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Abstrakt: 

Polyomavírus Merkelových buniek (MCPyV) a ľudský papilomavírus 16 (HPV 16) sú malé nádorové DNA 

vírusy z rodín Polyomaviridae a Papillomaviridae, ktoré predstavujú narastajúce riziko pre ľudí spojené 

s ich onkogénnym potenciálom. Po nakazení človeka sú HPV 16 a MCPyV schopné dlhodobo 

perzistovať väčšinou v podobe asymptomatickej infekcie, pričom je agresívny priebeh ochorení 

potlačovaný imunitným systémom hostiteľa. Integrácia týchto vírusov do hostiteľskej DNA spôsobuje 

transformáciu buniek vyúsťujúcu do zriedkavých no zhubných karcinómov kože a lézií epitelu 

pohlavného traktu, hlavy a nosohltanu, ktoré môžu vyústiť do malígnych nádorov. Ich mechanizmy 

úniku pred imunitným systémom a kompletné životné cykly, dodnes nie sú úplne známe, čo len 

podčiarkuje význam napredovania výskumu v tejto oblasti. Cieľom tejto bakalárskej práce je poskytnúť 

zrozumiteľný prehľad modelových systémov zameraných na štúdium MCPyV a HPV 16 in vitro aj in 

vivo. 

Kľúčové slová: Papilomavírusy, polyomavírusy, pseudopartikule, bunečné kultúry, zvieracie modely, 

ľudský papilomavírus 16, polyomavírus Merkelových buniek, HPV 16, MCPyV 

 

Abstract: 

Merkel cell polyomavirus (MCPyV) and Human papillomavirus 16 (HPV 16) are members of small 

tumour DNA viruses Polyomaviridae and Papillomaviridae, which represent increasing risk for humans 

resulting from their oncogenic potential. After the acquisition HPV 16 and MCPyV are able to persist 

for long term in a form of asymptomatic infection, while the aggressive disease is mostly being cleared 

by the host immune system. Integration of viral genome into the host DNA causes cell transformation 

resulting in rare but fatal skin carcinomas and epithelial lesions of anogenital tract, head and 

oropharynx, that may progress into malignant tumours. Their mechanisms of immune system evasion 

and complete life cycles are not fully understood to this day which highlights some of the reasons why 

continuing research in this field is of importance. The aim of this thesis is to review model systems 

used to study infection of MCPyV and HPV 16 in vitro and in vivo. 

Key words: Papillomaviruses, polyomaviruses, virus-like particles, pseudoparticles, animal models, cell 

culture, human papillomavirus 16, Merkel cell polyomavirus, HPV 16, MCPyV 
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Zoznam skratiek: 

 

Použitá skratka ekvivalent využívaný v 

angličtine 

ekvivalent využívaný 

v slovenčine 

 

Ag 

 

antigen 

 

antigén 

BES bacterial expression 

system 

bakteriálny expresný 

systém 

BPV bovine papillomavirus vírus papilomatózy 

hovädzieho dobytka 

BV budded virions virióny vytvorené 

pučaním 

CIN1 cervical intraepithelial 

neoplasia 1 

intraepiteliálna neoplázia 

krčku maternice 1. 

stupňa 

CK20 cytokeratin 20 cytokeratín 20 

CRPV Cottontail rabbit 

papillomavirus  

vírus papilomatózy 

králika 

dsDNA double stranded DNA dvojvláknová DNA 

E2BS E2 binding site väzobné miesta pre E2 

ECM extra-cellular matrix extracelulárna hmota 

EGF epidermal growth 

factor 

epidermálny rastový 

faktor 

ER endoplasmic reticulum endoplazmatické 

retikulum 

ES bunky embryonal stem cells embryonálne kmeňové 

bunky 

FBS foetal bovine serum sérum z plodov 

hovädzieho dobytka 

FGF fibroblast growth 

factor 

rastový faktor 

fibroblastov 
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FVB/N  FVB/N mouse myš so zväčšeným 

pronukleom, rodiaca 

vysoké počty potomkov 

GFP green fluorescence 

protein 

zelený fluorescenčný 

proteín 

GM-CSF Granulocyte-

macrophage colony 

stimulating factor 

faktor stimulujúci rast 

kolónií granulocytov 

makrofágov 

GST glutathione 

S transferase 

Glutathion S-transferáza 

HPV 16 human papillomavirus 

16 

ľudský papilomavírus 16 

hTERT human telomerase 

reverse transcriptase 

podjednotka ľudskej 

telomerázy s reverzne 

transkripčnou aktivitou 

IL-3 interleukin-3 interleukín 3 

IRES internal ribosomal 

entry site 

sekvencia, na ktorú 

nasadajú ribozómy 

K5 keratin 5 keratín 5 

LCR  long control region dlhý kontrolný región 

LT large T antigen veľký antigén 

LTR long terminal repeat dlhá terminálna repetícia 

MC Merkel cells Merkelove bunky 

MCC Merkel cell carcinoma karcinóm Merkelových 

buniek 

MCPyV 

 

Merkel cell 

polyomavirus 

polyomavírus 

Merkelových buniek 

MGF  mastocyte growth 

factor 

rastový faktor 

mastocytov 

MHC major 

histocompatibility 

system 

hlavný histokompatibilný 

systém 

MMP matrix 

metalloproteinase 

metaloproteinázy 

vyskytujúcich sa v matrix 
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MoMLV Moloney murine 

leukaemia virus 

vírus myšacej leukémie 

NOD non-obese diabetic diabetické bez obezity 

NOD-SCIDγ NOD-SCIDγ NOD-SCID myši 

s defektnou cytokínovou 

signalizáciou 

OBV occlusion bodies 

derived virions 

virióny odvodené od 

oklúznych teliesok 

ORF open reading frame otvorený čítací rámec 

Ori origin of replication replikačný počiatok 

PML-NB promyelocytic 

leukaemia protein 

nuclear bodies 

nukleárne telieska 

obsahujúce proteín 

promyelocytárnej 

leukémie 

   

PyV polyoma virus polyomavírus 

RCA rolling circle 

amplification 

amplifikácia spôsobom 

gúľajúcej sa kružnice 

RCF replication factor C replikačný faktor C 

SCC squamous cell 

carcinoma  

karcinóm buniek 

dlaždicovitého epitelu 

SCID severe combined 

immunodeficiency 

disease 

vážne oslabené 

imunodeficientné 

Sf fall armyworm Spodoptera frugiperda 

SRC SCID repopulating cells bunky schopné 

repopulácie SCID myší 

sT small T antigen malý antigén 

TTL translation terminator 

linker 

linker pre ukončenie 

translácie 

VLP virus-like particle vírusu podobná častica 

wt wild type vyskytujúci sa v prírode 

* secondary citation sekundárna citácia 
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1 Úvod  

 

Rozsiahly výskum papilomavírusov spustil objav HPV 16 v karcinóme krčku maternice v roku 1983. 

(Dürst et al., 1983) Podľa Svetovej Zdravotníckej Organizácie (WHO) sa ľudský papilomavírus 16 (HPV 

16) vyskytuje v 70 % všetkých nádorov, spôsobených HPV. Štúdium rodiny Polyomaviridae spojené 

s patológiou kože nabralo nový význam až na začiatku 21. storočia, kedy bol polyomavírus Merkelových 

buniek (MCPyV) identifikovaný a detegovaný v 80 % prípadov zriedkavého karcinómu Merkelových 

buniek (MCC). (Feng et al., 2008) WHO zaradila MCPyV do skupiny pravdepodobných karcinogénov 

(skupina 2A) a HPV 16 je označený ako karcinogénny pre ľudí v skupine 1. (IARC, 2014) Dôvodom 

spojenia týchto dvoch vírusov do jednej práce sú niektoré spoločné charakteristiky a mechanizmy 

navodzovania transformácie buniek. V obidvoch prípadoch je človek infikovaný najčastejšie v mladosti, 

po zahájením sexuálnej aktivity u HPV 16 a už v detstve v prípade MCPyV. (Chen et al., 2011)(Winer et 

al., 2003) Následne obidva tieto malé neobalené vírusy dlhodobo perzistujú v hostiteľských bunkách 

v extrachromozomálnej forme. Počas fázy dlhodobej perzistencie je infekcia HPV 16 a MCPyV vo 

väčšine prípadov asymptomatická. Ak sa však DNA týchto vírusov integruje do genómu buniek, 

spôsobuje táto udalosť v kombinácii s fyzikálnymi vplyvmi prostredia a nedostatočnou odpoveďou 

imunitného systému ich transformáciu. Ako faktory prispievajúce k vývinu nádorov spolupracujú s 

infekciou genetické predispozície, cigaretový dym či v prípade MCPyV aj UV žiarenie. (Mogha et al., 

2010)(Peña et al., 2015)(*Lacko et al., 2014)  

2 Základná charakteristika vírusov z rodiny Polyomaviridae a Papillomaviridae  

2.1 Polyomavírus Merkelových buniek 

 

MCPyV z rodiny Polyomaviridae patrí do skupiny malých neobalených vírusov s cirkulárnym 

dvojvláknovým DNA (dsDNA) genómom s priemernou veľkosťou ∼ 5,4 kilobáz (kpb), nachádzajúcim sa 

vo vnútri viriónov ikosahedrálneho tvaru. (Spurgeon and Lambert, 2013) Kapsida je tvorená 72 hexa- 

a pentavalentnými pentametrami proteínu VP1 s jedným VP2 zanorenými C-koncom z vnútornej 

strany, na rozdiel od zvyšku polyomavírusov (PyV), ktoré exprimujú aj VP3. (Schowalter and Buck, 

2013a) Genóm obsahuje dva opačne orientované kódujúce regióny, včasný a neskorý, oddelené 

nekódujúcim regiónom s replikačným počiatkom (Ori), pričom včasný región kóduje veľký antigén (LT) 

a malý antigén (sT), ktoré vznikajú alternatívnym zostrihom, zatiaľ čo neskorý región obsahuje gény 

pre štruktúrne proteíny kapsidy VP1 a VP2. (Stakaitytė et al., 2014) (Obrázok 1) 
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Obrázok 1: Schéma genómu MCPyV (MCV350) upravená a prebratá z 

https://doi.org/10.1126/science.1152586. Zobrazené sú dva čítacie rámce: včasný región obsahujúci 

LT antigén označený fialovou a sT antigén modrou; neskorý región s génmi pre VP1 a VP2 označenými 

zelenou a oranžovou v uvedenom poradí. Úseky DST 1 a 2 boli použité na identifikáciu vírusu pri izolácii 

a čísla určujú pozíciu v rámci genómu podľa čísla bp.  (Feng et al., 2008) 

Najnovšie výskumy ukazujú, že MCPyV používa na vstup do buniek kaveolárnu/lipidovým raftom 

sprostredkovanú endocytózu po prvotnom naviazaní na receptory obsahujúce glykosaminoglykány, 

medzi ktoré patrí heparan sulfát a chondroitin sulfát, zatiaľ čo sialylované glykány sú využívané ako 

koreceptor. (Erickson et al., 2009)(Schowalter et al., 2011) V endozomálnych vačkoch získavajú virióny 

membránový obal a smerujú do endoplazmatického retikula (ER) a jadra. (Becker et al., 2019) Včasné 

gény MCPyV genómu sú exprimované hneď po infekcii a majú dôležitú rolu v replikácii. ST priamo 

stimuluje replikáciu vírusu a stabilizuje LT. (Tsang et al., 2016) T antigény skorého regiónu vyväzujú 

onkosupresorové a regulačné proteíny hostiteľských buniek, napríklad pomocou druhovo 

konzervovanej pRB väzobnej domény Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE). (Shuda et al., 2008) LT dokáže 

interagovať s proteínom s bromodoménou Brd4, vďaka ktorému je vírus schopný využívať replikačný 

faktor C (RCF) hostiteľských buniek, ktorý katalyzuje nasadanie PCNA proteínu na DNA, čo má za 

následok vyššiu procesivitu bunečnej DNA polymerázy. (Wang et al., 2012) Počas replikácie je LT 

lokalizovaný v jadre pri nukleárnych telieskach obsahujúcich proteín promyelocytárnej leukémie (PML-
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NB) a spôsobuje ich reorganizáciu. Po replikácii nastáva aktivácia neskorého regiónu, transkripcia jeho 

génov a samovoľné skladanie kapsidy. (Stakaitytė et al., 2014) 

Jedným z hlavných dôvodov štúdia tohto vírusu, je množstvo dôkazov naznačujúcich súvis mutácie jeho 

LT antigénu a integrácie genómu MCPyV do hostiteľskej DNA so zriedkavým, no 

agresívnym, karcinómom Merkelových buniek (MCC), z ktorého bol MCPyV izolovaný a potom 

detegovaný v približne 80 % prípadov MCC. (Shuda et al., 2008)(Feng et al., 2008)(Feng et al., 2007) 

Napádané Merkelove bunky (MC) sú bunky bazálnej vrstvy pokožky, napojené na senzorické nervové 

vlákna, zodpovedné za prenos mechanických hmatových podnetov. Okrem nádorov MCC v pokročilom 

štádiu bola jeho DNA detegovaná aj v benígnych kožných nádoroch a zdravej koži, zatiaľ čo karcinóm 

sa prejavuje hlavne u pacientov nadmerne vystavovaných slnečnému žiareniu a imunosuprimovaných 

pacientov. (Kassem et al., 2009) U zdravých ľudí sa protilátky proti MCPyV vyskytovali u 63 % subjektov 

Českej populácie. (Šroller et al., 2014) Tento vírus je bežnou súčasťou mikrobiómu ľudskej kože, z ktorej 

sa u séropozitívnych jedincov uvoľňuje vo forme zložených kompletných viriónov. (Schowalter et al., 

2010) Má unikátny spôsob prežívania v extrachromozomálnej forme spôsobujúcej perzistentnú 

infekciu. LT je síce konštitutívne prekladaný ale zároveň je aj rozpoznávaný a degradovaný E3 ubiquitin 

ligázami hostiteľa. Jeho koncentrácia sa tak udržuje pod minimálnou hranicou nutnou na zloženie 

komplexu helikázy z LT v Ori, preto nemôže dochádzať k replikácii. (Kwun et al., 2017)  

2.2 Ľudský Papilomavírus 16 

 

HPV 16 patrí do rodu alfa-papilomavírusov rodiny Papillomaviridae. Infikuje bazálne keratinocyty, 

dostupné po zranení kože. Produktívna infekcia však z veľkej časti prebieha až 

v horných, diferencovaných vrstvách kože. (Pinidis et al., 2016) HPV 16 má cirkulárny dsDNA genóm 

veľkosti približne 8 kbp, uložený vnútri ikosahedrálnej kapsidy, zloženej z 360 kópií hlavného 

kapsidového proteínu L1, organizovaných do 72 hexavalentných a pentavalentných pentametrov 

obsahujúcich L2 v strede (v 12 alebo 72 pentametroch (Biryukov and Meyers, 2015)) s celkovým 

priemerom 50 až 60 nm. (*Stanley, 2012)( *Doorbar et al., 2015)(Modis et al., 2002) Genóm (Obrázok 

2) je podobne ako u Polyomaviridae rozdelený neprekladaným regiónom obsahujúcim Ori, promótor 

a enhancer replikácie, na včasnú a neskorú oblasť.  
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Obrázok 2: Schéma genómu HPV 16 prebraná z https://pave.niaid.nih.gov. Zelenou sú označené gény 

včasného regiónu: E1, E2, E4, E5, E6 a E7. Modrý neskorý región obsahuje kapsidové proteíny L1 a L2 

a žltý úsek obsahuje neprekladaný replikačný počiatok (Ori), promótor a enhancer. Oranžovou 

a červenou sú vyznačené proteíny vznikajúce alternatívnym zostrihom. E1^E4 a E8^E2.  

Produkty včasného regiónu E2 a E1 majú dôležité regulačné funkcie spolu s E4 a E5. E2 je transkripčný 

faktor, E1 má helikázovú aktivitu využívanú v replikácii (zhrnuté v (McBride, 2013)(Lace et al., 2008a)), 

E5 zabraňuje apoptóze buniek, E4 ju podnecuje vo vhodnom momente, ničí integritu cytoskeletu 

a uľahčuje uvoľňovanie kompletných vírusových častíc. Za prvý proteín neskorého regiónu je 

považovaný E1^E4, vznikajúci alternatívnym zostrihom. (Kabsch et al., 2004; Wang et al., 2004) 

Interakcia tohto proteínu s keratínom 18 je zodpovedná za inhibíciu dynamiky prechodu keratínových 

intermediálnych filamentov medzi rozpustnou a nerozpustnou formou čo vyúsťuje do kolapsu 

cytoskeletu. E8^E2 funguje ako represor transkripcie proteínov skorého regiónu a amplifikácie 

plazmidu HPV 16. (Lace et al., 2008b) E6 a E7 sú hlavné onkoproteíny, pričom E6 vyväzuje apoptózu 

indukujúci tumorsupresor p53 a E7 proteín pRB, fungujúci ako regulátor bunkového cyklu 

prostredníctvom transkripčného faktoru E2F, čím spôsobujú transformáciu buniek. (Hickman et al., 

2002) HPV 16 používa na vstup do buniek, po naviazaní na extracelulárnu hmotu pomocou laminínu-

332 a iniciálnej interakcii s heparan sulfátom, mikropinocytózu smerujúcu do neskorých endozómov 

alebo endolyzozómov, kde je kapsida aspoň čiastočne rozvoľnená vplyvom nízkeho pH. Ďalej smerujú 

zatiaľ neznámym mechanizmom cez cytoplazmu do jadra. (Schiller et al., 2010)(Giroglou et al., 

2001)(Schelhaas et al., 2012)  
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Po infekcii v bazálnych bunkách začína replikácia genómu HPV 16 na 50-100 kópií na bunku, závisle od 

replikácie buniek. Je aktivovaný promótor skorých génov a exprimujú sa E1, E2, E6 a E7 z jedného 

polycistrónneho génu. Dominantný je však E2, ktorý sa viaže do E2 väzobných miest (E2BS) v dlhom 

kontrolnom regióne (LCR) a negatívne reguluje expresiu E6 a E7. Následne keratinocyty postupujú do 

ďalšej vrstvy epitelu, kde sa zmení spôsob ich replikácie z klasického dvojsmerného (takzvaný théta, 

θ), na amplifikáciu spôsobom kotúľajúcej sa kružnice (RCA). (Flores and Lambert, 1997) Okrem toho sa 

exprimuje minimálne množstvo génov, obsah DNA vírusu v bunke ostáva konštantný a keratinocyty 

začínajú proces terminálnej diferenciácie. V tejto fáze sú E6 a E7 prítomné, no takmer 

nedetekovateľné. Keď sa bunky dostanú do hornej, diferencujúcej sa časti epitelu, nastáva prudké 

zvýšenie expresie proteínov vírusu a množstvo kópií DNA je v rádoch tisícok na bunku. Tu sú 

detekovateľné veľké množstvá E6 a E7 exprimovaných zo skorého regiónu, ako aj L1 a L2 z neskorého, 

potrebné na skladanie kapsíd. V terminálne diferencovaných keratinocytoch je reprimovaná expresia 

E6 a E7. Nasleduje skladanie vírusových častíc z L1 a na enkapsidáciu genómu je nutný L2 s DNA 

väzobnou aktivitou. Nakoniec sa kompletné vírusové častice trúsia z kože. (Schowalter et al., 2010)(Liu 

et al., 2001)(Zhou et al.) (Obrázok 3)  

 

Obrázok 3: ilustrácia životného cyklu HPV 16, prebratá a preložená z 

https://doi.org/10.1128/CMR.05028-11. Vírus infikuje bazálne keratinocyty, v ktorých nastáva 

expresia včasných génov E1,E2,E5,E6 a E7 a dochádza k replikácii vírusovej DNA spolu s DNA bunky 

pomocou E1 a E2. V deliacich sa bunkách je expresia onkogénov E6 a E7 prísne regulovaná a množstvo 

HPV genómu je udržované v rozmedzí 50-100 kópií na bunku. Diferenciácia bunky na dospelý 

keratinocyt predstavuje signál na aktiváciu expresie všetkých génov a zmnoženie genómu na tisíce 
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kópií. V ďalších vrstvách sa objavujú kapsidové proteíny, dochádza ku skladaniu kapsíd a uvoľňovaniu 

infekčných vírusových častíc pomocou E4.  

Väčšina infekcií HPV je potlačená imunitným systémom do dvoch rokov a len 10 – 30 % je schopných 

vyvinúť sa do vyšších stupňov intraepiteliálnych lézií, z ktorých približne 12 % vyúsťuje do karcinómu 

po dlhodobej perzistencii. (Grce and Mravak-Stipetić, 2014) K transformácii buniek môže dôjsť 

integráciou chromozómu vírusu do hostiteľského genómu, čo ale nie je prirodzenou súčasťou 

životného cyklu HPV 16 a znemožňuje vytvorenie nových viriónov. (Schneider-Maunoury et al., 1987) 

Napriek tomu, že vo väčšine nádorov bola potvrdená integrácia vírusu, sú známe aj prípady, kde k tomu 

nedošlo a teda na transformáciu nie je nevyhnutná. (McBride and Warburton, 2017) Okrem rakoviny 

krčka maternice dokáže HPV 16 v anogenitálnej oblasti spôsobiť lézie, ktoré majú potenciál vyvinúť sa 

na nádory análu, penisu, vagíny a vulvy. (Peder et al., 2018)(*Vuyst et al., 2009) Nádory hltanu, na 

rozdiel od anogenitálnych nádorov, nevznikajú z lézií a sú sprevádzané odpoveďou lymfocytov. 

Integrácia je tu menej častá ako v prípadoch rakoviny krčka maternice. (McBride and Warburton, 2017)  

 

3 Modelové systémy na štúdium polyomavírusov so zameraním na MCPyV 

3.1 In vitro 

3.1.1 Línie buniek odvodené od MCC 

 

Od MCC bolo odvodených niekoľko línií buniek s náhodne integrovanou kópiou MCPyV genómu, 

identickou ku sekvencii vírusu v nádore, z ktorého boli izolované. Najviac využívanými sú WaGa, MKL-

1, MKL-2 a MS-1. MS-1 je pôvodom z metastázy MCC do pravej nadobličky. MKL-1 pochádza 

z metastázy v uzlinách, WaGa z ascitu (zvýšené množstvo voľnej tekutiny v dutine brušnej) a presný 

pôvod MKL-2 je neznámy. (Houben et al., 2010)(Rosen et al., 1987) Všetky z nich exprimujú cytokeratín 

20 (CK20) vďaka čomu sú jednoducho odlíšiteľné od MCPyV negatívnych buniek MCC. CK20 je proteín 

špecifický pre epitel žalúdku, čriev, močového traktu a Merkelove bunky, preto je jednou z hlavných 

značiek používaných pri identifikácii pôvodu metastáz a odlišovaní MCC od ostatných karcinómov kože. 

(Moll et al., 1992) Pri kultivácii v suspenzii tvoria MKL-1, MKL-2 a MS-1 plávajúce agregáty s rozvinutou 

3D štruktúrou a WaGa bunky rastú každá samostatne na rozdiel od MCPyV negatívnych buniek, 

vytvárajúcich jednovrstevnú súvislú kultúru. Bunky MS-1 línie obsahujú v priemere 2,1 kópií LT, u MKL-

1 je to 3,5 a u MKL-2 1,7 kópií na bunku. Množstvá kópií génu kapsidového proteínu VP2 sú oproti LT 

značne zvýšené čo sa však neprejavuje na jeho hladine. (Guastafierro et al., 2013) Veľkosť LT je 

variabilná so zachovanou N koncovou časťou a chýbajúcou helikázovou doménou, zatiaľ čo sT ostáva 
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intaktný rovnako ako v MCC. V žiadnej z nich nedochádza ku transkripcii VP1 ani VP2, no vďaka 

konštitutívnej expresii LT a sT antigénov indukujú vznik tumorov in vivo. Používajú sa v xenogénnych 

myšiach (viď nižšie), kde po vpichnutí do imunosuprimovaných jedincov poskytujú modelový systém 

na štúdium ľudských karcinómov. Naviac sú vďaka nim študované úlohy sT a LT spolu s ich väzobnými 

partnermi v bunke. (Hesbacher et al., 2016) 

3.1.2 PyV podobné partikule, PyV pseudopartikule 

 

PyV podobné partikule (PyV VLP) sú schopné samostatne sa skladať z kapsidových proteínov toho 

ktorého vírusu. Zatiaľ čo morfologickou štruktúrou zodpovedajú proteínovému obalu daného vírusu, 

na rozdiel od kompletných viriónov neobsahujú genóm a nie sú schopné spôsobiť patogenitu. Výhodu 

predstavuje ich schopnosť indukovať špecifickú imunitnú odpoveď, využívaná na testovanie 

prítomnosti protilátok v sére.  

Pseudopartikule sa skladajú z kapsidových proteínov zložených do typického ikosahedrálneho tvaru. 

Hlavnú odlišnosť od PyV VLP predstavuje ich vnútorný obsah. Sú schopné enkapsidovať a transportovať 

lineárnu a plazmidovú DNA, oligonukleotidy, PCR produkty, proteíny, liečivá s nízkou molekulárnou 

hmotnosťou a dokonca aj RNA do buniek. (zhrnuté v (Teunissen et al., 2013)) Na ich produkciu sa 

momentálne využívajú hlavne bakteriálny a Bakulovírusový expresný systém, fibroblasty a 293TT 

bunky (viď nižšie). 

3.1.2.1 Bakteriálny expresný systém (BES) 

 

Escherichia coli je najvýznamnejšou baktériou používanou na produkciu cudzorodých proteínov, vďaka 

finančne nenáročnej kultivácii, krátkej generačnej dobe a dostupnosti informácií o životnom cykle ako 

aj o sekvencii genómu. Expresia v E. coli vyžaduje vloženie génu záujmu, v prípade polyomavírusov 

najčastejšie kódujúceho VP1, do vhodného expresného vektoru kompatibilného ku zvolenému kmeňu, 

kde bude prebiehať transkripcia a translácia. Expresný vektor musí obsahovať Ori, promótor, selekčnú 

značku, väzobné miesto pre ribozóm = Shine-Dalgarno sekvenciu, iniciačný kodón (preferenčne ATG), 

sekvenciu značky, ktorá sa bude nachádzať na N a/alebo C terminálnom konci proteínu na uľahčenie 

purifikácie, miesta so sekvenciami rozpoznávanými restrikčnými enzýmami a proteázami, stop kodón 

(preferenčne TAA) a terminátor transkripcie. Vhodný promótor je kľúčovým krokom navrhovania 

plazmidu, keďže od neho závisí množstvo kópií daného vektoru v bunke. Najviac používané sú 

promótor fága lambda (λPL) a T7 z bakteriofága T7. K následnému skladaniu VLP dochádza po izolácii 

a purifikácii in vitro z pentametrov kapsidových proteínov samovoľne, znížením pH, pridaním Ca2+ 

alebo zvýšením iónovej sily. (Salunke et al., 1989)  
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V súčasnosti sú dostupné rôzne vylepšenia BES, vyvíjané aj kvôli nízkym výťažkom heterogénnych 

proteínov vírusového pôvodu, v závislosti od ich typu. Problémom génu pre VP1 je, že obsahuje 32 % 

kodónov zriedkavo využívaných E. coli. Signifikantné zvýšenie množstva získaného VP1, oproti pôvodne 

využívanému kmeňu E. coli RB791, bolo dosiahnuté využitím kmeňa RosDS a vektoru ptacVP1. Výhoda 

RosDS spočíva v tom, že obsahuje plazmid s génmi pre tRNA zriedkavo sa vyskytujúcich kodónov ATA, 

AGG, AGA, CTA, CCC, GGA, čím sa ich množstvo zníži na 20 %. Napriek tomu, že čiastočná optimalizácia 

využívaných kodónov pre bakteriálny systém sa ukazuje ako krok správnym smerom, nahradenie 

všetkých netypických kodónov je zbytočné. Alternatívu ptacVP1 predstavuje vektor pGEXVP1, kedy je 

ako značka VP1 proteínu pridaná Glutathion S transferáza (GST), ktorá napriek nižším výťažkom prináša 

značné časové úspory pri izolácii metódou GST afinitnej chromatografie. (Chuan et al., 2008) Hlavnú 

nevýhodu BES predstavuje nesprávne skladanie proteínov a hromadenie endotoxínov v produktoch, 

znemožňujúce ich efektívne využitie na produkciu terapeutík. Táto nevýhoda však nebráni skúmaniu 

odpovede organizmu na antigény MCPyV a aplikovaniu získaných poznatkov v diagnostike. Fúzovaný 

GST-LT antigén pripravený v E. coli bol použitý na určenie množstva protilátok proti LT MCPyV, 

prítomných v sére pacientov pri prvotnom vyšetrení a súvis ich hladiny s prognózou MCC. Protilátky 

proti LT boli u zdravých jedincov detegované len veľmi vzácne, na rozdiel od pacientov s MCC. Po liečbe 

dochádzalo k výraznému zníženiu protilátok proti LT, ak v sére pacienta pretrvávali protilátky 

namierené na LT viac ako 12 mesiacov po diagnostike, značilo to postup alebo návrat ochorenia. 

(Samimi et al., 2016) S týmto zistením korešpondujú aj výsledky štúdie Paulsona a kolektívu, hlásiace 

znižujúce sa hodnoty séropozitivity na onkoproteíny ako vylučujúci faktor znovuobnovenia tumoru po 

prvom vyliečení, zatiaľ čo ich narastajúce hladiny v 66 % vyústili do recidívy nádoru. (Paulson et al., 

2017)  

3.1.2.2 Bakulovírusový expresný systém 

 

Bakulovírusy sú patogény hmyzu využívané ako expresné vektory cudzorodých génov. Cirkulárny 

dsDNA genóm najpoužívanejšieho z nich, vírusu nukleárnej multi polyhedritídy Autographa californica 

(AcMNPV) z rodu Alphabaculovirus, obsahuje v závislosti od kmeňa 133894 bp (C6)(2018) a 133966 bp 

(E2) (spomenuté bežne využívané). (Maghodia et al., 2014) V prírode tvoria dva typy viriónov: 

odvodené od oklúznych telies (OBV) a vytvorené pučaním (BV). BV pučia z plazmatickej membrány, 

obsahujú jednu kópiu genómu a sú využívané na infekciu okolitých buniek organizmu. OBV sa vytvárajú 

v jadre a vo vonkajšom prostredí prežívajú vo vnútri proteínových oklúznych teliesok s polyhedrálnou 

štruktúrou, desiatkami kópií genómu a zabezpečujú horizontálny prenos. Nukleokapsidy sú uložené 

v matrix tvorenej polyhedrínom a proteínom p10, zodpovedným za odchod z jadra. (Carpentier and 

King, 2009) Larvy rodu Lepidoptera skonzumujú oklúzne telieska z prostredia, v alkalickom pH ich 
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tráviaceho traktu dochádza k uvoľneniu OBV a infekcii jedinca. Vírus sa v larvách šíri prostredníctvom 

BV a nakoniec spôsobuje rozpad lariev, čím sa dostávajú oklúzne telieska z jadra do okolia a dochádza 

k ďalšiemu šíreniu vírusu. (Rohrmann, 2013) 

Zatiaľ čo pre tvorbu OBV sú polyhedrín a p10 esenciálne, na infekciu kultúr buniek pomocou BV nie sú 

nutné. Preto je možné využiť, že v posledných fázach životného cyklu (podrobnejšie zhrnuté v 

(Rohrmann, 2013)) dochádza k ich masívnej produkcii vďaka silným promótorom polh a p10, čo je 

základom tohto expresného systému. V laboratórnych podmienkach sú teda gény pre polyhedrín a p10 

nahradzované génmi pre skúmané cieľové proteíny. Ďalšími komponentmi pôvodne bývali vhodný 

transferový vektor s génom záujmu a kultúra hmyzích buniek prirodzene infikovaných AcMNPV, do 

ktorých genómu sa integruje cieľový gén homologickou rekombináciou, a to tak, že v transferovom 

vektore je umiestnený medzi rovnakými sekvenciami, ako gén pre polyhedrín alebo p10 v závislosti od 

využívaného promótoru. Prvotne po popísaní tohto systému bola využívaná rekombinácia na vloženie 

zvolených génov do genómu priamo v hmyzích bunkách, čo však predlžovalo proces na 6-8 týždňov. 

Revolúciu prinieslo predstavenie kyvadlového vektoru bacmidu, do ktorého sa miestne špecifickou 

transpozíciou vkladajú gény v E. coli, ktorý priniesol 6-násobné zrýchlenie. (Luckow et al., 1993)  

 

Obrázok 4: Princíp produkcie proteínov založený na miestne špecifickej transpozícii pomocou Tn7 miest. 

Prebraté a preložené z (Trowitzsch et al., 2010). Cieľový gén je umiestnený v transferovom vektore 

medzi Tn7 miestami. Bakteriálna bunka je transformovaná transferovým vektorom a prebieha v nej 

miestne špecifická transpozícia do bacmidu (BAC). Úspešne transformované bakteriálne bunky sú 

selektované pomocou rezistencií ku Gentamycínu a Ampicilínu, bacmid je potom izolovaný a využitý na 

transfekciu kultivovaných hmyzích buniek, kde prebieha produkcia cieľového proteínu.  

Na dosiahnutie expresie viacerých proteínov súčasne sa využíva systém Multibac. (Berger et al., 2004) 

Gény záujmu sú vložené do donorových vektorov pomocou rekombinácie alebo restrikčných 

endonukleáz a ligázy, ktorá katalyzuje vytváranie fosfodiesterovej väzby fosfátovej kostry DNA. 

V skratke sú restrikčné endonukleázy enzýmy bakteriálneho pôvodu, ktoré ich využívajú na obranu 

proti vírusom. Každý z týchto restrikčných enzýmov štiepi špecifickú sekvenciu nukleotidov a tak ničí 

genómy vírusov infikujúcich danú baktériu. Extenzívne sa využívajú v génovom inžinierstve, kde sú 
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pripravované sekvencie s 5' a 3' koncami kompatibilnými ku vektorom, naštiepeným pomocou 

izolovaných bakteriálnych restrikčných endonukleáz. Vďaka tejto kompatibilite stačí zmiešať cieľový 

upravený gén s vektorom a ligázou, výsledkom je plazmid s vloženou sekvenciou. 

Sekvencie jedného alebo viacerých donorových vektorov sú spojené s akceptorovým vektorom 

pomocou Cre-Lox rekombinácie. Enzým Cre je rekombináza, získaná z bakteriofága P1, vytvárajúca 6 

nt dlhé ustupujúce konce, s voľnou OH skupinou na 5' konci medzi Lox miestami. V obidvoch 

sekvenciách, ktoré sa majú rekombinovať sa nachádzajú miesta LoxP. Cre zabezpečuje spojenie dvoch 

plazmidov obsahujúcich LoxP do jedného konštruktu využitím voľnej OH skupiny, pričom je loxP cielene 

umiestnené medzi Tn7R a Tn7L miesta (viď ďalej). Každý z plazmidov obsahuje aj rezistenciu voči 

nejakému antibiotiku ktoré potom slúžia na selekciu. 

Ďalej sú baktérie E. coli, obsahujúce vektor odvodený z bakulovírusu označovaný ako bacmid, 

transformované fúzovanými akceptorovými plazmidmi pomocou enzýmu transpozázy. (Obrázok 4) 

Transpozáza katalyzuje vkladanie cieľových génov umiestnených medzi Tn7R a Tn7L do mini-attTn7 

miesta v bacmide. AttTn7 miesta bacmidu, kam má byť fúzovaný akceptorový plazmid integrovaný, sa 

nachádzajú v géne LacZ operónu kódujúcom β-galaktosidázu (β-gal). β-gal je enzým schopný štiepiť 

substrát X-gal na galaktózu a indolové skupiny, ktoré po odštiepení dimerizujú a vytvárajú modrú 

zrazeninu. Ak dôjde k správnej transpozícii, gén β-gal sa poškodí, výsledný enzým nie je schopný štiepiť 

X-gal a modrý produkt nevzniká. Po poskytnutí tohto substrátu baktériám E. coli je možné selektovať 

klony s úspešne vloženým génom podľa bielej farby. Naopak, nesprávne vložené gény vytvárajú modré 

kolónie.  

Selekcia baktérií môže prebiehať aj pomocou proteosyntézu inhibujúcich antibiotík kanamycin, 

gentamicin a tetracyklín. (*Wilson, 2014) V princípe obsahuje každý z použitých donorových aj 

akceptorových plazmidov génovú kazetu, ktorá mu zabezpečuje rezistenciu voči nejakému antibiotiku. 

Po skombinovaní plazmidov kódujúcich rezistencie do jedného bacmidu, dostávajú baktérie špecifický 

set vlastností, umožňujúci len kolóniám so všetkými cieľovými inzertmi prežiť kultiváciu na médiu 

obsahujúcom antibiotiká.  

Po selekcii a izolácii z E. coli sú Multibac bacmidy použité na infekciu hmyzích buniek, kde prebieha 

expresia skúmaných proteínov. Najpoužívanejšie línie hmyzích buniek sú odvodené od Spodoptera 

frugiperda (Sf). Pôvodná línia je známa ako Sf-21 a ďalšie bežne využívané sú jej príbuzné Sf9, Super 9 

a Sf900+. (Maghodia et al., 2016) 

Výhodou bakulovírusového expresného systému je bezpečnosť keďže nie sú schopné spôsobovať 

patogenitu u cicavcov. Na druhej strane je produkcia rekombinantných proteínov v tomto systéme 

relatívne časovo náročná a glykosilácia proteínov hmyzu sa od tej cicavčej líši. Hmyz produkuje 

jednoduché N-glykány s terminálnou manózou na rozdiel od zložitejších s obsahom kyseliny sialovej 

u cicavcov. Tieto rozdiely môžu spôsobovať u ľudí alergické reakcie. 
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3.1.2.3 Fibroblasty  

 

Ľudské dermálne fibroblasty, vyskytujúce sa na hranici dermis a epidermis, boli identifikované ako 

prirodzené hostiteľské bunky MCPyV, poskytujúc tak modelový systém, na štúdium jeho dosiaľ 

podrobne nezmapovaného životného cyklu. (Liu et al., 2016a) Na kultiváciu in vitro je bunkám 

poskytovaný epidermálny rastový faktor (EGF) a rastový faktor fibroblastov (FGF), ktoré pomáhajú 

vstupu MCPyV do buniek. (Liu et al., 2016b) Sérum z plodov hovädzieho dobytka (FBS) následne 

dodané do kultivačného média stimuluje diferenciáciu fibroblastov a tým podnecuje transkripciu 

a transláciu vírusu. Starnúce a poškodené fibroblasty majú zvýšenú expresiu MMP, prispievajúcu k 

rozpadu extracelulárnej hmoty (ECM), čo pomáha infekcii MCPyV. Napriek tomu, že hostiteľské 

dermálne fibroblasty sa nachádzajú v blízkosti spodných vrstiev epidermis, je DNA MCPyV 

detekovateľná na povrchu kože. Mechanizmus postupu maturovaného viriónu vrstvami nie je doteraz 

popísaný no hypotézy zahrňujú prenos potnými a mazovými žľazami, keďže sa ukazuje, že tento vírus 

infikuje fibroblasty vo vlasových folikuloch, kde sa MC bežne nachádzajú, ako aj postup zničených 

infikovaných fibroblastov spolu s diferencujúcimi sa okolitými bunkami. (Liu et al., 2016a; Nemeth et 

al., 2016) (Obrázok 5) 

MCPyV dokáže vstupovať do rôznych typov buniek vrátane MC, keratinocytov, dermálnych 

a epidermálnych fibroblastov. Pravdepodobný model vytvárania MCC popisuje, že zatiaľ čo vo 

fibroblastoch nachádzajúcich sa v dermis MCPyV dokončí životný cyklus a spôsobuje rozpad buniek 

s vírusovými časticami, v náhodne infikovaných okolitých MC, nie je vírus schopný vytvoriť vírusové 

potomstvo, následkom čoho môže dochádzať k transformácii buniek.  
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.  

Obrázok 5: Modely infekcie MCPyV a vytvorenia MCC. Prebraté z (Liu et al., 2016b) a preložené. Model 

1: Fibroblasty infikované MCPyV sú transformované a vzniká MCC. Model 2: Merkelove bunky sú 

infikované náhodne kvôli ich polohe a sú transformované, keďže predstavujú slepú uličku pred 

dokončením životného cyklu vírusu.  

Medzi využívané línie patria napríklad BJ fibroblasty, stabilne exprimujúce podjednotku ľudskej 

telomerázy s reverzne transkriptázovou aktivitou (hTERT), vďaka ktorej sú bunky imortalizované. 

(Bodnar et al., 1998) Zdravé bunky sú schopné sa rozdeliť len určitý počet krát, pričom pri každom 

delení dochádza ku skracovaniu telomér lineárnych chromozómov. Postupná degradácia koncov 

chromozómov pokračuje až dovtedy, kým nie je prekročená istá hranica, čo vedie k prechodu do fázy, 

v ktorej už neprebieha delenie. Telomeráza je enzým, schopný podľa vlastnej vzorovej matrice 

nasyntetizovať repetície, vyskytujúce sa v telomérach, čím zabraňuje degradácii koncových sekvencií. 

Vo väčšine somatických ľudských buniek však nie je exprimovaná a tak dochádza k starnutiu buniek. 

V BJ-hTERT je možné exprimovať T antigény MCPyV prostredníctvom retrovírusov, pripravených 

v 293T bunkách, do ktorých boli zavedené plazmidy s génmi pre sT alebo LT. (Cheng et al., 2013) Ako 

potenciálny zvierací model boli identifikované potkanie fibroblasty ktoré umožňujú vstup 

chimérického MCPyV a transkripciu jeho včasného regiónu. (Liu et al., 2018) Chiméry boli pripravené 

nahradením časti MCPyV promótoru SV40 sekvenciou, zodpovednou za pozitívnu reguláciu 

transkripcie včasného regiónu. Limitujúcim faktorom je však neschopnosť vírusu dokončiť v potkaních 

fibroblastoch replikačný cyklus. Perspektívou do budúcnosti je ďalšie prispôsobenie sekvencie MCPyV 

napríklad s použitím novo objavených polyomavírusov potkanov. 



16 

 

3.1.2.4 293TT bunky 

 

Pseudopartikule MCPyV sú tvorené kapsidovými proteínmi VP1 a VP2 s internalizovaným nákladom 

nahradzujúcim genóm. Práve ich schopnosť uzatvárať do vnútra plazmidy so správnou veľkosťou, z nich 

robí vhodné génové vektory. 293TT bunky, využívané na ich produkciu, sú odvodené z ľudských 

embryonálnych buniek obličiek (HEK-293T) s integrovaným genómom opičieho vírusu SV40 

a plazmidom kódujúcim cDNA SV40 LT antigénu, vďaka čomu dochádza k transkripcii plazmidov 

s promótorom SV40. (Buck et al., 2004) Na propagáciu MCPyV však nie je ideálna, preto bola kvôli 

zvýšeniu výťažkov vytvorená línia 293-4T, ktorá konštitutívne exprimuje LT a sT tohto vírusu. 

(Schowalter et al., 2011) Najprv boli 293-TT bunky transfekované plazmidom s sT, ktorý je pre bunky 

toxický a v druhom kroku bol do klonov stabilne exprimujúcich sT zavedený aj LT plazmid. Bunky sú 

súčasne transfekované pwM2m a ph2m, obsahujúcimi kódujúce sekvencie pre VP1 a VP2 (v danom 

poradí), s kodónmi modifikovanými na expresiu v cicavčích bunkách. To dáva vznik VLP, produkcia 

pseudopartikulí vyžaduje naviac pridanie plazmidu s cieľovým génom. 48 hodín po transfekcii sú bunky 

rozložené a kapsidy sa samostatne skladajú pričom do vnútra inkorporujú cieľové plazmidy. 

Pseudopartikule sú využívané na zisťovanie výskytu vírus neutralizačných protilátok proti MCPyV 

v populácii. (Pastrana et al., 2012) Na blokovanie transdukčného potenciálu bol vytvorený 

neutralizačný test s použitím génu luciferázy rodu Gaussia, ako reportéru vykazujúceho vysokú citlivosť 

pod SV40 Ori. Keď sú 293-TT bunky infikované MCPyV pseudopartikulami, dochádza vďaka LT SV40 k 

transkripcii luciferázy a emisii svetelného signálu. Ak sa človek v minulosti nakazil MCPyV, vo svojom 

sére má špecifické vírus-neutralizačné protilátky, ktoré sa naviažu na pseudopartikule a tým im 

zabraňujú vo vstupe do buniek. Vo výsledku tak nedochádza ku expresii luciferázy a nevzniká svetelný 

signál. 293-4T boli využité na identifikovanie glykosaminoglykány a sialylované glykány obsahujúcich 

receptorov ako nutných pre naviazanie na bunky a infekciu MCPyV (Schowalter et al., 2011). Táto línia 

tiež umožňuje replikáciu wt MCPyV, vďaka čomu je vhodná na vytváranie kompletných infekčných 

viriónov, ktoré možno porovnať s modifikovanými umelo pripravenými pseudoviriónmi a študovať 

funkcie upravených komponentov. (Schowalter and Buck, 2013b) Naviac pomohol MCPyV, pripravený 

v 293-TT bunkách, identifikovať potkana ako potenciálny zvierací model na štúdium onkogénnych 

prejavov a vývinu MCC. (Liu et al., 2018) Pseudopartikule boli tiež využité v snahe zistiť tropizmus 

MCPyV, čo je však v in vitro podmienkach nerealizovateľné. Dôvodom je, že laboratórnom prostredí 

dochádza k modifikáciám vlastností buniek počas vytvárania imortalizovanej kultúry. Tento fakt 

vyplýva z výsledkov, dosiahnutých po úspešnej infekcii MCPyV rôznych línií rakovinových buniek, ktoré 

v in vivo prostredí nie sú tomuto vírusu prístupné. (Schowalter et al., 2012)  
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3.2 In vivo 

 

Dôležitou súčasťou vedeckej činnosti, spojenej so skúmaním vývinu a priebehu chorôb, je simulácia 

patogenity v komplexných živých sústavách. Výber myši ako modelového organizmu je zakorenený vo 

vlastnostiach ideálnych pre laboratórne podmienky. Napriek tomu, že tento cicavec je fylogeneticky 

značne vzdialený od človeka, výhody predstavujú napríklad krátka generačná doba, veľkosť a finančne 

nenáročný chov. Významnými modelovými systémami, v ktorých sú sledované vplyvy antigénov 

spôsobujúcich závažné ochorenia u ľudí sú xenogénny myší model a transgénne myši.  

3.2.1 Transgénna myš 

 

Jedným z extenzívne využívaných spôsobov získavania transgénnych myší, je pomocou injekcie 

embryonálnych kmeňových (ES) buniek s kazetami kódujúcimi skúmané gény. ES bunky sú najprv 

získavané z myších blastocýst, ďalej je ich génová sekvencia vhodne zmenená a následne sú prijaté 

ďalšou blastocystou. Na uľahčenie identifikácie chimér sa používajú blastocysty rozdielne sfarbených 

myší aby bolo rozlíšenie možné vizuálne. (Obrázok 6) Myši z embryí transfekovaných ES sú potom 

krížené s kontrolnými jedincami na dosiahnutie vertikálneho prenosu cieľových génov. Takto získané 

heterozygotné jedince sú krížené medzi sebou a vznikajú homozygoti.  

 

 

Obrázok 6: Chimérické myši. Prebraté z https://www.rockefeller.edu/transgenics/links-

guidelines/guidelines-for-chimeric-coat-color-estimation/. Blastocysty myší s čiernym kožuchom 
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injikovné génmi z ES buniek agouti sfarbených myší. Myš A má gén z agouti myší v 70 - 100 % buniek, 

B má agouti fenotyp z 50-70 % a v myši C je cudzí gén prítomný len v maximálne 30 % somatických 

buniek.  

Druhá, historicky staršia, metóda je postavená na priamej injekcii voľnej DNA do pronucleu 

oplodneného jednobunečného embrya. Tam dochádza k náhodnej, jedno alebo niekoľko-násobnej, 

integrácii do myšieho genómu a DNA je potom prítomná vo všetkých bunkách organizmu. Správne 

transformované embryá sú identifikované, napríklad pomocou PCR a následne prenesené do 

vajcovodov pseudo-tehotných samičiek. Toto štádium nastáva po párení myši s neplodným jedincom 

a prejavuje sa ako klasická gravidita, pričom jediný rozdiel je chýbajúci plod. Ten je potom doplnený 

v podobe vhodne geneticky upraveného embrya.  

U MCPyV je na zistenie mechanizmu patogenity nutné identifikovať potenciál jeho antigénov sT a LT 

vytvárať nádory. Ľudské MC sa nachádzajú v bazálnej vrstve pokožky, z čoho vychádza potreba 

exprimovať skúmané antigény (Ag) špecificky v bazálnej vrstve epidermis. To bolo dosiahnuté využitím 

promótoru hovädzieho keratínu 5 (K5), aktívneho práve v tejto oblasti. Na detekciu je za Ag 

umiestnený gén pre fluorescenčný proteín, podľa ktorého sa dá detegovať expresia sT. (Verhaegen et 

al., 2015) 

Elegantným systémom na ovplyvnenie začiatku expresie je Cre-LoxP systém. Hlavnou súčasťou je 

fúzovaný proteín Cre-ER(T2). (Indra et al., 1999) Jedná sa o spojenie Cre rekombinázy, vyštepujúcej 

gény medzi LoxP miestami, s väzobnou doménou ľudského receptoru pre estrogén, ktorú je dôsledkom 

mutácie možné aktivovať 4-hydroxy-tamoxifenom, ale nie je schopná viazať pôvodný ligand. Génová 

sekvencia sT alebo LT je umiestnená pod promótor K5, za reportérový gén nachádzajúci sa medzi dvomi 

LoxP miestami, kde je umlčaná kvôli vzdialenosti od promótoru. (Obrázok 7, vľavo od šípky) Po pridaní 

tamoxifenu je aktivovaný Cre-ER(T2) a vyštiepi reportérový proteín spomedzi LoxP miest, čím sa 

dostáva Ag to blízkosti promótoru a dochádza k jeho expresii. (Obrázok 7, vpravo od šípky) Na 

vytvorenie transgénnych myší obsahujúcich obidva tieto komponenty, musia byť Ag homozygoti 

krížení s Cre-ER(T2) homozygotmi a vznikajú (Ag/Cre-ER(T2)) heterozygoti.  

 

Obrázok 7: Cre-ER(T2) systém. Prebraté z (Verhaegen et al., 2015) a upravené. Cre rekombináza 

vyštepuje GFP obklopený LoxP miestami, nachádzajúci sa pred svetlo zelenou označeným sT antigénom, 

pod vplyvom K5 promótoru. Výsledná sekvencia neobsahuje GFP, čím sa sT dostáva z oblasti umlčaných 

génov do exprimovanej oblasti, nachádzajúcej sa pod čiernou šípkou. 
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Pomocou tohto modelového systému bolo zistené, že sT MCPyV je minimálne z časti zodpovedný za 

transformáciu epidermálnych buniek ale pre proliferáciu buniek už vytvoreného MCC a jeho ďalší rast 

nie je potrebný. (Angermeyer et al., 2013)(Verhaegen et al., 2017) Za hlavnú výhodu transgénnych 

myší možno považovať, že aj napriek relatívne komplexnej príprave následne umožňujú upustenie od 

práce s infekčným vírusom. Naviac je pomocou vyraďovania niektorých génov, či mutácií v génoch 

možné zistiť dôležitosť jednotlivých väzobných domén na navodzovanie patogenity. 

3.2.2 Xenogénny myší model 

 

 Xenogénne modely sú nutné na sledovanie účinku terapeutík na ľudské tumory, pred schválením 

klinických testov prebieha overovanie na zvieracích modelových organizmoch. Nie je však dostačujúce 

pozorovať vplyv liekov na myšie tumory, aj keď sú spôsobené patogénmi ľudí. Prenosom ľudských 

buniek do myši je tak viditeľná priamo odpoveď ľudského nádoru, bez potenciálne nebezpečných 

testov na ľuďoch. Potlačenie funkcií imunitného systému myší je nevyhnutné na prijatie cudzorodých 

buniek. 

Transplantované bunky sú umiestnené buď pod kožu alebo do orgánu, kde sa tumor vyskytuje u ľudí. 

Výhodu pre skúmanie MCPyV predstavuje jeho primárna lokalizácia v kožných tkanivách. Ďalším 

dôvodom, prečo sú imunosuprimované myši vhodným prostredím pre výskum zameraný na MCC je, 

že tento tumor sa vyskytuje hlavne u ľudí so zníženou schopnosťou imunitnej odpovede. V praxi sa 

používajú tri základné typy myší, ktorých imunitný systém je nejakým spôsobom oslabený. Jedná sa 

o atymické myši, vážne oslabené imunodeficientné myši (SCID) a myši trpiace typom cukrovky, 

nespôsobujúcim obezitu (NOD). U NOD jedincov je zhoršená imunitná odpoveď monocytov, NK buniek 

aj makrofágov, SCID myši trpia imunodeficienciou spôsobenou recesívne dedenou scid mutáciou 

v chromozóme 16, ovplyvňujúcou rekombináciu génov receptorov antigénov u B a T lymfocytov 

a atymické myši majú mutovaný gén zodpovedný za vývoj týmusu, čo vo výsledku znamená jeho 

poškodenie alebo úplnú absenciu, vyúsťujúcu v neprítomnosť T lymfocytov. (Szadvari et al., 2016)( 

*Bosma and Carroll, 1991)(Leiter et al., 1987) V prípade potreby je možné využiť aj kombinácie vyššie 

spomenutých línií.  

Myšiam s defektnými lymfocytmi T a zároveň/alebo B s nesprávnym vývojom NK buniek boli vpichnuté 

bunky ľudskej línie, ktorá vykazuje konštitutívnu expresiu včasného regiónu integrovaného genómu 

MCPyV, napríklad niektorá z MKL alebo WaGa. Každá z nich má definovaný čas, potrebný na vývoj 

karcinómu v závislosti od použitej línie myší. Konkrétne bolo pomocou kombinovanej myšej línie NOD-

SCIDγ testované terapeutikum YM155, cielené na represiu expresie survivínu, ktorý je členom 

proteínovej rodiny, zabezpečujúcej inhibíciu apoptózy. (Arora et al., 2012) Vplyvom MCPyV je survivín 

exprimovaný vo veľkej miere a pomáha proliferácii transformovaných buniek, naviac sa ukazuje ako 
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nevyhnutný, pre prežitie buniek MCC. Na tomto príklade je viditeľná dôležitosť in vivo modelov 

a rozdiely vplyvov liečiv v živých sústavách, oproti in vitro izolovaným líniám buniek. Zatiaľ čo odpoveď 

bunečných línií pozitívnych na MCPyV in vitro bola apoptóza, v myšiach s transplantovanými MKL-1 

bunkami spôsobuje YM155 v in vivo podmienkach spomalenie rastu týchto nádorov. Absencia 

niektorých buniek imunitného systému predstavuje problém, kvôli ktorému nie je možné sledovať 

autentickú odpoveď imunitného systému. Model humanizovanej myši na štúdium MCPyV zatiaľ nebol 

testovaný. Napriek tomu, sa pomocou buniek WaGa a MKL-1 línií, podkožne implantovaných do SCID 

myší, podarilo vytvoriť model zameraný na štúdium tvorby metastáz pochádzajúcich z MCC 

spôsobeného MCPyV. (Knips et al., 2017) Tumor v myšiach spontánne metastázoval do ich pľúc a jeho 

bunky sa rozšírili aj do kostnej drene a krvi. Metastázovanie postupovalo rýchlejšie u myší 

s implantovanými bunkami WaGa, kde sa nádory v pľúcach vyskytovali vo väčšom počte a bola 

pozorovaná korelácia medzi objemom nádorov a dobou prežitia príjemcov WaGa v porovnaní s MKL-1 

myšami.  

4 Modelové systémy na štúdium Papilomavírusov so zameraním na HPV 16 

4.1 In vitro 

4.1.1 Raftové kultúry 

 

Raftové kultúry poskytujú jediný systém in vitro, ktorý umožňuje produkciu infekčného HPV v jeho 

prirodzenom prostredí a dajú sa študovať udalosti ovplyvňujúce cyklus HPV behom diferenciácie 

buniek. Jedná sa o zjednodušenú simuláciu tohto orgánu, ktorej vytvorenie bolo nevyhnutné jednak 

z etického hľadiska a tiež kvôli jej komplexnosti. 

Ľudská koža sa skladá z dvoch základných vrstiev: dermis a epidermis. (*Eckhart et al., 2013)( *Menon, 

2002) Dermis je spodná vrstva, zložená primárne z komponentov extracelulárnej hmoty a fibroblastov, 

okrem nich sa tam nachádzajú napríklad mazové žľazy a bunky imunitného systému. Nad ňou je 

umiestená epidermis, ktorej približne 95 % tvoria keratinocyty, doplnené Merkelovými bunkami, 

melanocytmi a Langerhansovými bunkami (antigén prezentujúce bunky). Spodná vrstva keratinocytov, 

označovaná stratum basale, je v priamom kontakte s bazálnou membránou a jej bunky sú ako jediné 

schopné delenia. Nad ňou začína diferenciácia keratinocytov v stratum spinosum, ktorej vrchné bunky 

naberajú obdĺžnikový tvar a rozpadá sa obal jadra. Produkcia keratínu je značne zvýšená v bunkách v 

stratum granulosum a začína sa rohovatenie pokožky. V poslednej vrstve, stratum corneum, sú 

prítomné terminálne diferencované keratinocyty tiež označované ako korneocyty, vznikajúce 

špecifickým typom bunečnej smrti. Vrchná vrstva korneocytov sa kontinuálne odlupuje a funguje ako 
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prvotná bariéra medzi vonkajším prostredím obklopujúcim človeka. Tieto charakteristické znaky nie je 

možné vytvoriť v stabilnej, nemeniacej sa kultúre. 

Prvým krokom vo vytváraní raftovej kultúry je inkubácia myších fibroblastov s vláknami kolagénu 1. 

(Asselineau and Prunieras, 1984) Tieto dve zložky dávajú vznik základnej mriežke vo forme gélu, 

používanej ako ekvivalent dermis. Gél je prenesený na kovovú mriežku kde je následne pridaná 

suspenzia ľudských epidermálnych buniek a vzniká matrica, konfluentne osídlená keratinocytmi. 

Dermálne fibroblasty sa tu nedelia a slúžia len ako zdroj rastových faktorov a ďalších živín pre 

keratinocyty. Umelo vytvorený komplex dermis a epidermis je umiestnený v kultúre tak, aby bola 

dermis na rozmedzí vzduchu a média. Táto poloha umožňuje fibroblastom čerpať živiny z média 

a následne vyživovať nad nimi rastúce keratinocyty. (Mccance, 1988) (Obrázok 8) Výsledkom je 

zjednodušená verzia kože, ktorá obsahuje diferencujúce a odlupujúce sa bunky, exprimujúce špecifické 

cytokeratíny pre každú vrstvu, a teda štádium svojho vývoja. (Anacker and Moody, 2012) Naviac 

poskytuje in vitro systém na rekonštrukciu udalostí počas infekcie vírusmi, ktorých životný cyklus je 

závislý na diferenciácii keratinocytov, ako u rodiny HPV. (Bedell et al.) Na štúdium HPV 16 stačí použiť 

keratinocyty ktoré obsahujú tento vírus v epizomálnej alebo integrovanej forme.  

 

Obrázok 8: in vitro diferenciácia epiteliálnych buniek v raftovej kultúre, prebraté z (Mccance, 1988) a 

preložené. Na gélový kolagénový raft, ponorený v médiu sú vysadené epiteliálne bunky. Keď kultúra 

dosiahne štádium jednoliateho osídlenia kolagénového ekvivalentu dermis, je presunutá na kovovú 
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mriežku. Tam je umiestnená na rozmedzie tekutého média a vzduchu, pričom živiny postupujú zo 

spodku cez kolagénový raft s fibroblastmi až ku keratinocytom, v ktorých je indukovaný proces 

diferenciácie.  

Ďalšia metóda, na vytvorenie raftovej kultúry je pomocou dvojkomorových misiek. (Lambert et al., 

2005) Vonkajšia je hlboká s takým množstvom média pre fibroblasty, aby na ňom plávala vnútorná 

miska s priepustným dnom, obsahujúca novo vytvorenú obdobu dermis z fibroblastov. Takto počiatok 

kultúry dozrieva približne šesť dní. Následne sú do vnútornej misky vysiate HPV 16 transformované 

keratinocyty a médium vo vonkajšej je vymenené za vhodné pre nasadanie týchto buniek, opäť tak, 

aby na ňom plával komplex dermis-epidermis. Nové médium je pridané po dvoch dňoch. Štyri dni po 

iniciácii kultúry sú do vonkajšej misky vložené bavlnené tampóny, zaliate médiom indukujúcim 

rohovatenie keratinocytov, pričom sa v ňom už vrchná miska nevznáša. Keratinocyty majú prístup ku 

vzduchu a sú vyživované len z látok, postupujúcich od nasiaknutých tampónov cez fibroblasty. Toto 

médium je o dva dni odsaté a pridaný je rovnaký roztok, no v menšom množstve, čo sa opakuje každý 

druhý deň až do ukončenia kultivácie po približne dvoch týždňoch od začiatku experimentu.  

Jednou z extenzívne využívaných buniek sú ľudské spontánne transformované NIKS bunky. Ich hlavnou 

výhodou je predĺžená životnosť bez vírusovej infekcie, vďaka čomu je možné ich použiť ako 

reprezentáciu zdravého epitelu v dlhšej štúdii. Epitel vytvorený z HPV 16 transformovaných NIKS 

buniek je oproti neinfikovanému hrubší, pravdepodobne kvôli spomaľovaniu procesov diferenciácie 

týmto vírusom, čo vo výsledku predlžuje dobu nutnú na odlúpnutie najvrchnejšej vrstvy. Tiež vykazuje 

hyperpláziu a atypické bunky. (Jackson et al., 2014) 

4.1.2 Bunečné línie odvodené od nádorov asociovaných s HPV 16  

 

CaSki línia bola odvodená z metastázy karcinómu krčka maternice do mezentéria tenkého čreva a jej 

bunky obsahujú v priemere 500 integrovaných kópií HPV 16 genómu, vo forme tandemových repetícií. 

(Pattillo et al., 1977) Integrovaná DNA sekvencia vírusu je buď kompletná bez poškodení, predĺžená 

následkom tandemovej repetície 3' včasného regiónu alebo jej chýba 1,4 kpb LCR. (Baker et al., 1987)  

SiHa línia pochádza z nádoru dlaždicovitého epitelu krčku maternice (SCC) a jej bunky majú 

integrovanú 1-2 kópie s poškodenými E2 a E4 ORF, naviac sú tieto dva ORF zlúčené do jedného 

následkom delécie. (Friedl et al., 1970) (Baker et al., 1987) Rozdielne verzie genómov v bunkách týchto 

nádorov potvrdzujú, že celková sekvencia nie je nutná na transformáciu ľudských buniek. 

W12 je línia keratinocytov odvodená od intraepiteliálnej neoplázie krčku maternice prvého stupňa 

(CIN1). (Stanley et al., 1989) Bunky sú morfologicky normálne keratinocyty, majú však predĺženú 

životnosť a obsahujú približne 100 kópií DNA HPV 16 v epizomálnej forme na bunku. Po transplantácii 
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do atymických myší, sú schopné vytvoriť diferencujúci sa epitel s histologickými znakmi pôvodného 

vzorku živého epitelu, z ktorého boli odvodené. Zatiaľ čo na začiatku pasážovania, obsahujú W12 bunky 

HPV 16 genóm v extra-chromozomálnej forme, s narastajúcim počtom duplikácií dochádza k postupnej 

integrácii HPV do hostiteľského genómu a deregulácii expresie hlavných onkoproteínov. (Pett et al., 

2006) Je to z toho dôvodu, že pri integrácii dochádza ku poškodeniu génu pre proteín E2, fungujúci ako 

represor transkripcie skorého regiónu HPV16. Úplná deregulácia expresie proteínov vírusu E6 a E7, 

ktoré spôsobujú predĺženú životnosť napadnutých buniek, je pozorovateľná až po strate všetkých kópií 

genómu vírusu exprimujúcich E2 proteín. Čo sa týka kultivačných podmienok, je nutné prisadnutie na 

vrstvu myších fibroblastov, ktorá ich „kŕmi“. (*Llames et al., 2015)  Jedná sa o bunky, so zastaveným 

životným cyklom pomocou radiácie alebo použitím mitomycínu C, neschopné delenia, ktoré vylučujú 

rastové faktory, potrebné pre proliferáciu W12. 

Okrem cervikálnych línií buniek SCC boli vytvorené línie odvodené od SCC hlavy a krku (SCC-HN) aj keď 

v značne nižšom počte. Patria medzi nich UD-SCC-2, UPCI:SCC90, UM-SCC47, 93-VU-147T. Bunky línií 

UPCI:SCC90, UM-SCC47, 93-VU-147T majú genóm HPV 16 integrovaný do svojej DNA, zatiaľ čo forma 

HPV 16 genómu v UD-SSC-2 nie je známa a všetky z nich exprimujú E6 a E7 proteíny HPV 16. 

V porovnaní s HPV 16 negatívnymi keratinocytmi SCC hlavy a krku bola v HPV 16 pozitívnych bunkách 

SCC pozorovateľná rozdielna expresia mikroRNA, spôsobená E6 proteínmi. (Wald et al., 2011) 

Tieto línie nachádzajú využitie ako pozitívne kontroly, napríklad pri identifikácii buniek infikovaných 

HPV 16. Oproti epizomálnej forme HPV 16, dochádza v bunkách pri začlenení vírusu do hostiteľského 

genómu ku zvýšenej produkcii hlavných onkogénov E6 a E7, vďaka zvýšenej stabilite ich mRNA 

transkriptov. (Jeon and Lambert, 1995) K produkcii viriónov tu nedochádza v dôsledku integrácie 

genómu vírusu do hostiteľskej DNA, čo vylučuje ich aplikáciu vo výskume zameranom na kompletný 

životný cyklus HPV 16.  

4.1.3 HPV 16 podobné partikule 

 

Podobne ako u MCPyV sa aj u HPV 16 používajú na jeho štúdium VLP, produkované analogicky ako VLP 

polyomavírusov. Jedná sa o samovoľne zložené proteíny neskorého regiónu L1, vytvárajúce autentickú 

HPV 16 kapsidu. (Obrázok 9) 
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Obrázok 9: model kapsidy HPV 16 zloženej z 360 kópií L1 proteínu, označeného modrou farbou, 
usporiadaného do penta- a hexavalentných pentametrov. Prebraté z 
http://virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php?virus=hpv a upravené. 

Vďaka schopnosti VLP indukovať imunitnú odpoveď, je možné tieto častice aplikovať v zisťovaní 

séroprevalencie populácie. V snahe identifikovať pôvod HPV u detí, boli VLP použité napríklad na 

testovanie hypotézy prenosu protilátok proti HPV z matky na dieťa, ktorá sa však neukázala ako 

správna. (Marais et al., 2007) 

Význam VLP je u tohto vírusu okrem zisťovania séroprevalencie protilátok proti HPV hlavne v tvorbe 

vakcín. Momentálne sú na trhu dostupné tri schválené vakcíny. Prvou z nich je bivalentná vakcína 

Cervarix™, poskytujúca preventívnu ochranu pred HPV 16 a HPV 18 prostredníctvom indukcie tvorby 

neutralizačných protilátok, proti hlavnému kapsidovému proteínu obidvoch týchto vírusov. (Monie et 

al., 2008) Cervarix™ obsahuje VLP HPV 16 aj 18, pripravené v bakulovírusovom expresnom systéme, 

spolu s pomocnou látkou. Bakulovírusový expresný systém sa tu používa rovnakým spôsobom, ako je 

vysvetlené v podkapitole 3.1.2.2 s tým rozdielom, že je produkovaný L1 proteín HPV 16 a 18. Druhá 

schválená vakcína, Gardasil, je kvadrivalentná čo značí, že poskytuje preventívnu ochranu pred štyrmi 

HPV – 6, 11, 16 a 18. Tak isto ako Cervarix™, obsahuje VLP zložené z L1 proteínu HPV vírusov, proti 

ktorým má poskytovať prevenciu. HPV 6, 11, 16 a 18 VLP pre túto vakcínu sú produkované 

v Saccharomyces cerevisiae expresnom systéme. Kvasinky vhodného kmeňa S. cerevisiae sú 

transformované plazmidom s L1 génom pod vplyvom promótoru GAL10, aktívneho v prítomnosti 

galaktózy. Pridaním galaktózy je indukovaná expresia L1 a po izolácii sa tieto proteíny samostatne 

skladajú do HPV VLP. (Park et al., 2002) Okrem SCC krčka maternice, s ktorým sú asociované hlavne 
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karcinogénne typy HPV 16 a 18 zabezpečuje Gardasil prevenciu voči genitálnym bradaviciam, 

prítomných u približne 65 % sexuálne aktívnych osôb vrátane mužov, ktoré sú spôsobované 

neonkogénnymi HPV 6 a 11. (Giuliano et al., 2010) Treťou z licencovaných preventívnych vakcín je 

nonavalentný Gardasil 9. (Joura et al., 2015) Táto vakcína druhej generácie obsahuje 9 typov VLP, 

konkrétne VLP HPV 6, 11, 16, 18, 31,  33, 45, 52 a 58, vďaka ktorým poskytuje v Európe ochranu pred 

90,9 % rakoviny, spojenej s HPV infekciou.(Zhai and Tumban, 2016) Jediným rozdielom oproti 

kvadrivalentnému Gardasilu je vyšší počet VLP.  

4.2 In vivo 

4.2.1 Transgénna myš 

 

V transgénnych myšiach, zameraných na modelovanie mechanizmov, využívaných proteínmi skorého 

regiónu HPV 16 na spôsobovanie ľudských ochorení, bola indukovaná ich expresia. Ide o E5, E6 a E7, 

ktorých funkcie sú spájané s transformáciou buniek a navodzovaním patogenity, na základe in vitro 

štúdií. V tomto systéme boli používané plazmidy, s promótorom keratínu 14 s pridaným E5/6/7 génom 

a N terminálnou značkou proteínu pred polyadenylačným signálom. Promótor keratínu 14 bol 

strategicky zvolený, kvôli jeho expresii v dlaždicovitom epiteli. (Choi et al., 2010) Takéto myši sú 

generované vpichnutím plazmidových konštruktov do oplodnených vajíčok FVB/N myší, podobne ako 

u vyššie spomínaných MCPyV transgénnych myší. FVB/N myši sú ideálne pre vytváranie transgénnych 

jedincov hlavne vďaka zväčšeným pronukleom oplodnených oocytov, značne uľahčujúcich injekciu 

cudzorodej DNA. (Taketo et al., 1991) V prípade expresie E5 proteínu, bola pozorovaná zvýšená miera 

DNA syntézy v horných vrstvách epitelu a deregulovaná spomalená diferenciácia keratinocytov. Línie 

myší získané z pôvodného jedinca s nízkou frekvenciou integrovaných kópií E5, vykazovali relatívne 

pomaly sa vyvíjajúce nádory kože, zatiaľ čo so zvyšujúcim sa počtom integrovaných génov, bol 

fenotypový prejav horší, u väčšiny letálny už v období tesne po narodení. Úloha E5 počas HPV 16 

infekcie je závislá na prítomnosti receptoru EGF. (Williams et al., 2005) Gény pre E6 a E7 sa prekrývajú, 

preto je nutné na konštrukciu plazmidu použiť ich celý ORF. Ak je cieľom sledovať jeden z týchto 

proteínov, je do ORF toho druhého, vložený linker pre ukončenie translácie (TTL), vďaka čomu 

nedochádza ku prekladu neželanej sekvencie. Pri použití obidvoch verzií plazmidov vzniká epidermálna 

hyperplázia. Funkčný E6 proteín okrem toho zapríčiňuje zvýšenú proliferáciu buniek, pozorované 

nádory sú však zriedkavé a benígne, na rozdiel od tých, indukovaných E7. (Song et al., 1999) Nadmerná 

laterálna proliferácia epidermis, indukovaná E7, spôsobuje invagináciu dlaždicovitého epitelu, navonok 

sa prejavujúcu ako zvráskavenie kože, najviac viditeľné v oblasti ušníc. Na hlave a tele vznikali vplyvom 

tohto onkogénu malé vysoko keratotické lézie, čo sú vlastne skoré štádiá SCC a druhým typom boli 
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veľké cystické nekeratotické lézie v podobe agresívnych mazových cýst. (Herber et al., 1996) Tieto 

výsledky naznačujú, že kým E7 je plne schopný spôsobiť závažné karcinómy, expresia samostatného E6 

proteínu nemá analogický efekt. Vďaka transgénnym myšiam boli identifikované úlohy jednotlivých 

proteínov HPV 16, čím bolo umožnené zamerať sa na hlavné onkogény pri dizajnovaní imunoterapií. 

(Aggarwal et al., 2019) 

4.2.2 Xenogénny myší model 

 

Na vytvorenie xenogénneho modelu na štúdium HPV 16 bol použitý kmeň SCID-béžových myší, ktoré 

majú oproti klasickým SCID aj defektné makrofágy kvôli chýbajúcemu faktoru stimulujúcemu rast 

kolónií granulocytov a makrofágov (GM-CSF), čo zabraňuje ich dozrievaniu.  

W12 bunky sú schopné po implantácii do podkožného tkaniva imunodeficientných myší vytvoriť 

viacvrstvový diferencujúci dlaždicový epitel, čo je základným predpokladom pre dokončenie životného 

cyklu HPV 16. W12 boli primárne transplantované vo forme suspenzie a epitel schopný diferenciácie 

bol pozorovateľný po 2 týždňoch. (Sterling et al., 1990) Trvalo približne 4 týždne kým sa začali 

prejavovať prvé znaky infekcie. Novo formujúci sa epitel postupne pripomínal viac CIN1 ako zdravý 

fenotyp. Naviac boli v pozmenených jadrách detekovateľné vysoké hladiny DNA vírusu. Ďalšie znaky sa 

vytvárali po 7 týždňoch kedy bazálna vrstva ostala intaktná, no vo vrstve tesne nad 

bazálnou a v spinálnej vrstve bola rozvinutá dysplázia a keratóza. Na rozmedzí granulárnych 

a keratinizovaných vrstiev bola vyvinutá aj koilocytóza. Ohraničené plochy na povrchu kože, ktoré 

rohovatejú a po odlupovaní zanechávajú krvavé ranky môžu byť prekancerózne štádiá karcinómu kože, 

sú tiež nazývané keratóza. Stav tkaniva, kedy sa v ňom nachádza ešte viac abnormálne vyzerajúcich 

buniek ako pri hyperplázii je dysplázia a štruktúrne deformácie koilocytov v dlaždicovitom epiteli sú 

označované ako koilocytóza. Tieto deformácie zahrňujúce zväčšené, tmavo sfarbené 

hyperchromatické jadrá a perinukleárne halo sú typickými histologickými znakmi HPV infekcie. Taktiež 

dochádza k expresii kapsidového proteínu L1, hlavne tesne pod keratinizujúcou vrstvou v bunkách, 

amplifikujúcich HPV 16 genóm. Degenerované jadrá sú charakteristické pre keratinizované vrstvy a 

terminálne diferencované keratinocyty obsahujú zložené virióny. Veľkosť buniek je priamo úmerná 

množstvu epizomálnej DNA v nich prítomnej, pričom okrem duplikácie DNA vírusu dochádza aj 

k zväčšovaniu počtu kópií hostiteľského genómu. (Garner-Hamrick and Fisher, 2002) 

Ďalším možným prístupom je implantovanie zdravých kusov predkožky na chrbty SCID myší, odkiaľ bola 

ich vlastná koža odstránená. Transplantáty sú potom infikované vírusom pomocou génovej pištole 

(Gene gun) technikou biolistického bombardovania časticami. (Brandsma et al., 1995) V princípe ide 

o prenikanie zlatých častíc s naviazanou HPV 16 DNA do tkaniva pri vysokej rýchlosti. DNA vírusu môže 

byť získaná napríklad z vyššie spomínaných W12 buniek. Typy vytvorených lézií sa pohybovali od 
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benígnych až po štádiá predchádzajúce malígnym léziám s histologickými znakmi parakeratózy, 

koilocytózy a akantózy, čo sú typické prejavy ochorení spôsobované týmto typom patogénu. (Saegusa 

et al., 1995) (Chang et al., 1990) (Wilkinson et al., 1993) Akantóza sa prejavuje ako difúzne hrubnutie 

a parakeratóza je porucha rohovatenia, pri ktorej keratinocyty obsahujú jadro v rohovinovej vrstve 

dlaždicovitého epitelu. Karcinóm dlaždicovitého epitelu v xenogénnych myšiach nevzniká, nakoľko 

prechod z lézií nízkeho štádia do vyšších štádií až karcinómu trvá v priemere 5 - 6 rokov. (Schlecht et 

al., 2003) V tomto modelovom systéme dochádza k produkcii infekčných vírusových častíc, čo bolo 

potvrdené protilátkami proti proteínom kapsidy L1. Je teda možné sledovať kompletný replikačný 

cyklus vírusu a pozorovať odpoveď infikovaného živého organizmu na liečbu. 

4.2.3 Humanizovaná myš 

 

Dôležitým predpokladom pre pochopenie mechanizmu interakcie HPV 16 s hostiteľom, je model 

umožňujúci sledovanie imunitnej odpovede na úrovni komplexného organizmu. Aby sa zvierací model 

čo najviac priblížil človeku, boli vytvorené transgénne humanizované myši. 

Doposiaľ najlepšie výsledky boli dosiahnuté použitím A2.DR1 myší s vyradenými génmi hlavného 

histokompatibilného systému (MHC) I a II, na vytvorenie humanizovaného modelového systému. 

(Pajot et al., 2004) Jedná sa o myši s rozsiahlou deléciou v génoch regiónu hlavného MHC II, pomocou 

znefunkčnenia ďalších génov kódujúcich esenciálne komponenty sú odstránené aj myšie MHC I a tým 

bol vytvorený priestor na štúdium imunitnej odpovede, založenej na epitopoch prezentovaných 

ľudskými MHC, označovanými HLA. (Pascolo et al., 1997) V týchto transgénnych myšiach sú namiesto 

myších MHC prítomné HLA-A2 a HLA-DR1, ktorých spolupráca je vyžadovaná na realizáciu úplnej 

imunitnej odpovede. (Pajot et al., 2004) HLA-A2 sa vyskytujú na povrchu všetkých buniek obsahujúcich 

jadro v ľudskom organizme a prezentujú CD8+ cytotoxickým lymfocytom krátke peptidové sekvencie 

proteínov, zo svojho vnútorného prostredia, zvané epitopy, na ktoré sa viažu protilátky. DR1 sú hlavne 

na antigén prezentujúcich bunkách (APC) a indukujú odpoveď CD4+ lymfocytov, ktoré podporujú 

tvorbu špecifických protilátok. V prvej štúdii na A2.DR1 modeli boli myšiam injikované bunky línie PAP-

A2, exprimujúce HPV 16 proteíny E6 a E7, vďaka transformácii týchto buniek geneticky upravenými 

+RNA retrovírusmi, využívajúcimi reverznú transkripciu. Konkrétne ide o malé obalené vírusy z rodu 

lentiviridae, ktorých schopnosť integrovať sa do ľudského genómu tu naberá na dôležitosti. E7 je 

vložený za LTR región vírusu myšacej leukémie (MoMLV) za silný promótor EF-1a, spolu so značkou na 

sledovanie expresie, v podobe fluorescenčného proteínu, napríklad GFP. Medzi GFP a E7 sa nachádza 

sekvencia IRES, kde nasadajú ribozómy a môže tak dochádzať k translácii obidvoch génov súčasne. Štyri 

dni po transplantácii infikovaných buniek boli myši vakcinované epitopom HPV 16 E7/11-19, pretože 

bol najviac imunogénny. (Kruse et al., 2019) Jedná sa o epitop, identifikovaný po prezentácii na HLA-
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A2 CaSki buniek (charakterizované v podkapitole 4.1.3). Cieľom bolo testovať terapeutický účinok 

vakcín, založených na imunizácii pomocou E7 epitopov, na začínajúci tumor. V počiatočných štádiách, 

kedy mikroprostredie nádoru ešte nie je dostatočne imunosupresívne bolo úspešne zabránené vzniku 

50 % nádorov, no ak boli myši vakcinované neskôr, nebol dosiahnutý podobný efekt. Toto naznačuje, 

že aj keď sú epitopy E7/11-19 schopné indukovať imunitnú odpoveď, na dosiahnutie klinicky 

významných výsledkov bude nutné ich kombinovať s ďalšími látkami. 

4.2.4 Zvieracie modely 

 

V minulosti boli na štúdium HPV používané modelové systémy založené na zvieracích PV, hlavne na 

víruse papilomatózy králika (CRPV) a víruse papilomatózy hovädzieho dobytka (BPV). Bolo to hlavne 

z toho dôvodu, že PV sú vysoko druhovo špecifické, čo vylučuje infekciu laboratórnych zvierat HPV. 

Naviac sa ukázalo, že je na dokončenie životného cyklu HPV nutný diferencujúci sa epitel a teda do 

roku 1984, kedy bola predstavená prvá raftová kultúra, nebolo možné tieto vírusy poriadne študovať 

v in vitro podmienkach. (Asselineau and Prunieras, 1984) Hlavné míľniky dosiahnuté pomocou CRPV 

a BPV, ako rekonštrukcia infekcie dobytku a onkogénnych procesov spôsobených týmito vírusmi 

prispeli k oficiálnemu uznaniu HPV 16 a 18 za karcinogénne pre ľudí. (IARC, 1995) V dnešnej dobe 

význam týchto vírusov pre štúdium HPV 16 klesá a prakticky vymizol vplyvom extenzívne využívaných 

modifikovaných myší. Napriek tomu však stále nachádzajú aplikáciu napríklad v testovaní účinku vakcín 

na prirodzeného hostiteľa, pred zahájením klinických testov. Vakcinácia králikov bola vykonaná 

pomocou VLP HPV 16 a CRPV, a účinky boli pozorované po infekcii chimérickými pseudopartikulami, 

zložených z HPV 16 kapsidových proteínov a CRPV DNA a homologických CRVP VLP. Proti obidvom 

typom infekčných viriónov bola úspešne navodená ochrana. (Mejia et al., 2006) 

5 Záver 

 

Každý z týchto modelových systémov má svoje obmedzenia, ktoré je nutné brať do úvahy pred 

vyvodzovaním záverov, vyplývajúcich z dosiahnutých výsledkov. Tieto limitácie sú dôvodom rozdielnej 

regulácie a odpovede na prítomnosť vírusu na úrovni buniek, tkanív, orgánov a organizmov. HPV 16 aj 

MCPyV majú vlastné efektívne stratégie na únik pred imunitným systémom hostiteľa, preto je dôležité 

podrobne analyzovať a pochopiť reakcie ľudskej imunity ako aj imunity zvieracích modelov na infekciu. 

Naviac hrajú rolu aj genetické predpoklady subjektov v kombinácii s prostredím. Keďže sa vedci oveľa 

dlhšie pokúšajú objasniť mechanizmy HPV 16 ako MCPyV, je dostupných viac komplexných 

modelových systémov práve pre HPV 16, pričom sme schopný sledovať kompletný životný cyklus tohto 

vírusu v in vitro podmienkach vďaka raftovým kultúram. Okrem toho je infekčný vírus možné 
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produkovať v in vivo modeli xenogénnych myší. Napriek tomu, že bol MCPyV objavený relatívne 

nedávno, výskum s ním spojený v posledných rokoch napreduje a modelové systémy rapídne 

pribúdajú. Do dnešného dňa sú známe dva in vitro systémy, v ktorých je MCPyV schopný dokončiť svoj 

životný cyklus a teda produkovať virióny. Jedná sa o fibroblasty, ktoré boli nedávno identifikované ako 

jeho prirodzený cieľ a 293-4T bunky. Okrem in vitro systémov by sa však štúdium HPV 16 a MCPyV 

nezaobišlo bez analýzy klinických vzoriek a kombinácie kultúr buniek z nich odvodených s in vivo 

zvieracími modelmi. 
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