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Neoplastic cell transformation by viruses
Summary

Tumor-inducing viruses occur in several taxonomic groups. All RNA tumor
viruses belong to retrovirus family, but the DNA tumor viruses come from sev-
eral different groups. Their oncogenic potential is associated with their replica-
tion strategy, and in a vast majority of cases oncogenic transformation occurs
only ifthe viral life cycle is aborted. The oncogenic phenotype results from dis-
crete changes in the expression of key cellular control genes: oncogenes and tu-
mor suppressor genes. Most often, the retroviruses cause the activation of
oncogenes, and DNA tumor viruses usually target tumor suppressor genes.
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1. Wstep

Wirusy sg to czynniki infekcyjne niezdolne do wytwarzania
czastek potomnych poza komorka. Infekcje wirusowe moga
przebiega¢ bezobjawowo lub manifestowac sie r6znorakimi ob-
jawami chorobowymi. Wirusy zdolne do indukcji nowotworéw
nazwane sg wirusami onkogennymi. Nalezg one do réznych grup
taksonomicznych, a ich materiatem genetycznym jest DNA lub
RNA (patrz tab. 1).
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Tabela 1
Wirusy onkogenne (wg 2)
Przynalezno$¢ taksonomiczna Przyktady” Wywolywane nowotwory
wirusy typu RNA
retrowirusy
ssacze typu B MMTV rak sutka, chtonniak wywodzagq sie z limfocyléw T
ssacze typu C GLV, Mo-MLV, FLV, Mo-MSV, Ki-MSV,  biataczki, chtonniaki, migsaki
Ha-MSV, FeLV, GA-FeSV, SM-FeSV,
SSV
ptasie typu C RSV, RAV, ALV, AMV, AEV, MH2-AMV,  migsaki, chtonniaki wywodzace sig z limfocytéw B,
MC29 biataczki szpikowe i erytroidalne
HTLV-BLV HTLV biataczka wywodzaca sie z limfocytéow T
BLV chtonniak wywodzacy sie z limfocytéw B
wirusy typu DNA
adenowirusy wszystkie typy rézne guzy lite
wirusy watrobowe HBV rak watrobowokomérkowy
herpeswirusy EBV, KSHV, HVS chitonniak Burkitta, raki nosa i gardta, migsak
Kaposiego

papowawirusy

poliomawirusy SV40, polioma, BKV, jCV rézne guzy lite
wirusy brodawczaka HPV typy ,wysokiego ryzyka” brodawkowate przerosty, raki
poksywirusy SFV $luzaki, wiokniaki

AMMTV {mouse mammary tumor virus), wirus powodujacy raka sutka u myszy; GLV {Gross leukemia virus), wirus Grossa
powodujacy biataczke; Mo-MLV {Moloney murine leukemia virus), wirus Moloneya powodujacy biataczke u myszy; FLV
{Friend leukemia virus), wirus Frienda powodujacy biataczke; Mo-MSV {Moloney murine sarcoma virus), wirus Molo-
neya powodujacy migsaki u myszy; Ki-MSV {Kirsten murine sarcoma virus), wirus Kirstena powodujacy miesaki u myszy;
lla-MSV {Harvey murine sarcoma virus), wirus Harveya powodujacy miesaki u myszy; FeLV (feline leukemia virus), wi-
rus powodujacy biataczke u kotéw; GA-FeSV {Gardner-Amsteinfeline sarcoma virus), wirus Gardner-Amstein powodujacy
biataczke u kotéw; SM-FeSV {Susan McDonoughfeline sarcoma virus), wirus Susan McDonough powodujacy biataczke
u kotdéw; SSV {simian sarcoma virus), wirus powodujacy miesaki u matp; RSV {Rous sarcoma virus), wirus powodujacy
miesaki Rousa; RAV {Rous sarcoma-associated vin/s) wirus towarzyszacy wirusowi powodujgcemu migsaki Rousa; ALV
{avian leukosis virus), wirus powodujacy biataczke u ptakéw; ,AMV {avian myeloblastosis virus), wirus powodujacy mielo-
blastoze u ptakéw; AEV {avian erythroblastosis virus), wirus powodujacy erytroblastoze u ptakéw; MH2-AMV {Mill-Hill
2-avian rnyelocytoma virus), wirus Mill-Hitl typ 2 powodujacy mielocytoze u ptakéw; MC29 {myelocytomatosis virus 29)',
HTLV {human T-lyrnphotropic virus), ludzki wirus biataczki wywodzacej sie z limfocytéw T; BLV {bovine leukemia virus),
wirus powodujacy biataczke u bydta; HBV {Hepatitis B virus), wirus watrobowy typu B; EBV {Epstein-Barr virus), wirus
Epstein-Barra; KSHV {Kaposi-sarcoma-associated herpesvirus), wirus herpes powodujacy migsaki Kaposiego; FIVS {her-
pes-saimiri virus)-, SV40 {simian vacuolating virus 40)', BKV {BK-virus), Polyomavirus hominis |;jCV {JC-viriis), Polyo-
mavirus hominis 2; FIPV {human papillomavirus), ludzki wirus brodawczaka; SFV {Shapefibroma virus).

Mechanizm indukowania nowotworéw przez wirusy jest bardzo zréznicowany.
Najwiekszy potencjat onkogenny wykazujg niektére retrowirusy powodujace po-
wstawanie nowotworu w ciggu kilku dni od infekcji, u niemal wszystkich zaka-
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zonych osobnikow. Wiekszos¢ wirusow wymaga jednak dtugiego okresu latenciji (in-
fekcji utajonej - bezobjawowej) przy niskim odsetku zapadalnosci na choroby no-
wotworowe. Wystgpienie nowotworowego fenotypu jest rezultatem subtelnych
zmian ekspresji gendw odpowiedzialnych przede wszystkim za kontrole wzrostu
i r6znicowania komoérek. Stwierdzono, ze do transformacji nowotworowej komorki
wystarcza pojedyncza czastka wirusa. W komadrkach transformowanych wykazano
obecnos¢ catosci lub tylko czesci wirusowego genomu. Dlatego nie zawsze docho-
dzi w nich do produkcji pelnych czastek potomnych wirusa, natomiast niemal we
wszystkich przypadkach obserwuje sie ekspresje fragmentow jego materiatu gene-
tycznego. Transformacja nowotworowa komorki czesto jest dla wirusa niekorzyst-
na. W komoérkach takich nierzadko obserwuje sie spadek wydajnosci produkcji wi-
riondw potomnych w poréwnaniu do replikacji litycznej, a niekiedy wytworzenie
nowotworu prowadzace do $mierci gospodarza uniemozliwia replikacje wirusa (1).

2. Transdukujace retrowirusy

Typowy genom retrowirusow jest zbudowany z dwdch identycznych nici RNA za-
wierajacych trzy typy gendw: gag, poi i env oskrzydlone niekodujacymi sekwencjami
regulatorowymi zwanymi LTR (long terminal repeats). Zlozone retrowirusy zawierajg
dodatkowe geny kodujgce biatka biorgce udziat w ich replikacji. Niektére z nich
majg poza tym gen v-onc, ktérego produkt biatkowy (patrz tab. 2) moze dziata¢ na
niemal kazdym etapie przekazywania sygnatébw w komorce (3,4). Aktywnos¢ tych
biatek nie jest jednak konieczna dla replikacji wirusowego materiatu genetycznego.
Prawdopodobnie sg to geny pobrane z genomu komorki podczas replikacji wiruso-
wego materiatu genetycznego. Stad majg one swoje komdrkowe homologi c-onc.
Transdukowane (wprowadzone do genomu retrowirusa) onkogeny komoérkowe sg
2 regulty skrécone z jednego lub obu koricéw (truncated) i moga zawiera¢ mutacje
punktowe badz delecje. Czesto sa one potaczone ramkag odczytu z sekwencjami ko-
CLijgcymi biatka wirusowe (nierzadko takze skr6conymi). Fuzja z biatkiem wiruso-
vlym wzmacnia aktywnos¢ komoérkowego biatka onkogennego (5,6).

Tabela 2

Nektoére transdukowane onkogeny retrowiruséw uszeregowane wg aktywnosci w komoérce (wg 2,4)

Funkcja v-onc Retrowirus Komérkowy liomolog
l 2 3 4
czynnik wzrostu sis SSsv PDGF
receptory dla czynnikéw wzrostu o aktywnosci ki-  erbB AEV-H, AEV-ES4  receptor dla EGF
liazy tyrozynowej fms SM-FeSV receptor dla CSF-1
sea AEV-S13 v
kit HZ4-FeSV receptor dla hematopoetyny
ros UR2-ASV
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1 2 3 4
receptor dla hormonéw erbA AEV-ES4 receptor dla hormonéw tyroidowvch
GTPaza Ki-ras Ki-MSV biatko G
lla-ras Ha-MSV
aktywator kinaz tyrozynowych crk CTIO, ASV-I biatko adapterowe SH-2/3
przekazywanie sygnatu src RSV niereceptorowe kinazy tyrozynowe
abl A-MLV
Jps Fusv
fes ST-FeSV
przekazywanie sygnatu mos Mo-MSV niereceptorowe kinazy serynowo-tre-
raf MSV-3611 oninowe
mil MH2-AMV
regulacja ekspres;ji v-jun ASV-17 czynniki transkrypcyjne
v-fos FBJ-MSV
v-myc MC29, MH2-AMV
v-myb \MV-E26
v-ets \MV-E26
v-rel REV-T

AEV-H, -ES4, -Sls {avian erythroblastosis virus-H, -ES4, -SI3), wirusy powodujace er\'troblastoze u ptakéw; HZ4-FeSV
{Hardy-Zuckennan-4feline sarcoma virus), wirus Hardyego-Zuckermana typ 4 powodujacy miesaki u kotéw; UR2-ASV
{UR2-avian sarcoma virus), wirus UR2 powodujacy migsaki u ptakéw; ASV-1 {avian sarcoma virus-1)', A-MLV {Abelson
murine leukemia virus), wirus Abelsona powodujacy biataczke u myszy; FuSV {Fujinami avian sarcoma virus), wirus Fuj-
inami powodujacy miesaki u ptakéw; ST-FeSV {Snyder-Theilenfeline sarcoma virus), wirus Snyder-Theilen powodujacy
migsaki u kotéw; Mo-MSV {Moloney murine sarcoma virus), wirus Moloneya powodujacy miesaki u myszy; MSV-3611
{murine sarcoma virus-3611)' FBJ-MSV {Finkel-Biskis-Jenkins murine sarcoma virus)', REV-T {avian reticuloendothe-
liosis virus-T), wirus powodujacy siatkowice u ptakéw; PDGF (platelet derived growthfactor), ptytkopochodny czynnik
wzrostu; EGF {epidermal growthfactor), nabtonkowy czynnik wzrostu; CSF-1 {colony stymutatingfactor-1) czynnik sty-
mulujacy kolonie.

Transdukcja onkogenu komdérkowego do genomu retrowirusa jest zjawiskiem
rzadkim. Zaktada sie, ze w pierwszej jej fazie dochodzi do integracji retrowirusa do
genomu komorki powyzej onkogenu. Powstaly prowirus ma przypuszczatnie dele-
cje obejmujacg 3'LTR i jest w tej samej orientacji transkrypcyjnej co komérkowy on-
kogen. Stad transkrypcja inicjowana na 5’LTR obejmuje réwniez sekwencje kodu-
jaca onkogen, a po wycieciu intronow takie RNA moze zosta¢ upakowane do wirio-
nu. Modet ten zaklada réwnoczesnie infekcje komorki drugg czastka wirusa, ktorej
genom nie utegt delecji i w trakcie replikacji dostarczyt genomowych RNA wirusa
i biatek potrzebnych do sktadania wirionéw potomnych. W ten spos6b powstawac
moga heterozygotyczne wiriony potomne (genom retrowiruséw jest diptoidalny) za-
wierajace czasteczke kompletnego genomowego i defektywnego chimerycznego
RNA. Po infekcji heterozygotycznym wirusem, podczas odwrotnej transkrypcji, dojs¢
moze do niehomologicznej rekombinacji pomiedzy dwiema czgsteczkami RNA. Pro-
ponowany model (patrz rys. 1) zaklada dwukrotng rekombinacje materiatlu gene-
tycznego. Pierwsza zachodzi na poziomie DNA podczas integracji defektywnego
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Rys. 1. Hipotetyczne mechanizmy transdukcji onkogenu komérkowego do genomu retrowirusa. Po
integracji prowirusa w obrebie onkogenu komérkowego dochodzi do delecji fragmentu prowirusa wraz
z 3’LTR i sekwencji onkogenu (lewa strona schematu) lub mutacji sygnatu terminacji transkrypcji w obre-
bie 3’LTR pozwalajacej na powstawanie chimerycznego transkryptu (prawa strona schematu). Obecno$¢
w komérce drugiej kopii prowirusa umozliwia produkcje biatek wirusowych i sktadanie wirionéw o he-
terozygotycznym genomie. Dzieki zdolnosci odwrotnej transkryptazy do przeskoku pomiedzy matryca-
mi dochodzi do rekombinacji pomiedzy czasteczkami RNA i odbudowania 3’LTR.

prowirusa w obrebie sekwencji kodujgcej onkogen, a druga odbywa sie na poziomie
RNA podczas odwrotnej transkrypcji umozliwiajgc odbudowanie 3’LTR. W ten spo-
séb powstaly chimeryczny retrowirus ma oba LTR (5,7-10).

Transdukowane retrowirusy sg z reguty defektywne ze wzgledu na zastgpienie
czesci sekwencji wirusowych sekwencjami kodujagcymi komérkowy onkogen. Takie
retrowirusy przechodza niepetny cykl replikacyjny i nie powstajg ich czastki potom-
ne. Wirusy te zdolne sg jednak do transformacji nowotworowej komorki. Do wy-
tworzenia i uwolnienia infekcyjnych czagstek transdukowanego retrowirusa moze
dojé¢ jedynie w przypadku koinfekcji komorki kompletnym retrowirusem (zapew-
niajgcym synteze brakujacych biatek wirusowych).

Komorkowe onkogeny zostalty zidentyfikowane tylko u czesci retrowiruséw
(dawniej zaliczanych do podrodziny ,onkowirusy”), nie stwierdzono ich, jak do-
tad, w genomach wiruséw nalezacych do rodzaju lenti- i spumawirusy, pomimo ze
wszystkie przechodzg taki sam cykl replikacyjny, mogacy sprzyja¢ pobraniu onko-
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genu komoérkowego. Prawdopodobnie przyczyng tego jest wieksza ztozonos¢ ge-
nomow i mechanizméw kontrolujgcych replikacje u przedstawicieli tych dwéch ro-
dzajow.

3. Retrowirusy o aktywnosci onkogennej typu cis

Niektére z retrowirusOw sg zdolne do transformacji nowotworowej komorki,
pomimo ze nie ma w ich genomie sekwencji kodujacych biatka onkogenne. Wy-
wotywane przez nie nowotwory sg jednak podobne do indukowanych przez trans-
dukowane retrowirusy (miesaki, biataczki), chociaz proces ten zachodzi po diuz-
szym okresie latencji (kilka tygodni lub miesiecy). Wirusy te nie sg zdolne do trans-
formaciji linii komérkowych in vitro, natomiast we wszystkich transformowanych ko-
moérkach pochodzacych od jednego osobnika miejsce integracji prowirusa jest takie
samo. Swiadczy to o monoklonalno$ci nowotworu. Pomimo ze pierwotnej infekcji
komorki dokonat wirus o kompletnym genomie i zaszto kilka cykli jego replikaciji,
prowirus w komorce nowotworowej ma z reguly posta¢ defektywng, lecz zawsze
zawiera co najmniej jedno LTR, a miejsca jego integracji sg zlokalizowane w bliskim
sasiedztwie komérkowych onkogenéw. Obecnos¢ sekwencji prowirusa prowadzi do
wzrostu transkrypcji komérkowego onkogenu. Sytuacja taka jest okre$lana mianem
c/s-aktywacji lub insercyjnej aktywacji (rzadko dochodzi do insercyjnej inaktywacji,
gdzie integracja wirusa zaburza transkrypcje genu supresji transformacji nowotwo-
rowej). Bardzo czesto przyczyna tego procesu jest insercja promotora lub wzmac-
niacza transkrypcji (transcription enhancer). W przypadku insercji promotora pow-
stajgcy chimeryczny mRNA zawiera elementy regulatorowe regionéw R i U5 wiruso-
wego LTR wraz z sekwencjg kodujgca komérkowy onkogen. Insercja wzmacniacza
transkrypcji nie wymaga integracji prowirusa powyzej protoonkogenu i w takiej sa-
mej co on orientacji transkrypcyjnej, moze on by¢ takze zlokalizowany ponizej tej
sekwencji. W tym przypadku transkrypty onkogenu nie zawierajg sekwencji wiruso-
wych. Mechanizmy te wraz z innymi sg przedstawione na rysunku 2. Wérdd retrowi-
ruséw aktywujacych proces nowotworzenia w ukfadzie cis zidentyfikowano szczepy
0 zréznicowanym potencjale onkogennym, ktory determinowany jest strukturg LTR
I moze zmienia¢ sie w wyniku mutacji lub rekombinacji zachodzacych w tym rejonie
(11-14).

Najlepiej poznanym przyktadem retrowirusa o onkogennej aktywnosci typu cis
jest wirus ptasiej biataczki (ALV - avian leukosis virus). W komdrkach nowotworo-
wych transformowanych tym wirusem miejsce integracji najczesciej jest zlokalizo-
wane pomiedzy eksonem | (niekodujacym) a eksonem 2 genu ¢c-MYC lub w obrebie
eksonu 1. Prowirus ma charakter defektywny (delecja regionu 5’), a transformacja
zachodzi w wyniku insercji promotora. Powstajgce fuzyjne transkrypty wiruso-
wo-komoérkowe sg inicjowane na 3’LTR prowirusa. Znane sg tez przypadki insercji
wzmacniacza transkrypcji przez ALV w obrebie genu c-MYC (15). Innymi przyktadami
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Rys. 2. Efekty integracji retrowimséw: a - nienaruszony gen (czarne prostokaty oznaczajg eksony,
bale introny lub sekwencje niekodujgce) ulega przepisaniu do pierwotnego transkryptu (strzatka
zpelnym grotem), ktory nastepnie ulega sktadaniu do mRNA (czarny pelny prostokat). Insercja retrowi-
nsa (szary prostokat, strzatka oznacza orientacje prowirtisa) moze doprowadzi¢ do zmiany profilu eks-
pesji i wielkosci transkryptu; b - insercja promotora - sekwencje regulatorowe z 3'LTR prowirtisa
pzejmuja kontrole nad ekspresjg genu zmieniajac jej profil, a czasami tez powoduja skrécenie tran-
slryptu; ¢ - insercja enhancera, integracja prowirusa w odwrotnej orientacji powyzej naturalnego pro-
notora prowadzi¢ moze do deregulacji ekspresji; d - insercja terminatora, sygnat poliadenylacji
Z5’LTR prowirusa powoduje powstawanie skroconego biatka, a powstajgce mRNA moze by¢ pozbawio-
n- sygnatéw warunkujgcych szybka degradacje transkryptu; e - insercja lidera, transkrypcja zainicjo-
wtna z 5’LTR prowirusa prowadzi do powstawania chimerycznych biatek; f - insercyjna inaktywacja,
sygnat poliadenylacji z 5’LTR prowirusa prowadzi do przedwczesnej terminacji transkrypcji, a pow-
sujace skrocone biatko jest pozbawione domen warunkujacych jego aktywnos¢.

rttrowirusdw o aktywnosci onkogennej typu cis sg typy | i 2 wirusa towarzyszacego
wrusowi RSV (Rous-ossociated virus) oraz wirus wywotujgcy raka sutka u myszy
(IIMTV - mouse mammary tumor virus) (14,16,17).
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4. Retrowirusy o aktywnosci onkogennej typu trans

w mechanizmie transformacji komérek retrowimsami o aktywnosci onkogennej
typu trans zaktada sie zmiane regulacji transkrypcji jednego lub wiecej genéw istot-
nych dla regulacji cyklu komérkowego przez wirusowe biatko regulatorowe. Retro-
wirusem prowadzacym do powstania w ten sposéb nowotwordw jest typ | ludzkie-
go wirusa biataczki limfocytéw T (HTLV-1 - human T-cell leukemia virus-i). Wirus ten
nie posiada sekwencji kodujgcych onkogen, a zintegrowany prowirus jest komplet-
ny i zdolny do replikacji. Do jego integracji dochodzi w losowo wybranym miejscu
genomu. Wszystkie transformowane komérki majg jednak prowirusa zintegrowane-
go do tego samego miejsca komérkowego genomu. Wywodzg sie zatem z linii mo-
noklonalnej. Transformacja nowotworowa komoérek zdarza sie rzadko - u okoto
\% zainfekowanych osobnikéw i po dlugim okresie latencji (nawet 20 lat). Brak eks-
presji genéw prowirusa HTLV-1 w transformowanych komoérkach $wiadczy, ze pro-
dukty wirusowych gendéw by¢ moze sg niezbedne do inicjacji transformacji, lecz nie
do utrzymania transformowanego fenotypu. Prowirus ulega aktywacji jedynie
w transformowanych komodrkach hodowanych in vitro. Prawdopodobnie za inicjacje
transformacji odpowiada produkt genu tax bedacy aktywatorem transkrypcji. Biatko
regulatorowe tax rozpoznaje specyficzne sekwencje w obrebie LTR i reguluje wraz
z komérkowymi czynnikami transkrypcyjnymi ekspresje prowirusowych genéw. Wy-
kazano, ze bialko to wplywa takze na zmiane ekspresji niektérych genéw komaérko-
wych, np. kodujacych czynniki transkrypcyjne CREB/ATF i NF-kB oraz czynnika wzro-
stu limfocytow typu T - interleukiny 2 (IL-2). Nadekspresja komérkowych czynni-
kéw transkrypcyjnych powoduje zmiane ekspresji licznych biatek komérkowych.
Tak na przyktad niekontrolowana ekspresja IL-2 odpowiedzialna jest za stymulacje
autokrynowg prowadzgcg do wzmozonej proliferacji limfocytow, sprzyjajagcej spon-
tanicznej transformacji nowotworowej komorek (18-23).

5. Inne mechanizmy transformacji nowotworowej komoérki z udziatem
retrowirusow

Analiza zdarzen odpowiedzialnych za transformacje nowotworowag wywotang
przez niektore retrowirusy wskazuje na zréznicowany mechanizm ich dziatania.
Przyktadem moze by¢ wirus Frienda powodujacy biataczke (Friend leukemia virus). In-
fekcja tym wirusem prowadzi do transformacji nowotworowej poprzez wspoétdziatanie
kilku czynnikdw, w tym: biatka otoczki wirusa, insercyjnej aktywacji gendw FLI-I
lub/i SPI-i oraz czesto inaktywacji komérkowego genu supresji transformacji nowo-
tworowej p53. Do transformacji komoérki uktadu krwiotwérczego potrzebne jest na-
tomiast wspotdziatanie dwdch wiruséw: zdolnego do replikacji retrowirusa i defek-
tywnego wirusa zwanego SFFV (spleen focus-forming virus-, pierwszy z nich petni funk-
cje wirusa pomocniczego). W pierwszym etapie transformacji gtbwng role odgrywa
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wirus SFFV, zawierajgcy gen kodujacy zmienione biatko ptaszcza gp55. Biatko to ma
powinowactwo do receptora dla erytropoetyny, moze zatem aktywowaé go dzia-
tajgc jak mitogen na erytroblasty prowadzac do ich intensywnej, lecz nieztosliwej
proliferacji. Przy udziale retrowirusa pomocniczego mozliwa jest replikacja obu wi-
rusow i produkcja infekcyjnych czasteczek potomnych. Drugi etap transformacji za-
chodzi w pojedynczej komérce. Wsrdd licznych dzielacych sie erytroblastow moze
znalez¢ sie taka komorka, w ktorej genomie dojdzie do integracji prowirusa w obre-
bie sekwencji kodujgcych czynniki transkrypcyjne FLI-1 lub/i SPI-1 i aktywacji ich
ekspresji, oraz inaktywacji genu supresji transformacji nowotworowej p53. W ten
sposOb powstaje monoklonalna nowotworowa linia komérkowa. Opisany mecha-
nizm drugiej fazy transformacji jest rzadki, ale w licznej populacji intensywnie proli-
ferujgcych erytroblastéw prawdopodobienstwo jej zajscia jest zwiekszone. Proces
ten fgczy w sobie mechanizmy onkogenne typu cis i trans - insercyjna aktywacja
i inaktywacja oraz stymulacja autokrynowa (14,23-25).

6. Onkogenne wirusy typu DNA

Wirusy onkogenne o genomie zbudowanym z dwuniciowego kwasu deoksyrybo-
nukleinowego wywotuja nowotwory u ludzi i zwierzat lub sg tylko zdolne do trans-
formacji nowotworowej komérek w systemach in vitro oraz u specjalnych odmian
zwierzat laboratoryjnych. Genom onkogennych wiruséw typu DNA koduje biatka
wczesne mogace blokowacé aktywnos$¢ protein komérkowych odpowiadajacych za
supresje transformacji nowotworowej (retinoblastoma i p53). Wynikiem tego jest
przejscie komorki ze stanu spoczynku do fazy S cyklu komérkowego. Onkogeny wi-
ruséw typu DNA sg integralng i niezbedng czescig ich genomow i z reguly nie majg
pochodzenia komdrkowego. Infekcja onkogennymi wirusami typu DNA komorki
permisywnej prowadzi do wytworzenia duzej ilosci wiriondw potomnych i $mierci
komérki gospodarza przez co inicjacja proceséw transformacji nie jest zauwazalna.
Transformacje nowotworowg mozna zaobserwowac jedynie w przypadkach gdy sg
infekowane komorki niepermisywne lub cykl replikacyjny wirusa zostat przerwany.
Zjawisku temu czesto towarzyszy integracja wirusowego genomu do genomu Kko-
morki gospodarza. Sposréd onkogennych wiruséw typu DNA (patrz tab. 1) najlepiej
poznane sa: adenowirusy, poliomawirusy i wirusy brodawczaka.

Za wlasciwosci onkogenne adenowiruséw odpowiadajg biatka kodowane przez
dwvie ramki odczytu: ORF EIA i FIB. Produkty ich transkrypcji ulegajg alternatywne-
iTLi sktadaniu prowadzac do powstawania dwéch biatek z kazdej ramki odczytu. Na
bizie ORF EIA syntetyzowane sg biatka EIlAi2s i (zawierajgce odpowiednio:
243 i 289 aminokwaséw), a z ORF EIB: biatka EIBss"d i EIBig"o (zbudowane odpo-
wiednio z: 495 i 175 aminokwaséw). Formy EIA wykazujg duzg homologie sekwen-
ci aminokwasowej. Biatko 0 mniejszej masie czgsteczkowej jest pozbawione 46-ami-
n)kwasowego fragmentu w domenie wewnetrznej. Flomotogii takiej nie wykazujg
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biatka EIB ze wzgledu na przesuniecie ramki odczytu. Za wkasciwosci transformuja-
ce odpowiadajg biatka EIA]ss (oddziatujgce na biatko pRb) i EIBssd (oddziatujgce
na biatko p53). Biatko EIBss"d adenowiruséw typu 12 bardzo stabo lub wcale nie
oddzialuje na p53. Aktywuje natomiast komoérkowy onkogen MDM2, ktérego pro-
dukt biatkowy wigzac sie z p53 hamuje jego aktywnos¢ (26,27).

Duzy potencjat onkogenny posiadajg rowniez potiomawirusy. Najlepiej poznany-
mi z tej grupy sg mysi poliomawirus (mouse polyonmvirus), malpi wirus SV40 (simian
vacuolating virus 40) oraz ludzkie wirusy BKV i JCV (BK-, jC-virus\ oznaczenia BK i jC
pochodzg od inicjatdw pacjentow u ktérych pierwotnie oznaczono te wirusy). BKV
i JCV koduja wielofunkcyjne biatko zwane duzym antygenem T, ktére wigze sie z wi-
rusowym DNA w rejonie ori. Proteina ta wykazuje aktywno$¢ ATPazy oraz helikazy
i jest zaangazowana w regulacje inicjacji replikacji wirusowego DNA. Za whasciwosci
transformujace wirusa odpowiedzialne sa oddziatywania antygenu T z biatkiem pRb,
a w przypadku SV40 takze z p53. Wydajnos¢ transformaciji jest podwyzszona w o-
becnosci aktywujacego biatka zwanego matlym antygenem T. Wykazuje on homolo-
gie z N-koncem duzego antygenu T, oraz posiada dodatkowg sekwencje uzyskang
na drodze alternatywnego skftadania transkryptu. Maty antygen T oddziatuje na ko-
morkowa fosfataze biatek PP2A hamujac jej aktywnosé, natomiast poprzez interak-
cje z czynnikiem transkrypcyjnym E2F aktywuje transkrypcje prowadzong przez po-
limerazy RNA klasy Il i lii. W odréznieniu od SV40, mysi poliomawirus koduje takze
Sredni antygen T (0 wspAlnym N-koricu z malym i duzym antygenem T oraz dodat-
kowag sekwencjg powstatg na drodze alternatywnego skladania i przesuniecia ramki
odczytu). Antygen ten jest osadzony w btonie komorkowej i wykazuje zdolnos¢ do
wigzania i aktywacji kinaz tyrozynowych z rodziny Src oraz kinazy fosfatydyloinozy-
tolu-3 (PI-3) (28-30).

Liczng grupa wirusoéw, z ktorych czes¢ ma duzy potencjat onkogenny sg wirusy
brodawczaka. Genom ich koduje m.in. trzy biatka o wtasciwosciach onkogennych:
E5, E6 i E7. W przypadku bydlecych wiruséw brodawczaka (BPV - bovine papillo-
mavirus) gtéwng role w transformacji komaérki odgrywa biatko E5, przy wspoétudziale
biatek E6 i E7. Natomiast transformujacy potencjat ludzkich wiruséw brodawczaka
(HPV - human papillomavirus) zalezy gtéwnie od biatek E6 i E7, przy niewielkim
udziale biatka E5. Zjawiskiem inicjujacym transformacje wirusami HPV jest czesto
integracja ich genomu z genomem gospodarza, poprzedzona przerwaniem wiruso-
wej ORF E2. Brak regulatorowego biatka represorowego E2 powoduje podwyzsze-
nie ekspresji bialek E6 i E7 prowadzacych do transformacji komérki gospodarza.
Biatko E5 jest zwigzane z btonami komoérkowymi i poprzez oddziatywanie na recep-
tory dla ptytkopochodnego PDGF (platelet derived growth factor) i naskérkowego EGF
(epidermal growth factor) czynnika wzrostu aktywuje niektére komorkowe biatka
biorace udziat w przekazywaniu sygnatu do jgdra. Biatko E6 wigzac sie z biatkiem
p53 kieruje je do degradacji, natomiast E7 wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z biatkiem
retinoblastoma (pRb). Interakcje E7 z pRb/E2F prowadzg do uwolnienia czynnika
transkrypcyjnego E2F odpowiedzialnego za aktywacje licznych genéw komorko-
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wych (31-33). Onkoproteina E7 oddziatuje takze na biatka: plO07, pl30 cykliny
A i p21 (34).

7. Wptyw biatek wirusowych na aktywnos¢ biatek odpowiedzialnych za
supresje transformacji nowotworowej

Pomimo odrebnosci filogenetycznej onkogennych wiruséw typu DNA wykorzy-
stywane przez nie mechanizmy transformujace wykazuja zadziwiajaca ewolucyjna
konwergencje. Bialka tych wiruséw poprzez oddziatywanie na proteiny kontro-
lujgce cykl komérkowy: pRb i p53 powodujg ich inaktywacje czego efektem jest
transformacja nowotworowa komorek (1). Biatko pRb reguluje przejscie komorki
z fazy stacjonarnej do fazy S cyklu komérkowego (35,36). Natomiast p53 jest odpo-
wiedzialne za supresje transformacji nowotworowej. W przypadku uszkodzenia ge-
nomu komoérki biatko to zatrzymuje cykl komorkowy w fazie Gi umozliwiajac napra-
we materiatu genetycznego. Kiedy jednak uszkodzenia sg zbyt duze skierowuje ko-
morke na droge programowanej smierci poprzez apoptoze (patrz rys. 3) (27). Nie-
ktére wirusy indukujg takze apoptoze aby utatwi¢ skladanie i pakowanie wiriondw
potomnych oraz ich uwolnienie (37). Zapobieganie przedwczesnej apoptozie, po-
przez inhibicje bialka supresji transformacji nowotworowej p53, jest jednak ko-
nieczne dla optymalnej replikacji wirusa (38).

Rys. 3. Schemat sygnalizacji komérkowej prowadzacy do zatrzymania cyklu komérkowego lub in-
dukcji apoptozy z udziatem biatek komoérkowych p53 i p21 (owale) w odpowiedzi na infekcje wirusowa
i uszkodzenia DNA, oraz wskazane sg etapy, na ktérych oddziatujg poszczegoéine biatka onkogenne wi-
ruséw (27).
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Wiegkszos¢ wirusowych onkoprotein (patrz tab. 3), podobnie jak onkoproteina
E7 wiruséw HPV, wigzac sie z komérkowym biatkiem pRb prowadzi do rozbicia
kompleksu E2F/pRb. Uwolniony w ten sposéb czynnik transkrypcyjny E2F aktywuje
liczne geny komoérkowe odpowiedzialne za przygotowanie komoérki do wejscia
w faze S cyklu komoérkowego. Przypuszczalnie poza E2F, biatko pRb oddzialuje tak-
ze na czynniki transkrypcyjne takie jak: c-MYC, ELF-1, MYO-D i cykline D. Na komor-
kowe biatko p53 oddziatujg m.in. onkoproteiny: EIBssko adenowiruséw, E6 wiru-
sow brodawczaka i antygen T SV40. Biatka te rozpoznajg odrebne domeny p53
(patrz rys. 4), przez co tez réznie wpltywajg na jego aktywnosc. Antygen T stabilizuje
nieaktywng konformacje biatka p53, onkoproteina E6 poprzez ubikwitynacje kieru-
je je do degradacji, a EIBss"d blokuje sekwencje odpowiedzialne za transkrypcyjng
aktywacje (39) i nie dopuszcza do przeniesienia p53 z cytoplazmy do jadra (40). Je-
dynym wyjatkiem jest mysi poliomawirus, ktéry nie koduje biatka oddziatujgcego na
komorkowe biatko p53.

Tabela 3

Biatka wiruséw onkogennych typu DNA warunkujace i/lub wspomagajace transformacje nowotworowg po-

przez zaburzanie aktywnosci biatek komérkowych (zmienione, wg 1)

Wirus Szlak pRb Szlak p53 -Syganlizacja Inne aktywnosci
interferonu
adenowirusy EIA EIB i E4 EIA 1
BPV/HPV E7 E6 E6 E5, E6
SV40 L-T-Ag L-T-Ag L-FAg 1
polioma L-T-Ag L-T-Ag 1 M-T-Ag
HBV v HBx 1 1
EBV (HHV4) EBNA2, EBNA-LP LMPI, BIIRFI, (EBNA-LP) EBNA2, BCRFI LMPI, EBNAI
11V8 ORF 72 (vCyc) ORF 71 (VFLIP), ORF 16 (vBCL2) T ECRF3
KS11V (HHV8)  ORF 72 (VCyc) ORF KI3 (VFLIP), ORF K2 (vIL6), ORF K9 (VTRF) ORFKI,ORF74 (vGcr)

ORF K9 (VIRF), ORF 16 rvBt:L2z

BPV/HPV - bydlecy/liidzki wirus brodawczaka; HBV — wirus watrobowy typu B; EBV (H1IV4) wirus Epstein-Barr (ludzki
herpes wirus typ 4); KS11V (1111V8) herpes wirus wyw'olujgcy miesaka Kaposiego (ludzki herpes wirus typ 8).

Biatka wirusowe zdolne sg takze do zatrzymania sygnalu indukowanego przez
interferon (41). Wazna role w jego regulacji odgrywaja réwniez biatka supresji
transformacji nowotowrowej prowadzace np. do przerwania syntezy kwasow nukle-
inowych w niezainfekowanych komérkach lub wywotujgce apoptoze, zapobiegajgc
rozprzestrzenianiu sie wirusa. Natomiast indukcja przez interferon ekspresji gtow-
nego antygenu zgodnosci tkankowej (MHC - major histocompatibility complex) zwie-
ksza zdolnos¢ uktadu immunologicznego do wykrycia zainfekowanych komorek.
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Rys. 4. Schemat struktury biatka supresji transformacji nowotworowej p53. Prostokat oznacza se-
kwencje aminokwasowg biatka (okoto 400 aminokwaséw). Ciemne pola oznaczajg rejony silnie zakon-
serwowane ewolucyjnie. Powyzej oznaczono funkcje poszczegélnych regionéw biatka p53, a ponizej re-
giony, z ktérymi oddziatujg poszczegdlne biatka komérkowe (hsp, mdm?2) lub wirusowe (EI B, L-T-Ag, E6
i BZLEI) (27).

Powigzanie sygnatéw powstajacych podczas aktywacji komorki interferonem z ak-
tywnoscig biatek supresji transformacji nowotworowej sugeruje, ze inhibicja sygna-
lizacji pochodzacej od interferonu sprzyja replikacji wirusa, a co za tym idzie trans-
formacji nowotworowej (1,42,43). Poza tym wykazano, ze biatko BCRFI wirusa EBV,
jest homologiem interleukiny 10 (IL-10), ktéra hamuje synteze interferonu przez
limfocyty T i IL-12 przez makrofagi. Wirusowy homolog IL-10 stymuluje réwniez
proliferacje limfocytow B, zwiekszajgc populacje komoérek permisywnych dla tego
wirusa oraz hamuje dojrzewanie i funkcjonowanie komoérek dendrytycznych, co
zwieksza przezywalnosé wirusa EBV (44). Mechanizm polegajacy na blokadzie prze-
kazywania sygnatu do komorki poprzez interferon opisano rowniez dla adenowiru-
sow (biatko EIA), SV40 (duzy antygen T) i KSHV (biatko ORF K9 - VvIRF) (1). We
wstepnych badaniach wykazano, ze onkogenne biatko E6 wirusa HPV16 moze na
poziomie transkrypcji hamowa¢ odpowiedz komoérkowa na interferon (45,46).
Inne mechanizmy wspomagajace transformacje to stymulacja aktywnosci kinazy
tyrozynowej i kinazy fosfatydylo-3-inzoytolu przez biatko Src aktywowane przez
Sredni antygen T mysiego poliomawirusa, jak rowniez kinazy tyrozynowej receptora
PDGF przez biatko E5 BPV (32). Transformacje nowotworowg wspomaga¢ moze tak-
ze biatko E6 FIPV zwiekszajac aktywnos¢ telomerazy (47). W przypadku wirusa EBV
kodowane przez niego biatko LMPI poza udziatem w blokadzie apoptozy powoduje
réwniez aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB, co prowadzi do proliferacji za-
infekowanej komorki. Z kolei biatko EBNAI blokuje prezentacje antygenéw umozli-
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wiajac zainfekowanym komérkom wymkniecie sie spod kontroli uktadu immunolo-
gicznego (44).

Wspomniano juz, ze geny kodujgce biatka wiruséw typu DNA wykazujg nie-
wielka lub brak homologii do genéw komadrkowych. Wyjatkiem jest herpes wirus
wywolujgcy miesaka Kaposiego (KSHV), inaczej zwany ludzkim wirusem herpes typ
8. Genom KSHV zawiera liczne geny kodujgce biatka o wyraznej homologii do ko-
morkowych biatek regulatorowych (1,48). Przypuszcza sie, ze wazna role w transfor-
macji komorki przez KSHV odgrywa stymulacja autokrynowa zainfekowanej komor-
ki (48).

8. Wirusy w biotechnologii

Badania nad struktura i replikacjg wirusow, a takze ich oddziatywan na komérke
znacznie przyczynity si¢ do poznania mechanizmoéw kierujacych metabolizmem ko-
morkowym (49). Wraz z pogtebianiem wiedzy o biologii wirusOw zaczeto sie zasta-
nawia¢ nad mozliwosciami praktycznego ich wykorzystania. Sposréd wiruséw onko-
gennych najwiekszg uwage skupity retrowirusy (50), adenowirusy (51-54), a takze
EBV i BPV (55,56), ktére znajdujg zastosowanie jako wektory w biotechnologii i tera-
pii genowej. Wirusowe wektory majg zmieniong posta¢, wobec ich naturalnych od-
powiednikéw. Wiekszo$¢ z nich zostata pozbawiona zdolnosci do replikacji po-
przez delecje sekwenciji ori lub czesci genomu kodujacej niektére biatka regulatoro-
we i strukturalne, a dostarczane in trans przez specjalnie zmodyfikowane linie pa-
kujace (50). Waznym aspektem dla wektoréw przeznaczonych do terapii genowej
jest pozbawienie ich zdolnosci do transformacji komérek poprzez delecje sekwencji
kodujgcych onkoproteiny (52,54), a takze mozliwos¢ modyfikacji ich biatek ptaszcza
lub ostonki dla uzyskania odpowiedniej specyfiki tkankowej infekcji (57). Geny wiru-
sowe probuje sie takze stosowaé do usmiercania komoérek nowotworowych. Wyko-
rzystuje sie w tym celu np. gen kodujacy kinaze tymidylanowa wirusa opryszczki.
Enzym ten znacznie rozni sie od swojego komoérkowego homologii i moze fosfory-
lowaé szerszg grupe substratéw, jednym z nich jest gancyklowir. Zwigzek ten nie
jest szkodliwy dla komorek, natomiast jego fosforylowane pochodne sg silnie tok-
syczne. Dlatego wprowadzenie genu kodujgcego kinaze tymidylanowa do komorek
nowotworowych zwieksza ich wrazliwo$¢ na gancyklowir.

Zastosowanie niektérych wirusow w biotechnologii i medycynie budzi jednak
wiele watpliwosci z powodu niskiej wydajnosci tych systeméw we wprowadzaniu
genow, mozliwos¢ wywotywania odpowiedzi immunologicznej, jak réwniez rekom-
binacji z wirusami pochodzacymi z naturalnych infekcji co mogtoby spowodowac
rozwqj procesu chorobowego.
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9. Podsumowanie

Do transformacji nowotworowej komorki dochodzi w wyniku nieprawidtowego
dziatania czynnikéw kontrolujgcych drogi przekazu sygnatow w komoérce oraz od-
powiedzialnych za regulacje cyklu komorkowego. Cykl replikacyjny retrowirusow
zwigzany jest z integracjg wirusowego genomu do genomu gospodarza. Zjawisku
temu moze towarzyszy¢ pobranie materiatu genetycznego z komoérki (transdukcja)
oraz aktywacja (rzadziej inaktywacja) komérkowych genéw. Inny mozliwy mecha-
nizm transformacji nowotworowej zaktada zmiane regulacji transkrypcji gendéw ko-
morkowych poprzez nieonkogenne biatka regulatorowe retrowiruséw (patrz tab. 4).
Natomiast onkogenne wirusy typu DNA zaburzajg komorkowe mechanizmy regu-
lujgce wzrost, wprowadzajgc onkoproteiny oddziatujgce na specyficzne regulatoro-
we biatka komoérkowe (patrz tab. 3). Poréwnanie mechanizmoéw transformujacych
onkogennych wirusow typu RNA i DNA wskazuje, ze ich aktywnos¢ ukierunkowana
jest na dwie rézne klasy gendw komoérkowych i ich produktéw: onkogendw i genéw
supresji transformacji nowotworowej. Onkogeny kodujg biatka odpowiedzialne za
stymulacje wzrostu, natomiast geny supresji transformacji nowotworowej - nega-
tywne regulatory wzrostu komorki, gtéwnie regulujgce cykl komérkowy. Ich inakty-
wacja prowadzi do deregulacji tych mechanizméw.

Tabela 4
Mechanizmy odpowiedzialne za wtasciwosci onkogenne retrowiruséw (2)

Kategoria s . Zdolno$¢

N Wydajnosé Mechanizm Struktura "

onkogennego Okres latenciji . . i do transformaciji

. transformacji transformacji genomu wirusa L
retrowiriisa in vitro
transdiikiijacy krétki (dni) wysoka onkogen pocho- chimerawirus-on- tak

(nawet 100%)  dzenia komérko- kogen komérko-
wego zawarty w ge-  wy; defektywny
nomie wirusa

o aktywnosci  $redni wysoka onkogen komor- nienaruszony ge- nie
typu cis (tygodnie, miesigce)  lub $rednia kowy aktywowany nom, zdolny do

in situ przez pro-  replikacji

wirusa

o aktywnosci  dlugi (miesiace, lata) bardzo niska zaburzenie kon- nienaruszony ge- nie
typu trans (ok. 5%) troli  transkrypcji  nom, zdolny do
genéw komorko-  replikacii
wych przez wiru-
sowe biatka regu-
latorowe

Niedawno wysunieta zostata nowa hipoteza dotyczgca transformacji nowotwo-
rowej wywotanej infekcjg wirusowa, ktérej mechanizm bytby wspélny dla wszyst-
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kich wirusébw onkogennych. Wedlug niej podstawowym momentem inicjujgcym
transformacje jest integracja wirusowego DNA do genomu komorki gospodarza. Ko-
mérka broniac sie przed ,obcym” materialem genetycznym ,wycisza” go poprzez
metylacje. Taka modyfikacja DNA prowadzi do zmiany struktury chromatyny, oraz
ekspresji wielu genéw. Hipoteza ta nie zostata jeszcze dostatecznie potwierdzona,
jednak wiele danych eksperymentalnych wskazuje na mozliwos¢ wspétudziatu tego
procesu w zaburzaniu stabilno$ci genomu komorki (58).

Infekcja wirusem onkogennym nie zawsze jest czynnikiem wystarczajgcym do
wywotania transformacji nowotworowej. Zidentyfikowano grupy wirusow, ktorych
przedstawiciele charakteryzujg sie zréznicowanym potencjalem onkogennym lub
go nie posiadajg wcale. Poznano juz ponad 100 typdw wirusa HPV, sposrod ktorych
za najbardziej onkogenne uwaza sie typy 16 i 18. Natomiast HPV-5 i -8 wykazujg wy-
soki potencjat onkogenny jedynie u 0s6b z obnizong odpornoscig immunologiczng,
a wiekszos¢ typéw wywotuje tylko nieztosliwe przerosty (59). Takze w obrebie da-
nego typu obserwuje sie zmiennosé genetyczna (polimorfizm) majaca wptyw na ak-
tywnos¢ wirusa (60,61). Podobnie sposrdd adenowiruséw typy 2, 5, 12 uwaza sie za
najbardziej onkogenne (58).

Wiele z tych patogenéw pozostaje w fazie latentnej i dopiero po kilku latach in-
dukuje powstanie nowotworu. Czynnikami wspomagajacymi ten proces sg: obnize-
nie odpornosci immunologicznej wywotane infekcjg wirusem HIV lub przyjmowa-
niem lekéw immunosLipresyjnych - EBV (27), KSHV (48) i HPV (59), zakazenie mala-
ria - EHV {27,6\)\ub Chlamydia trachomatis - HPV (62), zwigzki karcinogenne takie
jak: N-nitrozoaminy - EBV lub aflatoksyny - HBV (27,61). Do czynnikéw podwyz-
szajacych zagrozenie zalicza sie takze genetyczne predyspozycje, a w szczegolnosci
posiadany haplotyp HLA (27,34,61).
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