s vysokou hladinou by nebyla nutna zména lécby.

3. 2. Diagnostika JC polyomaviru

JCPyV je plvodcem vzacného demyeliza¢niho one-
mocnéni centrdlni nervové soustavy, progresivni
multifokalni leukoencefalopatie (PML). JCPyV infikuje
a zpUsobuje lyzi oligodendrocytll, bunék, které jsou
v mozku zodpovédné za produkci myelinu, a také as-
trocytd, které jsou dulezité pro celou fadu procesl
v CNS. Onemocnéni bylo prvné popsano v roce 1958
u pacienta s chronickou lymfocytarni leukemii. Od roku
1982 se toto onemocnéni sporadicky vyskytuje také
u pacientl s HIV. Po zavedeni biologické 1é¢by v roce
2005 jako léku 2. volby pro pacienty s vysoce aktivni
roztrousenou sklerézou (RS) se toto onemocnéni obje-
vuje i u téchto pacientl. Do ukonceni rozsahlé studie
v lednu 2014 s l1é¢ivem Tysabri (natalizumab) bylo one-
mocnéni PML identifikovano u 430 pacient( ze skupiny
12000 pacientl s RS [é¢enych Tysabri, s umrtnosti 20 az
25 % (Tysabri safety update 2014). Definitivni diagnéza
PML muUze byt stanovena na zakladé histologie biopsie
mozku [77]. Diagndza onemocnéni je zaloZena na tfech
zakladnich kritériich: neurologické a/nebo psychické
zmény, typické Iéze v mozku na zobrazeni z magne-
tické rezonance (MR) a detekci JCPyV v mozkomisnim
moku. Pokud jsou pfitomné klinické pfiznaky nebo
charakteristické obrazy na MR a je detekovana virova
DNA v mozkomisnim moku, onemocnéni je oznaceno
jako pravdépodobna PML [38].

Metoda gPCR je velmi citlivd metoda detekce JCPyV
v mozkomi$nim moku u pacientd s charakteristicky-
mi neurologickymi a morfologickymi zménami (cit-
livost > 95 %) [38]. Screening mozkomisniho moku
u jedinct s rizikem PML bez klinickych pfiznak{ a cha-
rakteristického obrazu MR nepfindsi Zddnou vyhodu
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v diagnostice PML, protoze nizka virovad naloz JCPyV
DNA miize byt detekovdna jak u pacientli s RS, tak
i u zdravych jedinct [78]. Swinnen et al. se ve své ret-
rospektivni studii z roku 2019 zabyvali virovou nalozi
v mozkomisnim moku u pacientl s PML a ur¢ili jako
rizikovou hladinu viru v mozkomisnim moku vyssi nez
103 kopii viru na ml [79]. Jedna se zatim o jedinou tako-
vouto studii, a proto pro definitivni potvrzeni je potre-
ba dalsi vyzkum. U pacient( s rizikem PML je velmi du-
lezité pouzivat pro detekci JCPyV primery amplifikujici
¢asnou oblast T antigenu nebo oblast kédujici kapsido-
vy VP1 protein navrzené tak, aby detekovaly viechny
genotypy a varianty JCPyV pfitomné u pacientd s PML
[80]. U téchto pacientd se totiz nachazi odlisné formy
JCPyV, prvni forma oznacovana jako archetyp obsahuje
segmenty -a, -b, -¢, -d, -e a -f v NCCR oblasti, které jsou
zodpovédné za regulaci ¢asné a pozdni virové tran-
skripce a replikace. Tato forma viru je vylu¢ovana moci
zdravych jedincll a je pfenosnd na dalsiho jedince.
Dalsi formy nekddujici oblasti JCPyV znacované také
jako ,prototyp” nebo neurotropni forma asociovana
s PML obsahujici celou fadu mutaci, duplikaci a deleci
jednotlivych segmentl a také mutace v genu pro VP1
[81]. Tyto formy davaji viru vyhodu pfi replikaci a také je
u nich zvysend exprese ¢asné oblasti virového genomu
[82]. Detekce neurotropnich forem JCPyV by mohly po-
moct pfi v€asné diagnostice PML.

Dalsi klinické materialy jako je plazma a mo¢ se pro
diagnézu PML pomoci detekce JCPyV DNA nepouzi-
vaji. JCPyV virémie v téchto vzorcich je velmi vzacna,
u pacientt s RS se prevalence pohybuje v rozmezi 0,2
az 2,6 % [83, 84] a nebyla nalezena asociace virové na-
loZze s PML. U 400 zdravych darc nebyla JCPyV DNA
nalezena v plazmé viibec [62]. JCPyV virurie je mno-
hem ¢astéjsi, objevuje se asi u 19 % zdravych jedincud
s virovou nalozi v priméru 10* kopii viru na T ml moci.
Vzdy se jedna o kratké epizody, které brzy odezni [62].
Pozitivni prediktivni hodnota detekce u jedincu s rizi-
kem PML je velmi nizka [78].

Sérologickd analyza pfitomnosti protilatek proti
JCPyV neni vhodna pro diagn6zu PML vzhledem k vy-
soké prevalenciv populaci. Pouziva se ale u RS pacientt
[é¢enych pripravkem Tysabri pro stratifikaci rizika vzni-
ku PML. U pacientl s RS Ié¢enych pfipravkem Tysabri
byl validovan ELISA test s dvoustupriovou konfirmaci
vysledku (Stratify a/nebo Stratify DxSelect) ke stanoveni
rizika vzniku PML [85-88]. Toto vysSetieni je doporuceno
pred zahdjenim lé¢by, nebo pokud neni u pacienta, je-
muz je pfipravek jiz podavan, zndm jeho sérostatus, tak
i v pribéhu lé¢by. U pacientli s negativnimi vysledky se
doporucuje test kazdych 6 mésict opakovat kvali pfi-
padné sérokonverzi. U anti-JCPyV pozitivniho pacienta,
vysledek stanoveni indexu protildtek < 0,9 znamena
velmi nizké riziko vyvoje PML, vysoké titry > 1,5 zvysuji
riziko PML [88]. U pacientl s nizkou hodnotou indexu,
ktefi v minulosti nebyli [é¢eni imunosupresivy, se také
doporucuje opakované vysetieni kazdych 6 mésicl po
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dobu 2 let lécby. U pacient( s [é¢bou Tysabri déle nez
2 roky nebo u pacientl s vysokou hladinou protilatek
je pak doporucené pravidelné kontrolni vysetieni MR
mozku kazdé 3-6 mésict (EMA Tysabri PML Update,
2017).

Pritomnost JCPyV specifickych T lymfocyt( u pacien-
t0 s PML také vyrazné zlepsuje klinicky obraz a prodlu-
Zuje preZiti téchto pacientl [89, 90]. Tyto studie byly
provedeny cytotoxickym testem zalozenym na uvolrio-
vani radioaktivniho chromu z bunék prezentujicich na
svém povrchu virové peptidy, metodou velmi naro¢-
nou na provedeni a nevhodnou pro béznou klinickou
diagnostiku. Stejné jako u BKPyV byly také provedeny
studie u HIV pacientl a pacientl s RS podstupujicich
biologickou lé¢bu s vyuzitim detekce virové miRNA pro
stanoveni rizika vyvoje PML, zadné ale zatim jedno-
znacné vhodnost stanoveni nepotvrdily [91].

3. 2. Diagnostika MCPyV

Karcinom z Merkelovych bunék predstavuje rychle
rostouci nador na kizi exponované UV zéreni, prede-
vsim u starsich a imunosuprimovanych jedinc(l. Jedna
se o velmi agresivni nador s 5letym prezivanim okolo
40 % [92]. Incidence tohoto nadoru je 0,7 na 100 000
obyvatel, béhem poslednich let vSak dochazi k drama-
tickému nardstu onemocnéni. V USA vzrostla inciden-
ce mezi lety 2000-2013 0 95 % [93]. Jedna se o nador
s ¢astymi lokalnimi rekurencemi po chirurgickém od-
stranéni nadoru, onemocnéni je také casto spojeno
s postizenim regionalnich uzlin a také vznikem vzda-
lenych metastaz. Vétsina pfipadl MCC je zpUsobena
integraci MCPyV do lidského genomu, mensi ¢ast MCC
nadorll je zplsobena velkym mnoZstvim mutaci bu-
nécné DNA, které jsou charakteristické pro poskozeni
UV zafenim a nachazeji se také napf. u melanom.

Diagnostika nadoru je velmi slozita a vzhledem k ne-
napadnému klinickému obrazu mize dochazet k pozd-
ni diagndze. Velmi vzacné se mlze vyskytnout pripad
karcinomu z Merkelovych bunék s postizenim lymfa-
tické uzliny bez identifikovaného nadoru na kdzi (un-
known primary Merkel cell carcinoma, UPMCC). Tyto
pfipady, stejné tak jako nemelanomové kozni nadory,
popi. metastaze dalSich neuroendokrinnich nadort
ztézuji diagnostiku MCC. Karcinom je diagnostikovan
na zakladé klinického obrazu a histologického vyset-
feni, které odhaluje infiltraci dermis nebo hypodermis
proliferujicimi nddorovymi burikami s vlastnostmi neu-
roendokrinniho karcinomu. Ke konec¢né diagnéze se
pouziva kromé klinického obrazu imunohistochemické
vysetfeni, a to pozitivita na cytokeratin 20, dal$im vo-
ditkem je negativita na thyroidni transkrip¢ni faktor 1
(TTF-1). Tyto dva markery jsou v soucasné dobé po-
vazovany za hlavni markery MCC. Kromé nich se také
pouzivaji neuroendokrinni markery chromogranin A,
neuron-specifickou enoldzu a synaptophysin, stejné
tak epitelidlni markery jako cytokeratin AE1/AE3 [92].
Detekce MCPyV, ktera se zatim v rutinni diagnostice
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nepouziva, je v ptipadé nejasného imunohistochemic-
kého obrazu ¢i netypického pripadu velmi uzite¢nym
nastrojem. Nejbéznéjsimi metodami je detekce MCPyV
DNA pomoci qPCR z DNA izolované z nadord nebo
imunohistochemické barveni MCPyV LTAg pomoci ko-
meréné dostupné monoklonalni protilatky CM2B4 (LT;
CM2B4; Santa Cruz. Biotechnology, Dallas, TX, USA).
U vzorkd MCC je stanovena kriticka hladina > 1 kopie
viru na bunku v idedlnim pfipadé, kdy jsou ve vzorku
pfitomny pouze nadorové bunky, pokud tkan obsahu-
je i nenadorové buriky a stroma jsou pozitivni i vzorky
s virovou nalozi = 0,01 kopie viru na buriku. V pripadé
nizsi virové nalozZe je virus soucasti bézné kozni mi-
kroflory, a to az u 40 % zdravych jedincl bez zndmek
jakéhokoliv onemocnéni, proto je velmi dUllezité pres-
né stanoveni virové naloze ve vzorku (nepublikovana
data).

4.ZAVER

Polyomaviry jsou v lidské populaci vSudypfitomné.
Po primarni infekci ustavuji perzistentni infekci s ob-
¢asnou kratkodobou reaktivaci. Tato reaktivace je pa-
trné spojena se snizenou imunitni odpovédi, protoze
k ni dochazi vice u starSich jedincl a téhotnych Zen.
K vyvoji onemocnéni spojené s polyomavirovou infek-
¢i dochazi pouze u imunosuprimovanych jedincu, a to
jen u nékterych z nich. Tézisté soucasné diagnostiky lid-
skych polyomavirl je u pacientl po transplantaci led-
vin a s RS podstupuijicich biologickou Ié¢bu k véasnému
odhaleni reaktivace, a tim moznosti véasné intervence
pfed samotnym onemocnénim. Rand stadia reaktivace
a progrese onemocnéni jsou na rozdil od pozdéjsich
stadii reverzibilni. Zavedeni pravidelného monitoro-
vani BKPyV u piijemctl ledvin a okamzity preventivni
terapeuticky zasah mélo okamzity dopad na snizeni
poctu ztrat $tépu [62]. Ke snizeni PML u HIV - pozi-
tivnich jedincl doslo po zavedeni aktivni protivirové
terapie (HAART), kterd zlepsuje funkci imunitniho sys-
tému. U pacientl s RS podstupujicich biologickou Iéc-
bu pravidelné testovani na pfitomnost protilatek proti
JCPyV a sledovani zmén v hladinach protilatek vedlo
k redukci incidence PML o 2-3 % (Tysabrihcp.com. “Ty-
sabri safety: a well-established profile” https://www.
tysabrihcp.com/en_us/home/efficacy-safety/pml-risk.
html). I kdyz jsou k dispozici citlivé metody detekce lid-
skych polyomavird, jejich pozitivni prediktivni hodnota
onemocnéni neni vysokd, pro BKVAN dosahuje v zavis-
losti na studii hodnotu 30-50 % [94, 95]. Divodem této
nizké hodnoty jsou pomérné casté pripady reaktivace
viru bez onemocnéni, vyvoj onemocnéni i u jedince,
ktery nesplnil kritické hodnoty detekce nebo nesprav-
né nastaveni laboratornich metod. Ke zleps$eni situace
diagnostiky pomoci qPCR jisté pomohou mezinarodni
standardy WHO, velmi dulezité je také pravidelné mo-
nitorovani pomoci externiho hodnoceni kvality. Dalsi

metody, které jsou zatim ve stadiu testovani, jako je
detekce virové miRNA, stanoveni bunéc¢né imunity, ¢i
mnozstvi protilatek, mohou po validaci v klinické pra-
xi pfispét ke zlepseni identifikace rizikovych pacient(,
a tim k véasné medicinské intervenci, ktera zabrani pro-
puknuti onemocnéni. Metody gPCR detekce dalsich
polyomavir(, jako je MCPyV, HPyV 6, 7 a/nebo TSPyV,
mohou v pFipadé nejasného mikroskopického obrazu
a imunohistochemického priikazu znakl pomoci v dia-
gnostice koznich Iézi a malignit. Vzhledem k vzrlstajici
incidenci onemocnéni MCC je tfeba toto vysetieni za-
fadit do bézné klinické praxe.
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