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Abstrakt:

Polyomavirus Merkelovych buniek (MCPyV) a ludsky papilomavirus 16 (HPV 16) si malé nadorové DNA
virusy z rodin Polyomaviridae a Papillomaviridae, ktoré predstavuju narastajlce riziko pre udi spojené
sich onkogénnym potencidlom. Po nakazeni cloveka su HPV 16 a MCPyV schopné dlhodobo
perzistovat vacsinou v podobe asymptomatickej infekcie, pricom je agresivny priebeh ochoreni
potlacovany imunitnym systémom hostitela. Integracia tychto virusov do hostitelskej DNA sp6sobuje
transformaciu buniek vyustujucu do zriedkavych no zhubnych karcindmov koze a lézii epitelu
pohlavného traktu, hlavy a nosohltanu, ktoré mézu vyustit do malignych nadorov. Ich mechanizmy
Uniku pred imunitnym systémom a kompletné Zivotné cykly, dodnes nie su Uplne zndme, ¢o len
podciarkuje vyznam napredovania vyskumu v tejto oblasti. Cielom tejto bakalarskej prace je poskytnut
zrozumitelny prehlad modelovych systémov zameranych na studium MCPyV a HPV 16 in vitro aj in
vivo.

Kldcové slova: Papilomavirusy, polyomavirusy, pseudopartikule, bune¢né kultury, zvieracie modely,
ludsky papilomavirus 16, polyomavirus Merkelovych 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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1 Uvod

Rozsiahly vyskum papilomavirusov spustil objav HPV 16 v karcindme kréku maternice v roku 1983.
(Durst et al., 1983) Podla Svetovej Zdravotnickej Organizacie (WHO) sa ludsky papilomavirus 16 (HPV
16) vyskytuje v 70 % vietkych nadorov, spésobenych HPV. Studium rodiny Polyomaviridae spojené
s patoldgiou koZe nabralo novy vyznam azZ na zaciatku 21. storocia, kedy bol polyomavirus Merkelovych
buniek (MCPyV) identifikovany a detegovany v 80 % pripadov zriedkavého karcindmu Merkelovych
buniek (MCC). (Feng et al., 2008) WHO zaradila MCPyV do skupiny pravdepodobnych karcinogénov
(skupina 2A) a HPV 16 je oznaceny ako karcinogénny pre ludi v skupine 1. (IARC, 2014) D6vodom
spojenia tychto dvoch virusov do jednej prace su niektoré spolo¢né charakteristiky a mechanizmy
navodzovania transformdcie buniek. V obidvoch pripadoch je ¢lovek infikovany naj¢astejSie v mladosti,
po zahdajenim sexualnej aktivity u HPV 16 a uz v detstve v pripade MCPyV. (Chen et al., 2011)(Winer et
al., 2003) Nasledne obidva tieto malé neobalené virusy dlhodobo perzistuju v hostitelskych bunkdach
v extrachromozomalnej forme. Pocas fazy dlhodobej perzistencie je infekcia HPV 16 a MCPyV vo
vacSine pripadov asymptomatickd. Ak sa vSsak DNA tychto virusov integruje do gendmu buniek,
spbsobuje tato udalost v kombinacii s fyzikalnymi vplyvmi prostredia a nedostato¢nou odpovedou
imunitného systému ich transformaciu. Ako faktory prispievajuce k vyvinu nadorov spolupracuju s
infekciou genetické predispozicie, cigaretovy dym ¢i v pripade MCPyV aj UV Ziarenie. (Mogha et al.,,

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

2 Zakladna charakteristika virusov z rodiny Polyomaviridae a Papillomaviridae

2.1  Polyomavirus Merkelovych buniek

MCPyV zrodiny Polyomaviridae patri do skupiny malych neobalenych virusov s cirkuldrnym
dvojvlaknovym DNA (dsDNA) gendmom s priemernou velkostou ~ 5,4 kilobaz (kpb), nachadzajlcim sa
vo vnutri virionov ikosahedralneho tvaru. (Spurgeon and Lambert, 2013) Kapsida je tvorena 72 hexa-
a pentavalentnymi pentametrami proteinu VP1 sjednym VP2 zanorenymi C-koncom zvnutornej
strany, na rozdiel od zvysku polyomavirusov (PyV), ktoré exprimuju aj VP3. (Schowalter and Buck,
2013a) Gendm obsahuje dva opacne orientované kédujuce regiony, véasny a neskory, oddelené
nekddujucim regionom s replikacnym pociatkom (Ori), pricom v¢asny region kéduje velky antigén (LT)
a maly antigén (sT), ktoré vznikaju alternativnym zostrihom, zatial' ¢o neskory region obsahuje gény

pre Strukturne proteiny kapsidy VP1 a VP2. (Stakaityté et al., 2014) (Obrazok 1)



MCV350

(5387 bp)

EcoRl (2827)

Obrdzok 1: Schéma genomu MCPyV  (MCV350) upravend a prebratd V4
https://doi.org/10.1126/science.1152586. Zobrazené su dva &itacie ramce: véasny region obsahujuci
LT antigén oznaceny fialovou a sT antigén modrou; neskory region s génmi pre VP1 a VP2 oznacenymi
zelenou a oranZovou v uvedenom poradi. Useky DST 1 a 2 boli pouZité na identifikdciu virusu pri izoldcii

a ¢isla uréuju poziciu v ramci genému podla ¢isla bp. (Feng et al., 2008)

Najnovsie vyskumy ukazuju, Ze MCPyV pouZiva na vstup do buniek kaveolarnu/lipidovym raftom
sprostredkovanu endocytézu po prvotnom naviazani na receptory obsahujice glykosaminoglykany,
medzi ktoré patri heparan sulfat a chondroitin sulfat, zatial' o sialylované glykany su vyuzivané ako
koreceptor. (Erickson et al., 2009)(Schowalter et al., 2011) V endozomalnych vackoch ziskavaju viridony
membranovy obal a smeruju do endoplazmatického retikula (ER) a jadra. (Becker et al., 2019) Vc¢asné
gény MCPyV gendmu su exprimované hned po infekcii a maju dolezitu rolu v replikacii. ST priamo
stimuluje replikaciu virusu a stabilizuje LT. (Tsang et al., 2016) T antigény skorého regidnu vyvazuju
onkosupresorové aregulacné proteiny hostitelskych buniek, napriklad pomocou druhovo
konzervovanej pRB vizobnej domény Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE). (Shuda et al., 2008) LT dokaze
interagovat s proteinom s bromodoménou Brd4, vdaka ktorému je virus schopny vyuzivat replikacny
faktor C (RCF) hostitelskych buniek, ktory katalyzuje nasadanie PCNA proteinu na DNA, ¢o ma za
nasledok vyssiu procesivitu bunecnej DNA polymerazy. (Wang et al., 2012) Pocas replikacie je LT

lokalizovany v jadre pri nuklearnych telieskach obsahujucich protein promyelocytarnej leukémie (PML-
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NB) a spdsobuje ich reorganizaciu. Po replikacii nastava aktivacia neskorého regiénu, transkripcia jeho
génov a samovolné skladanie kapsidy. (Stakaityté et al., 2014)

Jednym z hlavnych dévodov Studia tohto virusu, je mnoZstvo dékazov naznacujucich sivis mutdcie jeho
LT antigénu a integricie gendmu MCPyV do hostitelskej DNA so zriedkavym, no
agresivnym, karcindmom Merkelovych buniek (MCC), z ktorého bol MCPyV izolovany a potom
detegovany v priblizne 80 % pripadov MCC. (Shuda et al., 2008)(Feng et al., 2008)(Feng et al., 2007)
Napadané Merkelove bunky (MC) su bunky bazalnej vrstvy pokoZzky, napojené na senzorické nervové
vldkna, zodpovedné za prenos mechanickych hmatovych podnetov. Okrem nadorov MCC v pokrocilom
Stadiu bola jeho DNA detegovana aj v benignych koznych nadoroch a zdravej kozi, zatial ¢o karcindm
sa prejavuje hlavne u pacientov nadmerne vystavovanych slne¢nému ziareniu a imunosuprimovanych
pacientov. (Kassem et al., 2009) U zdravych ludi sa protilatky proti MCPyV vyskytovali u 63 % subjektov
Ceskej populacie. (Sroller et al., 2014) Tento virus je beznou st¢astou mikrobiéomu ludskej koze, z ktorej
sa u séropozitivnych jedincov uvolfiuje vo forme zloZzenych kompletnych viridnov. (Schowalter et al.,
2010) Ma unikatny spOsob preZivania v extrachromozomalnej forme spdsobujicej perzistentnu
infekciu. LT je sice konstitutivne prekladany ale zaroven je aj rozpoznavany a degradovany E3 ubiquitin
ligdzami hostitela. Jeho koncentracia sa tak udrzuje pod minimalnou hranicou nutnou na zloZenie

komplexu helikdzy z LT v Ori, preto nemoZe dochadzat k replikacii. (Kwun et al., 2017)

2.2 Ludsky Papilomavirus 16

HPV 16 patri do rodu alfa-papilomavirusov rodiny Papillomaviridae. Infikuje bazalne keratinocyty,
dostupné po zraneni koZe. Produktivha infekcia vSak zvelkej Ccasti prebieha azZ
v hornych, diferencovanych vrstvach koZze. (Pinidis et al., 2016) HPV 16 ma cirkuldarny dsDNA geném
velkosti priblizne 8 kbp, uloZeny vnutri ikosahedrdlnej kapsidy, zloZenej z 360 kdpii hlavného
kapsidového proteinu L1, organizovanych do 72 hexavalentnych a pentavalentnych pentametrov
obsahujucich L2 vstrede (v 12 alebo 72 pentametroch (Biryukov and Meyers, 2015)) s celkovym
priemerom 50 aZz 60 nm. (*Stanley, 2012)( *Doorbar et al., 2015)(Modis et al., 2002) Geném (Obrazok
2) je podobne ako u Polyomaviridae rozdeleny neprekladanym regiénom obsahujidcim Ori, promdtor

a enhancer replikacie, na v€asnu a neskoru oblast.
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véasného regionu: E1, E2, E4, E5, E6 a E7. Modry neskory region obsahuje kapsidové proteiny L1 a L2
a ZIty usek obsahuje neprekladany replikacny pociatok (Ori), promdtor a enhancer. OranZovou

a Cervenou su vyznacené proteiny vznikajuce alternativnym zostrihom. E17E4 a E8/E2.

Produkty véasného regiénu E2 a E1 maju dolezité regulacné funkcie spolu s E4 a E5. E2 je transkripény
faktor, E1 ma helikdzovu aktivitu vyuzivanu v replikacii (zhrnuté v (McBride, 2013)(Lace et al., 2008a)),
E5 zabranuje apoptdze buniek, E4 ju podnecuje vo vhodnom momente, niéi integritu cytoskeletu
a ulahcuje uvolfiovanie kompletnych virusovych castic. Za prvy protein neskorého regidénu je
povazovany E17E4, vznikajuci alternativnym zostrihom. (Kabsch et al., 2004; Wang et al., 2004)
Interakcia tohto proteinu s keratinom 18 je zodpovedna za inhibiciu dynamiky prechodu keratinovych
intermedialnych filamentov medzi rozpustnou a nerozpustnou formou ¢o vyustuje do kolapsu
cytoskeletu. E8ME2 funguje ako represor transkripcie proteinov skorého regidnu a amplifikacie
plazmidu HPV 16. (Lace et al., 2008b) E6 a E7 su hlavné onkoproteiny, pricom E6 vyvazuje apoptdzu
indukujuci tumorsupresor p53 aE7 protein pRB, fungujuci ako reguldator bunkového cyklu
prostrednictvom transkripéného faktoru E2F, ¢im spbsobuju transformaciu buniek. (Hickman et al.,
2002) HPV 16 pouziva na vstup do buniek, po naviazani na extraceluldrnu hmotu pomocou lamininu-
332 a iniciadlnej interakcii s heparan sulfatom, mikropinocytézu smerujicu do neskorych endozémov
alebo endolyzozémov, kde je kapsida aspor &iastoéne rozvolnena vplyvom nizkeho pH. Dalej smeruju
zatial neznamym mechanizmom cez cytoplazmu do jadra. (Schiller et al., 2010)(Giroglou et al.,

2001)(Schelhaas et al., 2012)



Po infekcii v bazalnych bunkach zacina replikdcia genému HPV 16 na 50-100 képii na bunku, zavisle od
replikacie buniek. Je aktivovany promdtor skorych génov a exprimuju sa E1, E2, E6 a E7 z jedného
polycistronneho génu. Dominantny je vSak E2, ktory sa viaZe do E2 vazobnych miest (E2BS) v dlhom
kontrolnom regiéne (LCR) a negativne reguluje expresiu E6 a E7. Nasledne keratinocyty postupuju do
dalsej vrstvy epitelu, kde sa zmeni spdsob ich replikacie z klasického dvojsmerného (takzvany théta,
0), na amplifikdciu sp6sobom kotulajucej sa kruznice (RCA). (Flores and Lambert, 1997) Okrem toho sa
exprimuje minimalne mnoistvo génov, obsah DNA virusu v bunke ostava konstantny a keratinocyty
zaCinaju proces terminalnej diferencidcie. Vtejto faze su E6 aE7 pritomné, no takmer
nedetekovatelné. Ked sa bunky dostanu do hornej, diferencujicej sa Casti epitelu, nastdva prudké
zvySenie expresie proteinov virusu a mnozstvo képii DNA je v radoch tisicok na bunku. Tu su
detekovatelné velké mnozstva E6 a E7 exprimovanych zo skorého regiénu, ako aj L1 a L2 z neskorého,
potrebné na skladanie kapsid. V terminalne diferencovanych keratinocytoch je reprimovana expresia
E6 a E7. Nasleduje skladanie virusovych castic zL1 a na enkapsidaciu gendmu je nutny L2 s DNA
vazobnou aktivitou. Nakoniec sa kompletné virusové Castice trusia z koze. (Schowalter et al., 2010)(Liu

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

. wirusom vedeng bunky
pripraveng na odlupovanie
a infekciu naivného jedinca

zloiene virusove Castice f-12 tyidfov

LifLe, Ll L& E
tisicky kopii genamu virusu na
bunku

diferenciovang bunky
exprimované E a L gény
virusu

deliace sa bunky
exprimovane len gény E
produkovaneg velmi
nizke hladiny proteinoy

DMA virusu sa replikuje v
nedeliacich sa bunkach

virus a bunka sa replikujd spolu
E1,E2

virus infukuje primitivne i
0 tyzdnov

bazalne keratinooyty

7,E5, E6, E7

Obrdzok  3:  ilustrdcia  Zivotného  cyklu  HPV 16, prebraté a  preloZend z
https.//doi.org/10.1128/CMR.05028-11. Virus infikuje bazdlne keratinocyty, v ktorych nastdva
expresia véasnych génov E1,E2,E5,E6 a E7 a dochddza k replikdcii virusovej DNA spolu s DNA bunky
pomocou E1 a E2. V deliacich sa bunkdch je expresia onkogénov E6 a E7 prisne requlovand a mnoZstvo
HPV genému je udrZované v rozmedzi 50-100 kopii na bunku. Diferencidcia bunky na dospely

keratinocyt predstavuje signdl na aktivdciu expresie vsetkych génov a zmnoZenie gendmu na tisice
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kopii. V dalsich vrstvdch sa objavuju kapsidové proteiny, dochddza ku skladaniu kapsid a uvoltfiovaniu

infekcnych virusovych ¢astic pomocou E4.

Vacsina infekcii HPV je potlaéend imunitnym systémom do dvoch rokov a len 10 — 30 % je schopnych
vyvinut sa do vyssich stupriov intraepitelialnych |ézii, z ktorych priblizne 12 % vyustuje do karcindému
po dlhodobej perzistencii. (Grce and Mravak-Stipeti¢, 2014) K transformacii buniek moéze dojst
integraciou chromozédmu virusu do hostitelského genému, ¢o ale nie je prirodzenou sucastou
Zivotného cyklu HPV 16 a znemozriuje vytvorenie novych viridnov. (Schneider-Maunoury et al., 1987)
Napriek tomu, Ze vo vacésine nadorov bola potvrdena integrdcia virusu, si zname aj pripady, kde k tomu
nedoslo a teda na transformaciu nie je nevyhnutna. (McBride and Warburton, 2017) Okrem rakoviny
krcka maternice dokaze HPV 16 v anogenitalne]j oblasti spbsobit [ézie, ktoré maju potencial vyvinut sa
na nadory analu, penisu, vaginy a vulvy. (Peder et al., 2018)(*Vuyst et al., 2009) Nadory hltanu, na
rozdiel od anogenitdlnych nddorov, nevznikaju z lézii asu sprevadzané odpovedou lymfocytov.

Integracia je tu menej ¢astd ako v pripadoch rakoviny krcka maternice. (McBride and Warburton, 2017)

3 Modelové systémy na studium polyomavirusov so zameranim na MCPyV

3.1 Invitro

3.1.1 Linie buniek odvodené od MCC

Od MCC bolo odvodenych niekolko linii buniek s nahodne integrovanou képiou MCPyV gendému,
identickou ku sekvencii virusu v nddore, z ktorého boli izolované. Najviac vyuzivanymi su WaGa, MKL-
1, MKL-2 a MS-1. MS-1 je povodom z metastdzy MCC do pravej nadoblicky. MKL-1 pochadza
z metastazy v uzlinach, WaGa z ascitu (zvy$ené mnozstvo volnej tekutiny v dutine brusnej) a presny
pévod MKL-2 je nezndmy. (Houben et al., 2010)(Rosen et al., 1987) Vsetky z nich exprimuju cytokeratin
20 (CK20) vdaka ¢omu su jednoducho odlisitelné od MCPyV negativnych buniek MCC. CK20 je protein
Specificky pre epitel Zalidku, ¢riev, mocového traktu a Merkelove bunky, preto je jednou z hlavnych
znaciek pouzivanych pri identifikdcii povodu metastaz a odliSovani MCC od ostatnych karcindmov kozZe.
(Moll et al., 1992) Pri kultivacii v suspenzii tvoria MKL-1, MKL-2 a MS-1 plavajlce agregaty s rozvinutou
3D struktdrou a WaGa bunky rastl kazda samostatne na rozdiel od MCPyV negativnych buniek,
vytvarajucich jednovrstevnu savisla kultdru. Bunky MS-1 linie obsahuju v priemere 2,1 képii LT, u MKL-
1 je to 3,5 a u MKL-2 1,7 kopii na bunku. MnoZstva képii génu kapsidového proteinu VP2 st oproti LT
znacne zvy$ené ¢o sa vsak neprejavuje na jeho hladine. (Guastafierro et al.,, 2013) Velkost LT je

variabilnd so zachovanou N koncovou ¢astou a chybajicou helikdzovou doménou, zatial ¢o sT ostava



intaktny rovnako ako v MCC. V Ziadnej z nich nedochddza ku transkripcii VP1 ani VP2, no vdaka
konstitutivnej expresii LT a sT antigénov indukuju vznik tumorov in vivo. PouZivaju sa v xenogénnych
mysiach (vid' nizsie), kde po vpichnuti do imunosuprimovanych jedincov poskytuji modelovy systém
na studium fudskych karcindmov. Naviac su vdaka nim Studované dlohy sT a LT spolu s ich vdzobnymi

partnermiv bunke. (Hesbacher et al., 2016)

3.1.2 PyV podobné partikule, PyV pseudopartikule

PyV podobné partikule (PyV VLP) st schopné samostatne sa skladat z kapsidovych proteinov toho
ktorého virusu. Zatial' ¢o morfologickou Strukturou zodpovedaju proteinovému obalu daného virusu,
na rozdiel od kompletnych viridnov neobsahujui gendm a nie st schopné sposobit patogenitu. Vyhodu
predstavuje ich schopnost indukovat Specifickd imunitnd odpoved, vyuzivand na testovanie
pritomnosti protilatok v sére.

Pseudopartikule sa skladaju z kapsidovych proteinov zloZzenych do typického ikosahedralneho tvaru.
Hlavnu odlisnost od PyV VLP predstavuje ich vnitorny obsah. Si schopné enkapsidovat a transportovat
linedrnu a plazmidovud DNA, oligonukleotidy, PCR produkty, proteiny, lie€iva s nizkou molekuldrnou
hmotnostou a dokonca aj RNA do buniek. (zhrnuté v (Teunissen et al., 2013)) Na ich produkciu sa
momentalne vyuZivaju hlavne bakteridlny a Bakulovirusovy expresny systém, fibroblasty a 293TT

bunky (vid' nizsie).
3.1.2.1 Bakteridlny expresny systém (BES)

Escherichia coli je najvyznamnejSou baktériou pouzivanou na produkciu cudzorodych proteinov, vdaka
financne nenarocnej kultivacii, kratkej generacnej dobe a dostupnosti informdcii o Zivotnom cykle ako
aj o sekvencii gendmu. Expresia v E. coli vyZaduje vloZenie génu zaujmu, v pripade polyomavirusov
najcastejSie kddujuceho VP1, do vhodného expresného vektoru kompatibilného ku zvolenému kmeriu,
kde bude prebiehat transkripcia a translacia. Expresny vektor musi obsahovat Ori, promator, selekénu
znacku, vazobné miesto pre ribozom = Shine-Dalgarno sekvenciu, iniciacny koddn (preferencne ATG),
sekvenciu znacky, ktora sa bude nachadzat na N a/alebo C terminalnom konci proteinu na ulahéenie
purifikacie, miesta so sekvenciami rozpozndvanymi restrikénymi enzymami a protedzami, stop koddn
(preferencne TAA) atermindtor transkripcie. Vhodny promotor je klu¢ovym krokom navrhovania
plazmidu, kedZe od neho zavisi mnoZstvo kdpii daného vektoru v bunke. Najviac pouZivané su
promator faga lambda (AP.) a T7 z bakteriofaga T7. K naslednému skladaniu VLP dochadza po izolacii
a purifikacii in vitro z pentametrov kapsidovych proteinov samovolne, znizenim pH, pridanim Ca%

alebo zvysenim idnovej sily. (Salunke et al., 1989)
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V stcasnosti si dostupné rézne vylepsenia BES, vyvijané aj kvoli nizkym vytazkom heterogénnych
proteinov virusového pévodu, v zavislosti od ich typu. Problémom génu pre VP1 je, Ze obsahuje 32 %
kodénov zriedkavo vyuzivanych E. coli. Signifikantné zvySenie mnoZzstva ziskaného VP1, oproti pévodne
vyuzivanému kmenu E. coli RB791, bolo dosiahnuté vyuzitim kmeria RosDS a vektoru ptacVP1. Vyhoda
RosDS spociva v tom, Ze obsahuje plazmid s génmi pre tRNA zriedkavo sa vyskytujicich kodénov ATA,
AGG, AGA, CTA, CCC, GGA, ¢im sa ich mnozstvo znizi na 20 %. Napriek tomu, Ze Ciasto€nd optimalizacia
vyuzivanych koddénov pre bakteridlny systém sa ukazuje ako krok sprdvnym smerom, nahradenie
vSetkych netypickych koddnov je zbytocné. Alternativu ptacVP1 predstavuje vektor pGEXVP1, kedy je
ako znacka VP1 proteinu pridana Glutathion S transferaza (GST), ktora napriek nizs$im vytazkom prinasa
znacné cCasové Uspory pri izolacii metdédou GST afinitnej chromatografie. (Chuan et al., 2008) Hlavnu
nevyhodu BES predstavuje nespravne skladanie proteinov a hromadenie endotoxinov v produktoch,
znemoziujuce ich efektivne vyuzitie na produkciu terapeutik. Tato nevyhoda vsak nebrdni skimaniu
odpovede organizmu na antigény MCPyV a aplikovaniu ziskanych poznatkov v diagnostike. Fuzovany
GST-LT antigén pripraveny v E. coli bol pouzity na urcenie mnoZstva protildtok proti LT MCPyV,
pritomnych v sére pacientov pri prvotnom vysSetreni a suvis ich hladiny s prognézou MCC. Protilatky
proti LT boli u zdravych jedincov detegované len velmivzacne, na rozdiel od pacientov s MCC. Po liecbe
dochadzalo k vyraznému znizeniu protildtok proti LT, ak v sére pacienta pretrvavali protilatky
namierené na LT viac ako 12 mesiacov po diagnostike, znacilo to postup alebo ndavrat ochorenia.
(Samimi et al., 2016) S tymto zistenim koreSponduju aj vysledky studie Paulsona a kolektivu, hlasiace
zniZujlce sa hodnoty séropozitivity na onkoproteiny ako vylucujuci faktor znovuobnovenia tumoru po
prvom vylieceni, zatial ¢o ich narastajuce hladiny v 66 % vyustili do recidivy nadoru. (Paulson et al.,

2017)

3.1.2.2 Bakulovirusovy expresny systém

Bakulovirusy su patogény hmyzu vyuZivané ako expresné vektory cudzorodych génov. Cirkularny
dsDNA gendém najpouzivanejSieho z nich, virusu nuklearnej multi polyhedritidy Autographa californica
(AcMNPV) z rodu Alphabaculovirus, obsahuje v zavislosti od kmera 133894 bp (C6)(2018) a 133966 bp
(E2) (spomenuté bezne vyuZivané). (Maghodia et al.,, 2014) V prirode tvoria dva typy viridnov:
odvodené od okltznych telies (OBV) a vytvorené pucanim (BV). BV pucia z plazmatickej membrany,
obsahuju jednu kdpiu gendmu a st vyuZzivané na infekciu okolitych buniek organizmu. OBV sa vytvaraju
v jadre a vo vonkajSom prostredi preZivaju vo vnutri proteinovych okldznych teliesok s polyhedralnou
Strukturou, desiatkami kdpii gendmu a zabezpecuju horizontalny prenos. Nukleokapsidy su ulozené
v matrix tvorenej polyhedrinom a proteinom p10, zodpovednym za odchod z jadra. (Carpentier and

King, 2009) Larvy rodu Lepidoptera skonzumuju oklizne telieska z prostredia, v alkalickom pH ich
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traviaceho traktu dochadza k uvolneniu OBV a infekcii jedinca. Virus sa v larvach Siri prostrednictvom
BV a nakoniec sp6sobuje rozpad lariev, ¢im sa dostavaju okluzne telieska z jadra do okolia a dochadza
k dalSiemu Sireniu virusu. (Rohrmann, 2013)

Zatial ¢o pre tvorbu OBV su polyhedrin a p10 esencidlne, na infekciu kultur buniek pomocou BV nie su
nutné. Preto je moziné vyuzit, Zze v poslednych fazach Zivotného cyklu (podrobnejsie zhrnuté v
(Rohrmann, 2013)) dochadza k ich masivnej produkcii vdaka silnym promdtorom polh a p10, ¢o je
zakladom tohto expresného systému. V laboratérnych podmienkach su teda gény pre polyhedrin a p10
nahradzované génmi pre skiimané cielové proteiny. Dal$imi komponentmi pévodne byvali vhodny
transferovy vektor s génom zdujmu a kultira hmyzich buniek prirodzene infikovanych AcMNPV, do
ktorych genému sa integruje cielovy gén homologickou rekombinaciou, a to tak, Ze v transferovom
vektore je umiestneny medzi rovnakymi sekvenciami, ako gén pre polyhedrin alebo p10 v zavislosti od
vyuzivaného promatoru. Prvotne po popisani tohto systému bola vyuzivana rekombinacia na vlozenie
zvolenych génov do gendmu priamo v hmyzich bunkdach, ¢o vsak predlZzovalo proces na 6-8 tyzdrov.
Revollciu prinieslo predstavenie kyvadlového vektoru bacmidu, do ktorého sa miestne Specifickou

transpoziciou vkladaju gény v E. coli, ktory priniesol 6-nasobné zrychlenie. (Luckow et al., 1993)

transformaci
TnfR EEN  Trll
Gent” oA~ Amp"
Transferow vektor
Bakterialna bunka

Hmyzia bunka

Obrazok 4: Princip produkcie proteinov zaloZeny na miestne Specifickej transpozicii pomocou Tn7 miest.
Prebraté a preloZené z (Trowitzsch et al., 2010). Cielovy gén je umiestneny v transferovom vektore
medzi Tn7 miestami. Bakteridlna bunka je transformovand transferovym vektorom a prebieha v nej
miestne $pecifickd transpozicia do bacmidu (BAC). Uspesne transformované bakteridine bunky su
selektované pomocou rezistencii ku Gentamycinu a Ampicilinu, bacmid je potom izolovany a vyuZity na

transfekciu kultivovanych hmyzich buniek, kde prebieha produkcia cielového proteinu.

Na dosiahnutie expresie viacerych proteinov sucasne sa vyuziva systém Multibac. (Berger et al., 2004)
Gény zaujmu su vioZzené do donorovych vektorov pomocou rekombinacie alebo restrikénych
endonukledz aligdzy, ktora katalyzuje vytvaranie fosfodiesterovej vazby fosfatovej kostry DNA.
V skratke su restrikéné endonukleazy enzymy bakteridlneho povodu, ktoré ich vyuZivaju na obranu
proti virusom. Kazdy z tychto restrikénych enzymov stiepi Specificki sekvenciu nukleotidov a tak nici

gendmy virusov infikujucich danu baktériu. Extenzivne sa vyuZivaju v génovom inZinierstve, kde su
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pripravované sekvencie s 5' a 3' koncami kompatibilnymi ku vektorom, nastiepenym pomocou
izolovanych bakterialnych restrikénych endonukledz. Vdaka tejto kompatibilite stadi zmiesat cielovy
upraveny gén s vektorom a ligdzou, vysledkom je plazmid s vloZzenou sekvenciou.

Sekvencie jedného alebo viacerych donorovych vektorov su spojené s akceptorovym vektorom
pomocou Cre-Lox rekombindcie. Enzym Cre je rekombindza, ziskand z bakteriofaga P1, vytvarajlca 6
nt dlhé ustupujuce konce, svolhou OH skupinou na 5' konci medzi Lox miestami. V obidvoch
sekvenciach, ktoré sa maju rekombinovat sa nachadzaju miesta LoxP. Cre zabezpecuje spojenie dvoch
plazmidov obsahujucich LoxP do jedného konstruktu vyuzitim volnej OH skupiny, pricom je loxP cielene
umiestnené medzi Tn7R a Tn7L miesta (vid" dalej). Kazdy z plazmidov obsahuje aj rezistenciu voci
nejakému antibiotiku ktoré potom sluzia na selekciu.

Dalej su baktérie E. coli, obsahujuce vektor odvodeny z bakulovirusu oznacovany ako bacmid,
transformované fluzovanymi akceptorovymi plazmidmi pomocou enzymu transpozazy. (Obrazok 4)
Transpozaza katalyzuje vkladanie cielovych génov umiestnenych medzi Tn7R a Tn7L do mini-attTn7
miesta v bacmide. AttTn7 miesta bacmidu, kam ma byt fuzovany akceptorovy plazmid integrovany, sa
nachadzaju v géne LacZ operdnu kédujucom B-galaktosidazu (B-gal). B-gal je enzym schopny Stiepit
substrat X-gal na galaktézu a indolové skupiny, ktoré po odstiepeni dimerizuju a vytvaraju modru
zrazeninu. Ak dojde k spravnej transpozicii, gén B-gal sa poskodi, vysledny enzym nie je schopny stiepit
X-gal a modry produkt nevznika. Po poskytnuti tohto substratu baktériam E. coli je mozné selektovat
klony s Uspesne vlozenym génom podla bielej farby. Naopak, nesprdvne vlozené gény vytvaraju modré
koldnie.

Selekcia baktérii mdze prebiehat aj pomocou proteosyntézu inhibujicich antibiotik kanamycin,
gentamicin a tetracyklin. (*Wilson, 2014) V principe obsahuje kazdy z pouZitych donorovych aj
akceptorovych plazmidov génovu kazetu, ktord mu zabezpecuje rezistenciu voci nejakému antibiotiku.
Po skombinovani plazmidov kddujucich rezistencie do jedného bacmidu, dostdvaju baktérie Specificky
set vlastnosti, umozZnujuci len kolénidm so vsetkymi cielovymi inzertmi prezit kultivaciu na médiu
obsahujicom antibiotika.

Po selekcii a izolacii z E. coli si Multibac bacmidy pouZzité na infekciu hmyzich buniek, kde prebieha
expresia skimanych proteinov. Najpouzivanejsie linie hmyzich buniek si odvodené od Spodoptera
frugiperda (Sf). P6vodna linia je zndma ako Sf-21 a dalSie bezne vyuzivané su jej pribuzné Sf9, Super 9
a $f900+. (Maghodia et al., 2016)

Vyhodou bakulovirusového expresného systému je bezpeénost kedZe nie si schopné spdsobovat
patogenitu u cicavcov. Na druhej strane je produkcia rekombinantnych proteinov v tomto systéme
relativne ¢asovo narocnd a glykosilacia proteinov hmyzu sa od tej cicavcej lisSi. Hmyz produkuje
jednoduché N-glykany s termindlnou mandzou na rozdiel od zlozZitejSich s obsahom kyseliny sialovej

u cicavcov. Tieto rozdiely mozu spdsobovat u ludi alergické reakcie.
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3.1.2.3 Fibroblasty

Ludské dermdlne fibroblasty, vyskytujlice sa na hranici dermis a epidermis, boli identifikované ako
prirodzené hostitelské bunky MCPyV, poskytujuc tak modelovy systém, na Studium jeho dosial
podrobne nezmapovaného Zivotného cyklu. (Liu et al., 2016a) Na kultivaciu in vitro je bunkdm
poskytovany epidermalny rastovy faktor (EGF) a rastovy faktor fibroblastov (FGF), ktoré pomahaju
vstupu MCPyV do buniek. (Liu et al., 2016b) Sérum z plodov hovaddzieho dobytka (FBS) nasledne
dodané do kultivatného média stimuluje diferenciaciu fibroblastov a tym podnecuje transkripciu
a translaciu virusu. Starnuce a poskodené fibroblasty maju zvySenu expresiu MMP, prispievajucu k
rozpadu extraceluldrnej hmoty (ECM), ¢o pomdha infekcii MCPyV. Napriek tomu, Ze hostitelské
dermalne fibroblasty sa nachadzaju v blizkosti spodnych vrstiev epidermis, je DNA MCPyV
detekovatelnd na povrchu koze. Mechanizmus postupu maturovaného viriénu vrstvami nie je doteraz
popisany no hypotézy zahriiuju prenos potnymi a mazovymi zlazami, kedZe sa ukazuje, Ze tento virus
infikuje fibroblasty vo vlasovych folikuloch, kde sa MC beine nachddzaju, ako aj postup zni¢enych
infikovanych fibroblastov spolu s diferencujucimi sa okolitymi bunkami. (Liu et al., 2016a; Nemeth et
al., 2016) (Obrazok 5)

MCPyV dokaze vstupovat do rdznych typov buniek vratane MC, keratinocytov, dermalnych
a epidermalnych fibroblastov. Pravdepodobny model vytvdrania MCC popisuje, Ze zatial ¢o vo
fibroblastoch nachdadzajucich sa v dermis MCPyV dokondi Zivotny cyklus a spésobuje rozpad buniek
s virusovymi Casticami, v ndhodne infikovanych okolitych MC, nie je virus schopny vytvorit virusové

potomstvo, nasledkom ¢oho mézZe dochadzat k transformacii buniek.
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Model 2

1 Polyomavirus merkelowych
buniek

-&'— Fibroblast

. Merkelova bunka
Current Opinkon in Virology
Obrdzok 5: Modely infekcie MCPyV a vytvorenia MICC. Prebraté z (Liu et al., 2016b) a preloZené. Model
1: Fibroblasty infikované MCPyV su transformované a vznikd MCC. Model 2: Merkelove bunky su
infikované ndhodne kvéli ich polohe asu transformované, kedZe predstavuju slepu ulicku pred

dokoncenim Zivotného cyklu virusu.

Medzi vyuZivané linie patria napriklad BJ fibroblasty, stabilne exprimujice podjednotku [fudskej
telomerdzy s reverzne transkriptdzovou aktivitou (hTERT), vdaka ktorej su bunky imortalizované.
(Bodnar et al., 1998) Zdravé bunky su schopné sa rozdelit len urdity pocet krat, pricom pri kazdom
deleni dochddza ku skracovaniu telomér linedrnych chromozémov. Postupnd degradacia koncov
chromozdémov pokracuje az dovtedy, kym nie je prekrocena ista hranica, co vedie k prechodu do fazy,
v ktorej uz neprebieha delenie. Telomeraza je enzym, schopny podla vlastnej vzorovej matrice
nasyntetizovat repeticie, vyskytujlce sa v telomérach, ¢im zabranuje degradacii koncovych sekvencii.
Vo vacsine somatickych fudskych buniek vsak nie je exprimovand a tak dochddza k starnutiu buniek.
V BJ-hTERT je mozné exprimovat T antigény MCPyV prostrednictvom retrovirusov, pripravenych
v 293T bunkach, do ktorych boli zavedené plazmidy s génmi pre sT alebo LT. (Cheng et al., 2013) Ako
potencidlny zvieraci model boli identifikované potkanie fibroblasty ktoré umoziuju vstup
chimérického MCPyV a transkripciu jeho véasného regionu. (Liu et al., 2018) Chiméry boli pripravené
nahradenim casti MCPyV promodtoru SV40 sekvenciou, zodpovednou za pozitivnu reguldciu
transkripcie véasného regidnu. Limitujicim faktorom je vsak neschopnost virusu dokondit v potkanich
fibroblastoch replikacny cyklus. Perspektivou do buducnosti je dalsie prisp6sobenie sekvencie MCPyV

napriklad s pouZzitim novo objavenych polyomavirusov potkanov.
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3.1.2.4 293TT bunky

Pseudopartikule MCPyV su tvorené kapsidovymi proteinmi VP1 a VP2 s internalizovanym ndkladom
nahradzujicim gendm. Prave ich schopnost uzatvarat do vnutra plazmidy so spravnou velkostou, z nich
robi vhodné génové vektory. 293TT bunky, vyuZivané na ich produkciu, si odvodené z ludskych
embryondlnych buniek obli¢iek (HEK-293T) sintegrovanym genémom opi¢ieho virusu SV40
a plazmidom kédujucim cDNA SV40 LT antigénu, vdaka ¢omu dochadza k transkripcii plazmidov
s prométorom SV40. (Buck et al., 2004) Na propagdaciu MCPyV vsak nie je idedlna, preto bola kvéli
zvyseniu vytazkov vytvorena linia 293-4T, ktora konstitutivne exprimuje LT asT tohto virusu.
(Schowalter et al., 2011) Najprv boli 293-TT bunky transfekované plazmidom s sT, ktory je pre bunky
toxicky a v druhom kroku bol do klonov stabilne exprimujucich sT zavedeny aj LT plazmid. Bunky su
sucasne transfekované pwM2m a ph2m, obsahujucimi koédujuce sekvencie pre VP1 a VP2 (v danom
poradi), s kodonmi modifikovanymi na expresiu v cicavéich bunkach. To dava vznik VLP, produkcia
pseudopartikuli vyZzaduje naviac pridanie plazmidu s cielovym génom. 48 hodin po transfekcii si bunky
rozlozené akapsidy sa samostatne skladaju pricom do vnutra inkorporuju cielové plazmidy.
Pseudopartikule su vyuzivané na zistovanie vyskytu virus neutralizaénych protilatok proti MCPyV
v populdcii. (Pastrana et al.,, 2012) Na blokovanie transdukéného potencidlu bol vytvoreny
neutralizacny test s pouZitim génu luciferdzy rodu Gaussia, ako reportéru vykazujiceho vysoku citlivost
pod SV40 Ori. Ked' st 293-TT bunky infikované MCPyV pseudopartikulami, dochadza vdaka LT SV40 k
transkripcii luciferazy a emisii svetelného signalu. Ak sa ¢lovek v minulosti nakazil MCPyV, vo svojom
sére ma Specifické virus-neutralizacné protilatky, ktoré sa naviazu na pseudopartikule atym im
zabranuju vo vstupe do buniek. Vo vysledku tak nedochadza ku expresii luciferazy a nevznika svetelny
signal. 293-4T boli vyuzité na identifikovanie glykosaminoglykany a sialylované glykany obsahujucich
receptorov ako nutnych pre naviazanie na bunky a infekciu MCPyV (Schowalter et al., 2011). Tato linia
tiez umoznuje replikaciu wt MCPyV, vdaka ¢omu je vhodna na vytvdranie kompletnych infekénych
viriénov, ktoré mozno porovnat s modifikovanymi umelo pripravenymi pseudoviriénmi a Studovat
funkcie upravenych komponentov. (Schowalter and Buck, 2013b) Naviac pomohol MCPyV, pripraveny
v 293-TT bunkiach, identifikovat potkana ako potencialny zvieraci model na $tudium onkogénnych
prejavov a vyvinu MCC. (Liu et al., 2018) Pseudopartikule boli tiez vyuzité v snahe zistit tropizmus
MCPyV, Co je vsak v in vitro podmienkach nerealizovatelné. Dévodom je, Ze laboratornom prostredi
dochadza k modifikaciam vlastnosti buniek pocas vytvarania imortalizovanej kultury. Tento fakt
vyplyva z vysledkov, dosiahnutych po Uspesnej infekcii MCPyV réznych linii rakovinovych buniek, ktoré

v in vivo prostredi nie si tomuto virusu pristupné. (Schowalter et al., 2012)
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3.2 Invivo

Délezitou sucastou vedeckej ¢innosti, spojenej so skimanim vyvinu a priebehu chordb, je simulécia
patogenity v komplexnych Zivych sustavach. Vyber mysi ako modelového organizmu je zakoreneny vo
vlastnostiach idedlnych pre laboratérne podmienky. Napriek tomu, Ze tento cicavec je fylogeneticky
znacne vzdialeny od ¢loveka, vyhody predstavuju napriklad kratka generaéna doba, velkost a financne
nenarocny chov. Vyznamnymi modelovymi systémami, v ktorych su sledované vplyvy antigénov

spbsobujucich zavainé ochorenia u ludi su xenogénny mysi model a transgénne mysi.

3.2.1 Transgénna mys

Jednym z extenzivne vyuZivanych spdésobov ziskavania transgénnych mysi, je pomocou injekcie
embryondlnych kmenovych (ES) buniek s kazetami kédujucimi skimané gény. ES bunky sd najprv
ziskavané z mysich blastocyst, dalej je ich génova sekvencia vhodne zmenend a nasledne su prijaté
dalSou blastocystou. Na ulahcenie identifikacie chimér sa pouZzivaju blastocysty rozdielne sfarbenych
mysi aby bolo rozliSenie mozné vizudlne. (Obrazok 6) Mysi z embryi transfekovanych ES su potom
krizené s kontrolnymi jedincami na dosiahnutie vertikdlneho prenosu cielovych génov. Takto ziskané

heterozygotné jedince su krizené medzi sebou a vznikaju homozygoti.

Obrdzok 6: Chimérické mysi. Prebraté z https://www.rockefeller.edu/transgenics/links-

guidelines/quidelines-for-chimeric-coat-color-estimation/. Blastocysty mysi s ciernym koZuchom
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injikovné génmi z ES buniek agouti sfarbenych mysi. Mys A mad gén z agouti mysi v 70 - 100 % buniek,
B md agouti fenotyp z 50-70 % a v mysi C je cudzi gén pritomny len v maximdlne 30 % somatickych

buniek.

Druhd, historicky starSia, metdéda je postavend na priamej injekcii volnej DNA do pronucleu
oplodneného jednobuneéného embrya. Tam dochddza k ndhodnej, jedno alebo niekolko-nasobnej,
integracii do mysieho gendmu a DNA je potom pritomna vo vsSetkych bunkach organizmu. Spravne
transformované embryd su identifikované, napriklad pomocou PCR a ndsledne prenesené do
vajcovodov pseudo-tehotnych samiciek. Toto Stadium nastdva po pdreni mysi s neplodnym jedincom
a prejavuje sa ako klasickd gravidita, pricom jediny rozdiel je chybajtci plod. Ten je potom doplneny
v podobe vhodne geneticky upraveného embrya.

U MCPyV je na zistenie mechanizmu patogenity nutné identifikovat potencial jeho antigénov sT a LT
vytvarat nadory. Ludské MC sa nachadzaju v bazalnej vrstve pokozky, z ¢oho vychadza potreba
exprimovat skimané antigény (Ag) Specificky v bazalnej vrstve epidermis. To bolo dosiahnuté vyuZitim
promdtoru hovadzieho keratinu 5 (K5), aktivheho prave vtejto oblasti. Na detekciu je za Ag
umiestneny gén pre fluorescenény protein, podla ktorého sa da detegovat expresia sT. (Verhaegen et
al., 2015)

Elegantnym systémom na ovplyvnenie zaciatku expresie je Cre-LoxP systém. Hlavnou sucastou je
fuzovany protein Cre-ER(T2). (Indra et al., 1999) Jedna sa o spojenie Cre rekombinazy, vystepujlcej
gény medzi LoxP miestami, s vdizobnou doménou ludského receptoru pre estrogén, ktoru je désledkom
mutacie mozné aktivovat 4-hydroxy-tamoxifenom, ale nie je schopna viazat pévodny ligand. Génova
sekvencia sT alebo LT je umiestnena pod prométor K5, za reportérovy gén nachddzajuci sa medzi dvomi
LoxP miestami, kde je uml¢ana kvoli vzdialenosti od prométoru. (Obrazok 7, viavo od Sipky) Po pridani
tamoxifenu je aktivovany Cre-ER(T2) a vyStiepi reportérovy protein spomedzi LoxP miest, ¢im sa
dostdva Ag to blizkosti prométoru a dochadza k jeho expresii. (Obrdzok 7, vpravo od Sipky) Na
vytvorenie transgénnych mysi obsahujlcich obidva tieto komponenty, musia byt Ag homozygoti

krizeni s Cre-ER(T2) homozygotmi a vznikaju (Ag/Cre-ER(T2)) heterozygoti.

= e I e
ool ——— = [l 570 [on o
loxP loxP rekombinaza loxP

Obrazok 7: Cre-ER(T2) systém. Prebraté z (Verhaegen et al., 2015) a upravené. Cre rekombindza
vystepuje GFP obklopeny LoxP miestami, nachddzajuci sa pred svetlo zelenou oznacenym sT antigénom,
pod vplyvom K5 promdétoru. Vyslednd sekvencia neobsahuje GFP, ¢im sa sT dostdva z oblasti umlcanych

génov do exprimovanej oblasti, nachddzajucej sa pod Ciernou Sipkou.
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Pomocou tohto modelového systému bolo zistené, ze sT MCPyV je minimalne z ¢asti zodpovedny za
transformaciu epidermalnych buniek ale pre proliferaciu buniek uz vytvoreného MCC a jeho dalsi rast
nie je potrebny. (Angermeyer et al., 2013)(Verhaegen et al., 2017) Za hlavnu vyhodu transgénnych
mysi mozno povazovat, Ze aj napriek relativne komplexnej priprave nasledne umozZiiuji upustenie od
prace s infekénym virusom. Naviac je pomocou vyradovania niektorych génov, ¢i mutacii v génoch

mozné zistit dolezitost jednotlivych vdzobnych domén na navodzovanie patogenity.

3.2.2 Xenogénny mysi model

Xenogénne modely sU nutné na sledovanie Gcinku terapeutik na fudské tumory, pred schvalenim
klinickych testov prebieha overovanie na zvieracich modelovych organizmoch. Nie je vSak dostacujuce
pozorovat vplyv liekov na mysie tumory, aj ked su spdsobené patogénmi ludi. Prenosom ludskych
buniek do mysi je tak viditelnd priamo odpoved ludského nddoru, bez potencidlne nebezpecnych
testov na [ud'och. Potlacenie funkcii imunitného systému mysi je nevyhnutné na prijatie cudzorodych
buniek.

Transplantované bunky st umiestnené bud’ pod kozu alebo do orgdnu, kde sa tumor vyskytuje u ludi.
Vyhodu pre skimanie MCPyV predstavuje jeho primarna lokalizicia v koznych tkanivach. Dal$im
doévodom, preco su imunosuprimované mysi vhodnym prostredim pre vyskum zamerany na MCC je,
Ze tento tumor sa vyskytuje hlavne u ludi so zniZzenou schopnostou imunitnej odpovede. V praxi sa
pouzivaju tri zakladné typy mysi, ktorych imunitny systém je nejakym sp6sobom oslabeny. Jedna sa
o atymické mysi, vdzne oslabené imunodeficientné mysi (SCID) a mysi trpiace typom cukrovky,
nesposobujicim obezitu (NOD). U NOD jedincov je zhorSend imunitna odpoved monocytov, NK buniek
aj makrofagov, SCID mysi trpia imunodeficienciou spésobenou recesivne dedenou scid mutaciou
v chromozdéme 16, ovplyvnujicou rekombinaciu génov receptorov antigénov uB aT lymfocytov
a atymické mysi maju mutovany gén zodpovedny za vyvoj tymusu, ¢o vo vysledku znamenad jeho
poskodenie alebo Uplnld absenciu, vyustujicu v nepritomnost T lymfocytov. (Szadvari et al., 2016)(
*Bosma and Carroll, 1991)(Leiter et al., 1987) V pripade potreby je mozné vyuzit aj kombinacie vyssie
spomenutych linii.

Mysiam s defektnymi lymfocytmi T a zaroveri/alebo B s nespravnym vyvojom NK buniek boli vpichnuté
bunky fudskej linie, ktora vykazuje konstitutivnu expresiu véasného regiénu integrovaného gendému
MCPyV, napriklad niektora z MKL alebo WaGa. Kazda z nich ma definovany cas, potrebny na vyvoj
karcindmu v zavislosti od pouZzitej linie mysi. Konkrétne bolo pomocou kombinovanej mysej linie NOD-
SCIDy testované terapeutikum YM155, cielené na represiu expresie survivinu, ktory je ¢lenom
proteinovej rodiny, zabezpecujucej inhibiciu apoptdzy. (Arora et al., 2012) Vplyvom MCPyV je survivin

exprimovany vo velkej miere a pomaha proliferacii transformovanych buniek, naviac sa ukazuje ako
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nevyhnutny, pre prezitie buniek MCC. Na tomto priklade je viditelna délezitost in vivo modelov
a rozdiely vplyvov lie€iv v Zivych sustavdach, oproti in vitro izolovanym liniam buniek. Zatial ¢o odpoved
bunecnych linii pozitivnych na MCPyV in vitro bola apoptdza, v mysiach s transplantovanymi MKL-1
bunkami sposobuje YM155 v in vivo podmienkach spomalenie rastu tychto nadorov. Absencia
niektorych buniek imunitného systému predstavuje problém, kvéli ktorému nie je mozné sledovat
autentickd odpoved imunitného systému. Model humanizovanej mysi na studium MCPyV zatial nebol
testovany. Napriek tomu, sa pomocou buniek WaGa a MKL-1 linii, podkozne implantovanych do SCID
mysi, podarilo vytvorit model zamerany na S$tudium tvorby metastdz pochadzajicich z MCC
sposobeného MCPyV. (Knips et al., 2017) Tumor v mysiach spontanne metastazoval do ich pluc a jeho
bunky sa rozsirili aj do kostnej drene akrvi. Metastdzovanie postupovalo rychlejSie u mysi
s implantovanymi bunkami WaGa, kde sa nddory v plicach vyskytovali vo vda¢Som pocte a bola
pozorovanad koreldcia medzi objemom nddorov a dobou prezitia prijemcov WaGa v porovnani s MKL-1

mysSami.

4  Modelové systémy na Studium Papilomavirusov so zameranim na HPV 16

4.1 Invitro

4.1.1 Raftové kultury

Raftové kultury poskytujd jediny systém in vitro, ktory umozZnuje produkciu infekéného HPV v jeho
prirodzenom prostredi a daju sa Studovat udalosti ovplyviujice cyklus HPV behom diferenciacie
buniek. Jedna sa o zjednodusenu simulaciu tohto organu, ktorej vytvorenie bolo nevyhnutné jednak
z etického hladiska a tiez kvoli jej komplexnosti.

Ludska koZa sa sklada z dvoch zakladnych vrstiev: dermis a epidermis. (*Eckhart et al., 2013)( *Menon,
2002) Dermis je spodna vrstva, zloZena primarne z komponentov extracelularnej hmoty a fibroblastov,
okrem nich sa tam nachadzaju napriklad mazové Zlazy a bunky imunitného systému. Nad nou je
umiestend epidermis, ktorej priblizne 95 % tvoria keratinocyty, doplnené Merkelovymi bunkami,
melanocytmi a Langerhansovymi bunkami (antigén prezentujuce bunky). Spodna vrstva keratinocytov,
oznacovana stratum basale, je v priamom kontakte s bazalnou membranou a jej bunky su ako jediné
schopné delenia. Nad fiou zacina diferenciacia keratinocytov v stratum spinosum, ktorej vrchné bunky
naberaju obdiZnikovy tvar a rozpada sa obal jadra. Produkcia keratinu je zna¢ne zvy$end v bunkach v
stratum granulosum a zacina sa rohovatenie pokozky. V poslednej vrstve, stratum corneum, su
pritomné termindlne diferencované keratinocyty tiez oznafované ako korneocyty, vznikajuce

Specifickym typom bunecnej smrti. Vrchna vrstva korneocytov sa kontinualne odlupuje a funguje ako

20



prvotna bariéra medzi vonkajsim prostredim obklopujicim ¢loveka. Tieto charakteristické znaky nie je
mozné vytvorit v stabilnej, nemeniacej sa kultdre.

Prvym krokom vo vytvarani raftovej kultury je inkubacia mysich fibroblastov s vlaknami kolagénu 1.
(Asselineau and Prunieras, 1984) Tieto dve zlozky davaju vznik zakladnej mriezke vo forme gélu,
pouzivanej ako ekvivalent dermis. Gél je preneseny na kovovu mriezku kde je nasledne pridana
suspenzia ludskych epidermdlnych buniek avznikd matrica, konfluentne osidlenda keratinocytmi.
Dermalne fibroblasty sa tu nedelia asluzia len ako zdroj rastovych faktorov a dalSich Zivin pre
keratinocyty. Umelo vytvoreny komplex dermis a epidermis je umiestneny v kultire tak, aby bola
dermis na rozmedzi vzduchu a média. Tato poloha umoznuje fibroblastom Cerpat Ziviny z média
a nasledne vyZivovat nad nimi rastice keratinocyty. (Mccance, 1988) (Obrazok 8) Vysledkom je
zjednodusena verzia koze, ktord obsahuje diferencujice a odlupujuce sa bunky, exprimujuce Specifické
cytokeratiny pre kazda vrstvu, ateda Stadium svojho vyvoja. (Anacker and Moody, 2012) Naviac
poskytuje in vitro systém na rekonstrukciu udalosti pocas infekcie virusmi, ktorych Zivotny cyklus je
zavisly na diferencidcii keratinocytov, ako u rodiny HPV. (Bedell et al.) Na studium HPV 16 staci pouzit

keratinocyty ktoré obsahuju tento virus v epizomalnej alebo integrovanej forme.

I vitro diferenciacia epitelidlnych buniek v raftove]j kulture
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Obrdzok 8: in vitro diferencidcia epiteliglnych buniek v raftovej kulture, prebraté z (Mccance, 1988) a
preloZené. Na gélovy kolagénovy raft, ponoreny v médiu su vysadené epitelidine bunky. Ked' kultura

dosiahne stadium jednoliateho osidlenia kolagénového ekvivalentu dermis, je presunutd na kovovu
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mriezku. Tam je umiestnend na rozmedzie tekutého média a vzduchu, priCom Ziviny postupuju zo
spodku cez kolagénovy raft s fibroblastmi aZ ku keratinocytom, v ktorych je indukovany proces

diferencidcie.

Dal3ia metdda, na vytvorenie raftovej kultdry je pomocou dvojkomorovych misiek. (Lambert et al.,
2005) Vonkajsia je hlboka s takym mnoZstvom média pre fibroblasty, aby na nom plavala vnutorna
miska s priepustnym dnom, obsahujlca novo vytvorenu obdobu dermis z fibroblastov. Takto pociatok
kultiry dozrieva priblizne Sest dni. Nasledne st do vnatornej misky vysiate HPV 16 transformované
keratinocyty a médium vo vonkajsej je vymenené za vhodné pre nasadanie tychto buniek, opat tak,
aby na iom plaval komplex dermis-epidermis. Nové médium je pridané po dvoch drioch. Styri dni po
iniciacii kultary su do vonkajsej misky vloZzené bavinené tampdny, zaliate médiom indukujicim
rohovatenie keratinocytov, pricom sa v iom uz vrchna miska nevznasa. Keratinocyty maju pristup ku
vzduchu a su vyZivované len z latok, postupujucich od nasiaknutych tampénov cez fibroblasty. Toto
médium je o dva dni odsaté a pridany je rovnaky roztok, no v mensom mnoistve, ¢o sa opakuje kazdy
druhy den az do ukoncenia kultivacie po priblizne dvoch tyZzdnoch od zaciatku experimentu.

Jednou z extenzivne vyuzivanych buniek st fudské spontanne transformované NIKS bunky. Ich hlavnou
vyhodou je prediend Zivotnost bez virusovej infekcie, vdaka ¢omu je mozné ich pouzit ako
reprezentdciu zdravého epitelu v dlhsej Studii. Epitel vytvoreny z HPV 16 transformovanych NIKS
buniek je oproti neinfikovanému hrubsi, pravdepodobne kvéli spomalovaniu procesov diferenciacie
tymto virusom, ¢o vo vysledku predlZzuje dobu nutnu na odlUpnutie najvrchnejsej vrstvy. TieZ vykazuje

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

4.1.2 Bunecné linie odvodené od nadorov asociovanych s HPV 16

CaSki linia bola odvodena z metastdzy karcindmu kréka maternice do mezentéria tenkého Creva a jej
bunky obsahuju v priemere 500 integrovanych képii HPV 16 gendmu, vo forme tandemovych repeticii.
(Pattillo et al., 1977) Integrovana DNA sekvencia virusu je bud kompletna bez poskodeni, predizena
nasledkom tandemovej repeticie 3' véasného regiénu alebo jej chyba 1,4 kpb LCR. (Baker et al., 1987)
SiHa linia pochadza znddoru dlazdicovitého epitelu krcku maternice (SCC) ajej bunky maju
integrovanu 1-2 képie s poskodenymi E2 a E4 ORF, naviac su tieto dva ORF zlu¢ené do jedného
nasledkom delécie. (Friedl et al., 1970) (Baker et al., 1987) Rozdielne verzie genédmov v bunkach tychto
nadorov potvrdzujd, Ze celkova sekvencia nie je nutna na transformaciu ludskych buniek.

W12 je linia keratinocytov odvodena od intraepitelidlnej neoplazie krécku maternice prvého stupna
(CIN1). (Stanley et al., 1989) Bunky st morfologicky normalne keratinocyty, maju viak predizenu

Zivotnost a obsahuju priblizne 100 képii DNA HPV 16 v epizomalnej forme na bunku. Po transplantacii
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do atymickych mysi, st schopné vytvorit diferencujici sa epitel s histologickymi znakmi pévodného
vzorku Zivého epitelu, z ktorého boli odvodené. Zatial o na zaciatku pasdzovania, obsahuju W12 bunky
HPV 16 gendm v extra-chromozomadlnej forme, s narastajucim poc¢tom duplikacii dochadza k postupnej
integracii HPV do hostitelského gendmu a dereguldcii expresie hlavnych onkoproteinov. (Pett et al.,
2006) Je to z toho dovodu, Ze pri integracii dochddza ku poSkodeniu génu pre protein E2, fungujuci ako
represor transkripcie skorého regiénu HPV16. Uplna deregulacia expresie proteinov virusu E6 a E7,
ktoré spdsobuiju predizend Zivotnost napadnutych buniek, je pozorovatelna a7 po strate vietkych kdpii
gendmu virusu exprimujtcich E2 protein. Co sa tyka kultiva¢nych podmienok, je nutné prisadnutie na
vrstvu mysich fibroblastov, ktora ich ,kfrmi“. (¥*Llames et al., 2015) Jedna sa o bunky, so zastavenym
Zivotnym cyklom pomocou radidcie alebo pouzitim mitomycinu C, neschopné delenia, ktoré vylucuju
rastové faktory, potrebné pre proliferaciu W12.

Okrem cervikalnych linii buniek SCC boli vytvorené linie odvodené od SCC hlavy a krku (SCC-HN) aj ked'
v znacne nizSom pocte. Patria medzi nich UD-SCC-2, UPCI:SCC90, UM-SCC47, 93-VU-147T. Bunky linii
UPCI:SCC90, UM-SCC47, 93-VU-147T maju geném HPV 16 integrovany do svojej DNA, zatial ¢o forma
HPV 16 gendmu v UD-SSC-2 nie je zndma avSetky z nich exprimuju E6 a E7 proteiny HPV 16.
V porovnani s HPV 16 negativnymi keratinocytmi SCC hlavy a krku bola v HPV 16 pozitivnych bunkach
SCC pozorovatelna rozdielna expresia mikroRNA, sp6sobena E6 proteinmi. (Wald et al., 2011)

Tieto linie nachadzaju vyuzitie ako pozitivhe kontroly, napriklad pri identifikacii buniek infikovanych
HPV 16. Oproti epizomalnej forme HPV 16, dochadza v bunkach pri zaéleneni virusu do hostitelského
gendmu ku zvySenej produkcii hlavnych onkogénov E6 a E7, vdaka zvySenej stabilite ich mRNA
transkriptov. (Jeon and Lambert, 1995) K produkcii virionov tu nedochdadza v désledku integracie
gendmu virusu do hostitelskej DNA, ¢o vylucuje ich aplikaciu vo vyskume zameranom na kompletny

Zivotny cyklus HPV 16.

4.1.3 HPV 16 podobné partikule

Podobne ako u MCPyV sa aj u HPV 16 pouZivaju na jeho studium VLP, produkované analogicky ako VLP
polyomavirusov. Jedna sa o samovolne zloZené proteiny neskorého regionu L1, vytvarajlce autenticku

HPV 16 kapsidu. (Obrazok 9)
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Obrdzok 9: model kapsidy HPV 16 zloZenej z 360 kdpii L1 proteinu, oznaceného modrou farbou,
usporiadaného do penta- a hexavalentnych pentametrov. Prebraté z
http://virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php Pvirus=hpv a upravené.

Vdaka schopnosti VLP indukovat imunitni odpoved, je moziné tieto Castice aplikovat v zistovani
séroprevalencie populdcie. V snahe identifikovat pévod HPV u deti, boli VLP pouZité napriklad na
testovanie hypotézy prenosu protilatok proti HPV z matky na dieta, ktord sa vsak neukdzala ako
spravna. (Marais et al., 2007)

Vyznam VLP je u tohto virusu okrem zistovania séroprevalencie protilatok proti HPV hlavne v tvorbe
vakcin. Momentdlne su na trhu dostupné tri schvalené vakciny. Prvou z nich je bivalentna vakcina
Cervarix™, poskytujuca preventivnu ochranu pred HPV 16 a HPV 18 prostrednictvom indukcie tvorby
neutraliza¢nych protilatok, proti hlavnému kapsidovému proteinu obidvoch tychto virusov. (Monie et
al., 2008) Cervarix™ obsahuje VLP HPV 16 aj 18, pripravené v bakulovirusovom expresnom systéme,
spolu s pomocnou latkou. Bakulovirusovy expresny systém sa tu pouZiva rovnakym sposobom, ako je
vysvetlené v podkapitole 3.1.2.2 s tym rozdielom, Ze je produkovany L1 protein HPV 16 a 18. Druha
schvalena vakcina, Gardasil, je kvadrivalentna ¢o znaci, Ze poskytuje preventivnu ochranu pred Styrmi
HPV — 6, 11, 16 a 18. Tak isto ako Cervarix™, obsahuje VLP zloZené z L1 proteinu HPV virusov, proti
ktorym ma poskytovat prevenciu. HPV 6, 11, 16 a 18 VLP pre tuto vakcinu su produkované
v Saccharomyces cerevisiae expresnom systéme. Kvasinky vhodného kmena S. cerevisiae su
transformované plazmidom s L1 génom pod vplyvom promdtoru GAL1O, aktivneho v pritomnosti
galaktdzy. Pridanim galaktézy je indukovana expresia L1 a po izoldcii sa tieto proteiny samostatne

skladaju do HPV VLP. (Park et al., 2002) Okrem SCC kr¢ka maternice, s ktorym su asociované hlavne
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karcinogénne typy HPV 16 a 18 zabezpecuje Gardasil prevenciu voci genitdlnym bradaviciam,
pritomnych u priblizne 65 % sexudlne aktivnych os6b vratane muZov, ktoré su spdsobované
neonkogénnymi HPV 6 a 11. (Giuliano et al., 2010) Tretou z licencovanych preventivnych vakcin je
nonavalentny Gardasil 9. (Joura et al., 2015) Tato vakcina druhej generacie obsahuje 9 typov VLP,
konkrétne VLP HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 a 58, vdaka ktorym poskytuje v Eurdpe ochranu pred
90,9 % rakoviny, spojenej s HPV infekciou.(Zhai and Tumban, 2016) Jedinym rozdielom oproti

kvadrivalentnému Gardasilu je vyssi pocet VLP.

4.2 Invivo

4.2.1 Transgénna mys

V transgénnych mysiach, zameranych na modelovanie mechanizmov, vyuzivanych proteinmi skorého
regionu HPV 16 na spbésobovanie fudskych ochoreni, bola indukovana ich expresia. Ide o E5, E6 a E7,
ktorych funkcie su spdjané s transformdaciou buniek a navodzovanim patogenity, na zéklade in vitro
studii. V tomto systéme boli pouzivané plazmidy, s prométorom keratinu 14 s pridanym E5/6/7 génom
a N termindlnou znackou proteinu pred polyadenylacnym signdlom. Promdtor keratinu 14 bol
strategicky zvoleny, kvoli jeho expresii v dlazdicovitom epiteli. (Choi et al., 2010) Takéto mysi su
generované vpichnutim plazmidovych konstruktov do oplodnenych vajicok FVB/N mysi, podobne ako
u vyssie spominanych MCPyV transgénnych mysi. FVB/N mysi su ideélne pre vytvaranie transgénnych
jedincov hlavne vdaka zva¢senym pronukleom oplodnenych oocytov, zna¢ne ulahcujucich injekciu
cudzorodej DNA. (Taketo et al., 1991) V pripade expresie E5 proteinu, bola pozorovana zvysena miera
DNA syntézy v hornych vrstvach epitelu a deregulovana spomalena diferencidcia keratinocytov. Linie
mysi ziskané z povodného jedinca s nizkou frekvenciou integrovanych képii E5, vykazovali relativne
pomaly sa vyvijajuce nddory koZe, zatial ¢o so zvySujucim sa poctom integrovanych génov, bol
fenotypovy prejav horsi, u vacsiny letdlny u? v obdobi tesne po narodeni. Uloha E5 pocas HPV 16
infekcie je zavisla na pritomnosti receptoru EGF. (Williams et al., 2005) Gény pre E6 a E7 sa prekryvajq,
preto je nutné na konstrukciu plazmidu pouzit ich cely ORF. Ak je cielom sledovat jeden z tychto
proteinov, je do ORF toho druhého, vloZeny linker pre ukoncenie translacie (TTL), vdaka ¢omu
nedochadza ku prekladu neZelanej sekvencie. Pri pouZiti obidvoch verzii plazmidov vznika epidermalna
hyperplazia. Funkény E6 protein okrem toho zapricinuje zvySenu proliferaciu buniek, pozorované
nadory su vsak zriedkavé a benigne, na rozdiel od tych, indukovanych E7. (Song et al., 1999) Nadmerna
laterdlna proliferacia epidermis, indukovana E7, sposobuje invagindaciu dlaZdicovitého epitelu, navonok
sa prejavujucu ako zvraskavenie koZe, najviac viditelné v oblasti usnic. Na hlave a tele vznikali vplyvom

tohto onkogénu malé vysoko keratotické Iézie, ¢o su vlastne skoré $tadia SCC a druhym typom boli
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velké cystické nekeratotické |ézie v podobe agresivnych mazovych cyst. (Herber et al., 1996) Tieto
vysledky naznacuju, Zze kym E7 je plne schopny spdsobit zavazné karcindmy, expresia samostatného E6
proteinu nema analogicky efekt. Vdaka transgénnym mysiam boli identifikované dlohy jednotlivych
proteinov HPV 16, ¢im bolo umoZznené zamerat sa na hlavné onkogény pri dizajnovani imunoterapii.

(Aggarwal et al., 2019)

4.2.2 Xenogénny mysi model

Na vytvorenie xenogénneho modelu na stddium HPV 16 bol pouzity kmen SCID-béZovych mysi, ktoré
maju oproti klasickym SCID aj defektné makrofagy kvéli chybajucemu faktoru stimulujicemu rast
koldnii granulocytov a makrofagov (GM-CSF), ¢o zabranuje ich dozrievaniu.

W12 bunky st schopné po implantacii do podkozného tkaniva imunodeficientnych mysi vytvorit
viacvrstvovy diferencujuci dlazdicovy epitel, ¢o je zakladnym predpokladom pre dokoncenie zZivotného
cyklu HPV 16. W12 boli primarne transplantované vo forme suspenzie a epitel schopny diferenciacie
bol pozorovatelny po 2 tyzdrioch. (Sterling et al., 1990) Trvalo priblizne 4 tyZzdne kym sa zacali
prejavovat prvé znaky infekcie. Novo formujuci sa epitel postupne pripominal viac CIN1 ako zdravy
fenotyp. Naviac boli v pozmenenych jadrach detekovatelné vysoké hladiny DNA virusu. Dalsie znaky sa
vytvarali po 7 tyzdnoch kedy bazdlna vrstva ostala intaktnd, novo vrstve tesne nad
bazalnou a v spindlnej vrstve bola rozvinutd dysplazia akeratéza. Na rozmedzi granularnych
a keratinizovanych vrstiev bola vyvinuta aj koilocytéza. Ohrani¢ené plochy na povrchu koze, ktoré
rohovateju a po odlupovani zanechavaju krvavé ranky mozu byt prekancerdzne $tadia karcindmu koze,
su tiez nazyvané keratdza. Stav tkaniva, kedy sa v niom nachadza este viac abnormdlne vyzerajlcich
buniek ako pri hyperplazii je dysplazia a Strukturne deformacie koilocytov v dlazdicovitom epiteli su
oznacované ako koilocytéza. Tieto deformdacie zahriujuce zvadcSené, tmavo sfarbené
hyperchromatické jadra a perinuklearne halo su typickymi histologickymi znakmi HPV infekcie. Taktiez
dochadza k expresii kapsidového proteinu L1, hlavne tesne pod keratinizujucou vrstvou v bunkach,
amplifikujucich HPV 16 genédm. Degenerované jadrd su charakteristické pre keratinizované vrstvy a
terminalne diferencované keratinocyty obsahuju zlozené viridny. Velkost buniek je priamo umerna
mnozstvu epizomalnej DNA v nich pritomnej, pricom okrem duplikdcie DNA virusu dochdadza aj
k zvacSovaniu poctu kopii hostitelského gendmu. (Garner-Hamrick and Fisher, 2002)

Dal3im moznym pristupom je implantovanie zdravych kusov predkozky na chrbty SCID mysi, odkial bola
ich vlastna koZa odstranend. Transplantaty su potom infikované virusom pomocou génovej pistole
(Gene gun) technikou biolistického bombardovania ¢asticami. (Brandsma et al., 1995) V principe ide
o prenikanie zlatych Castic s naviazanou HPV 16 DNA do tkaniva pri vysokej rychlosti. DNA virusu mbze

byt ziskana napriklad z vy$sie spominanych W12 buniek. Typy vytvorenych |ézii sa pohybovali od
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benignych az po stadid predchadzajuce malignym l|éziam s histologickymi znakmi parakeratdzy,
koilocytézy a akantdzy, €o su typické prejavy ochoreni sposobované tymto typom patogénu. (Saegusa
et al., 1995) (Chang et al., 1990) (Wilkinson et al., 1993) Akantdza sa prejavuje ako difuzne hrubnutie
a parakeratdza je porucha rohovatenia, pri ktorej keratinocyty obsahuju jadro v rohovinovej vrstve
dlazdicovitého epitelu. Karcindm dlazdicovitého epitelu v xenogénnych mysiach nevznika, nakolko
prechod z |ézii nizkeho Stadia do vyssich Stadii az karcindmu trvd v priemere 5 - 6 rokov. (Schlecht et
al.,, 2003) V tomto modelovom systéme dochadza k produkcii infekénych virusovych castic, ¢o bolo
potvrdené protilatkami proti proteinom kapsidy L1. Je teda mozné sledovat kompletny replikacny

cyklus virusu a pozorovat odpoved infikovaného Zivého organizmu na liecbu.

4.2.3 Humanizovana mys

Délezitym predpokladom pre pochopenie mechanizmu interakcie HPV 16 s hostitefom, je model
umoziujuci sledovanie imunitnej odpovede na Urovni komplexného organizmu. Aby sa zvieraci model
¢o najviac priblizil ¢loveku, boli vytvorené transgénne humanizované mysi.

Doposial najlepsie vysledky boli dosiahnuté pouzitim A2.DR1 mysi s vyradenymi génmi hlavného
histokompatibilného systému (MHC) | all, na vytvorenie humanizovaného modelového systému.
(Pajot et al., 2004) Jedna sa o mysi s rozsiahlou deléciou v génoch regidonu hlavného MHC Il, pomocou
znefunkcnenia dalsich génov kddujucich esencidlne komponenty su odstranené aj mysie MHC la tym
bol vytvoreny priestor na Studium imunitnej odpovede, zaloZenej na epitopoch prezentovanych
ludskymi MHC, oznacovanymi HLA. (Pascolo et al., 1997) V tychto transgénnych mysiach su namiesto
mysich MHC pritomné HLA-A2 a HLA-DR1, ktorych spolupraca je vyZzadovana na realizdciu Uplnej
imunitnej odpovede. (Pajot et al., 2004) HLA-A2 sa vyskytuju na povrchu vsetkych buniek obsahujucich
jadro v ludskom organizme a prezentuju CD8" cytotoxickym lymfocytom kratke peptidové sekvencie
proteinov, zo svojho vnutorného prostredia, zvané epitopy, na ktoré sa viazu protilatky. DR1 su hlavne
na antigén prezentujucich bunkach (APC) aindukuju odpoved CD4" lymfocytov, ktoré podporuju
tvorbu Specifickych protilatok. V prvej studii na A2.DR1 modeli boli mySiam injikované bunky linie PAP-
A2, exprimujuce HPV 16 proteiny E6 a E7, vdaka transformdcii tychto buniek geneticky upravenymi
+RNA retrovirusmi, vyuzivajucimi reverznu transkripciu. Konkrétne ide o malé obalené virusy z rodu
lentiviridae, ktorych schopnost integrovat sa do ludského gendmu tu nabera na déleZitosti. £7 je
vloZeny za LTR region virusu mysacej leukémie (MoMLV) za silny promadtor EF-1a, spolu so znackou na
sledovanie expresie, v podobe fluorescenéného proteinu, napriklad GFP. Medzi GFP a E7 sa nachadza
sekvencia IRES, kde nasadaju ribozémy a méze tak dochadzat k translacii obidvoch génov suéasne. Styri
dni po transplantacii infikovanych buniek boli mysi vakcinované epitopom HPV 16 E7/11-19, pretozZe

bol najviac imunogénny. (Kruse et al., 2019) Jedna sa o epitop, identifikovany po prezentacii na HLA-
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A2 CaSki buniek (charakterizované v podkapitole 4.1.3). Cielom bolo testovat terapeuticky uGc¢inok
vakcin, zaloZzenych na imunizacii pomocou E7 epitopov, na zacinajuci tumor. V pociato¢nych stadiach,
kedy mikroprostredie nadoru este nie je dostatocne imunosupresivne bolo Uspesne zabranené vzniku
50 % nadorov, no ak boli mysi vakcinované neskor, nebol dosiahnuty podobny efekt. Toto naznacuje,
Ze aj ked su epitopy E7/11-19 schopné indukovat imunitnd odpoved, na dosiahnutie klinicky

vyznamnych vysledkov bude nutné ich kombinovat s dal$imi latkami.

4.2.4  Zvieracie modely

V minulosti boli na studium HPV pouZivané modelové systémy zaloZené na zvieracich PV, hlavne na
viruse papilomatézy kralika (CRPV) a viruse papilomatdzy hovadzieho dobytka (BPV). Bolo to hlavne
z toho dbévodu, ze PV su vysoko druhovo Specifické, ¢o vylucuje infekciu laboratérnych zvierat HPV.
Naviac sa ukdzalo, Ze je na dokoncenie zZivotného cyklu HPV nutny diferencujlci sa epitel a teda do
roku 1984, kedy bola predstavena prva raftova kultira, nebolo mozné tieto virusy poriadne studovat
v in vitro podmienkach. (Asselineau and Prunieras, 1984) Hlavné milniky dosiahnuté pomocou CRPV
a BPV, ako rekonstrukcia infekcie dobytku a onkogénnych procesov spOsobenych tymito virusmi
prispeli k oficidlnemu uznaniu HPV 16 a 18 za karcinogénne pre ludi. (IARC, 1995) V dnesnej dobe
vyznam tychto virusov pre studium HPV 16 klesa a prakticky vymizol vplyvom extenzivne vyuZivanych
modifikovanych mysi. Napriek tomu vSak stale nachadzaju aplikaciu napriklad v testovani ucinku vakcin
na prirodzeného hostitela, pred zahajenim klinickych testov. Vakcinacia kralikov bola vykonana
pomocou VLP HPV 16 a CRPV, a Ucinky boli pozorované po infekcii chimérickymi pseudopartikulami,
zloZzenych z HPV 16 kapsidovych proteinov a CRPV DNA a homologickych CRVP VLP. Proti obidvom

typom infekénych viriénov bola Uspesne navodena ochrana. (Mejia et al., 2006)

5  Zaver

Kazdy z tychto modelovych systémov ma svoje obmedzenia, ktoré je nutné brat do Uvahy pred
vyvodzovanim zaverov, vyplyvajlcich z dosiahnutych vysledkov. Tieto limitacie si dovodom rozdielnej
regulacie a odpovede na pritomnost virusu na Urovni buniek, tkaniv, organov a organizmov. HPV 16 aj
MCPyV maiju vlastné efektivne stratégie na Unik pred imunitnym systémom hostitela, preto je dolezité
podrobne analyzovat a pochopit reakcie ludskej imunity ako aj imunity zvieracich modelov na infekciu.
Naviac hraju rolu aj genetické predpoklady subjektov v kombinacii s prostredim. KedZe sa vedci ovela
dlhsie pokusaju objasnit mechanizmy HPV 16 ako MCPyV, je dostupnych viac komplexnych
modelovych systémov prave pre HPV 16, pricom sme schopny sledovat kompletny Zivotny cyklus tohto

virusu vin vitro podmienkach vdaka raftovym kulturam. Okrem toho je infekény virus mozné
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produkovat v in vivo modeli xenogénnych mysi. Napriek tomu, Ze bol MCPyV objaveny relativne
nedavno, vyskum snim spojeny v poslednych rokoch napreduje a modelové systémy rapidne
pribddajd. Do dnesného dna st zname dva in vitro systémy, v ktorych je MCPyV schopny dokondit svoj
Zivotny cyklus a teda produkovat viridny. Jedna sa o fibroblasty, ktoré boli nedavno identifikované ako
jeho prirodzeny ciel a 293-4T bunky. Okrem in vitro systémov by sa vSak stadium HPV 16 a MCPyV
nezaobislo bez analyzy klinickych vzoriek a kombinacie kultdr buniek z nich odvodenych s in vivo

zvieracimi modelmi.
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