VsSeobecna charakteristika viru

Virus je diskrétni c¢astice zivé hmoty. Obsahuje nukleovou kyselinu
(DNA nebo RNA), je schopny autoreprodukce a evoluce. Neni
schopny rist ani délit se, nema vlastni proteosynteticky a
metabolicky aparat, ktery by mu dodaval stavebni slozky a energii
pro autoreprodukci. Reprodukce viru je zavisla na
prokaryotickych a eukaryotickych bunkach. Virus je parazit.

Velikost viru se pohybuje od 20 — 300 nm
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Stavba viru:

* nukleova kyselina (DNA nebo RNA)

* kapsid (slozeny z kapsomér)

e virusovy obal (lipidova dvojvrstva s glykoproteiny)

Virové kapsidy mohou byt organizované do dvou forem s kubickou
(ikosaedralni),

nebo helikalni symetrii




Schéma zivotniho cyklu viru
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Onkogenni viry
Jsou to viry, ktere jsou schopné vyvolavat neoplastické transformace nebo
je pozitivné ovlivinuji.
Mechanizmus transformace bunék na nadorovou probiha:
1. primo - vnesenim genu do bunky (onkogenu)
2. neprimo - zménénim exprese celularnich genu

- zménou regulacnich mechanizmu

Patri sem viry z taxonomickych skupin RNA i DNA viru :
1. RNA onkoviry

Retroviry: - maji ve svem genomu onkogen:
Savci viry typu C
Ptaci viry typu C (virus Rousova sarkomu)
- nemaji ve svém genomu onkogen:
Sav(i viry typu B
Retroviry BLV, HTLV

2. DNA onkoviry - nemaji ve svém genomu onkogen:
Hepadnaviry: Virus hepatitidy B (HBV)
Herpesviry: Lidsky herpesvirus typ2 (HHV2 HSV2)

Lidsky herpesvirus typ4 (HHV-4, EBV)

Lidsky herpesvirus typ8 (HHV-8)
Papovaviry: Polyomaviry — SV40

Papilomaviry - Lidsky papilomavirus typ 16, 18
Adenoviry
Poxviry




ONKOGENNI VIRY

hledani diikazti virového ptivodu nadorovych onemocnéni. V r. 1911 Rous podal diukaz
virového piivodu sarkomu u kutat. Nobelovu cenu dostal az v r. 1966 v 85 letech.

B77 - virus slepi¢iho sarkomu z onkol. ustavu v Bratislavé, Jan Svoboda - objevitel
virogenie

Inbredni kmeny mysi - po mnohonasobné opakovaném pribuzenském ktizeni. Kmeny s
ruznou nachylnosti k nadorim (studium adenokarcinomu mlé¢né Zlazy a leukémie).
Karcinom mleécné zlazy podminiuje virus a estrogeny - postihuje zvlasté samice.
Leukémie postihuje samce 1 samice.

Dukaz virového puvodu byl podan pfenosem na novorozené mysi.

Tzv. onkoviry byly nalezeny u mysi, driubeze, opic (SV40).

U Clovéka viry zpusobuji benigni nadory (papilomy) 1 maligni onemocnéni (virus
hepatitidy B, Papilloma virus —délozni Cipek, virus Burkittova lymfomu).

Onkoviry s RNA — retroviry — obsahuji onkogen, ktery muze transformovat bunku.
Reverzni transkriptaza piepisuje RNA do DNA a umoziuje v¢lenéni retrovirovych
sekvenci do chromosomalni DNA v burice.

Virus Rousova sarkomu — onkogen v-src —koduje protein s tyrozinkinazovou aktivitou.
V bunkach kufat a savcli podobny gen c-src, tzn., Ze viroveé onkogeny maji sve
ekvivalenty v normalnich bunkach — zmény téchto strukturdlnich nebo regula¢nich genu
maji za nasledek transformaci buriky.

Metody transfekce DNA nebo klonovanych genti z virti ¢1 nadort — sledovani
transformace normalnich bun¢k (NIH 3T3 mysi fibroblasty).

Po virove transformaci vytvareji bunky na pozadi normalnich bunck pozménéné fokusy
Fokalni metoda je zakladni metodou nadorové virologie.




Koncepty nadorové biologie podporené
virovou karcinogenezi

» Bunécny puvod virovych onkogenu —onkogeny nesené
transformujicimi retroviry jsou odvozeny od bunécnych gent

» Geneticky zaklad nadorti —onkogeny zahrnuté ve vyvoji nadoru
jsou aberantni verze normalnich bunécnych genu rustove kontroly
» Mnohastupnovy proces karcinogeneze — je tieba
mnohonasobnych genetickych zmén pro vyvoj nadoru

» Pozitivni a negativni regulacni geny — v nadorech jsou zmeénény
jak protoonkogeny tak nadorovée supresorove geny

» Jednotneé molekulani zdklady nadortu — ruzné tfidy karcinogenu
ovliviiuji stejné regulacni sité kontroly bunécneho rustu




Retroviry obsahujici

Table II. Retroviruses containing

General class

Non-receptor protein
tyrosine kinase

Receptor protein
tyrosine kinase

Serine/threonine protein
kinase

Growth factor

G protein

Transcription factor

Adapter protein

Oncogene

cellular onco

enes?

Virus

Name

Abelson murine leukemia
virus

ST feline sarcoma virus
Fujinami sarcoma virus

Rous sarcoma virus

Avian erythroblastosis virus

McDonough feline sarcoma
virus

Hardy—Zuckerman-4 feline
sarcoma virus

Avian myelocytoma virus

Moloney murine sarcoma
virus

Murine sarcoma virus 3611

Simian sarcoma virus

Harvey murine sarcoma
virus

Kirsten murine sarcoma
virus
Avian erythroblastosis virus

Avian myeloblastosis virus
E26

FBJ osteosarcoma virus

Avian sarcoma virus-17
Avian myeloblastosis virus

MC29 myelocytoma virus

Reticuloendotheliosis virus

CT10 avian sarcoma virus

bun

ecne

Abbreviation Origin

Ab-MLV
ST-FeSV
FuSVv
RSV

AEV-ES4

SM-FeSV

HZA4-FeSV

MH2

Mo-MSV
MSV3611

SSV

Ha-MSV

Ki-MSV

AEV-ES4

AMV-E26

FBJ-MSV

ASV-17
AMV
MC29

REV-T
CT-10

Mouse
Cat
Chicken
Chicken

Chicken

Cat

Cat

Chicken

Mouse

Mouse

Monkey

Rat

Rat

Chicken

Chicken

Mouse

Chicken
Chicken
Chicken

Turkey
Chicken

2Adapted from Rosenberg and Jolicoeur (15). This list is representative, not exhaustive.

onkogeny

Protein product

Tyrosine kinase
Tyrosine kinase
Tyrosine kinase
Tyrosine kinase

Epidermal growth factor
receptor

Colony-stimulating factor
receptor

Stem cell factor receptor
Serine/threonine kinase

Serine/threonine kinase
Serine/threonine kinase

Platelet-derived growth
factor

GDP/GTP binding

GDP/GTP binding

Transcription factor
(thyroid hormone receptor)

Transcription factor

Transcription factor (AP1
component)

Transcription factor (AP1
component)

Transcription factor
Transcription factor

Transcription factor (NF-xB
family)




Bunécné onkogeny aktivované inserci retroviru postradajicich
onkogeny

Table III. Cellular oncogenes activated by insertion of retroviruses lacking oncogenes?®

General class

Non-receptor protein
tyrosine kinase

Receptor protein tyrosine
kinase

Serine/threonine protein
kinase

Growth factor

G protein

Transcription factor

Oncogene

Lck

c-erbB

c-fins

Piml

Fef3/Int2

Wntl/Intl

Wnt3/Int4

c-Ki-ras

Etsl

c-fos

c-myb

c-myb

c-myc

c-myc

Fis1/Cyclin
DI

Vinl/Cyclin
D2

Moloney murine
leukemia virus

Rous-associated virus
1

Friend murine
leukemia virus

Moloney murine
leukemia virus

Mouse mammary
tumor virus

Mouse mammary
tumor virus

Mouse mammary
tumor virus

Friend murine
leukemia virus

Moloney murine
leukemia virus

Rous-associated virus
1

Rous-associated virus
1

Moloney murine
leukemia virus

Rous-associated virus
1

Moloney murine
leukemia virus

Friend murine
leukemia virus

Moloney murine
leukemia virus

Abbreviation Origin

Mouse

Chicken

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Rat

Chicken

Chicken

Mouse

Chicken

Mouse

Mouse

Mouse

3Adapted from Rosenberg and Jolicoeur (15). This list is representative, not exhaustive.

Protein product

Tyrosine kinase

Epidermal growth factor
receptor

Colony stimulating factor
receptor

Serine/threonine kinase
Fibroblast growth factor
Secreted glycoprotein
Secreted glycoprotein
GDP/GTP binding
Transcription factor
Transcription factor (AP1
component)
Transcription factor
Transcription factor

Transcription factor

Transcription factor

G cyclin

G cyclin




Retrovirova transformace a transdukce onkogenti
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Clockwise from the top right: infection of a cell with a retrovirus that contains only viral genes
can occasionally initiate tumor formation by insertion of the provirus next to a proto-oncogene.
Recombination during subsequent infection can lead to the incorporation into the viral genome
of the cell-derived oncogene. Cells infected with virus with only the oncogene-containing
genome become transformed non-producer cells from which transforming virus can be rescued
by superinfection with a replication-competent, non-transforming helper virus. Reproduced,
with permission, from Vogt.




CelPad’ virusov

Virus

Ludsky nador

Papovaviridae

Pudsky
papilomavirus
(HPV)

genitalne nadory
nadory
viacvrstvoveho
dlazdicového epitelu

Herpesviridae

Epsteina-Barrovej
virus
(EBV)

virus herpes simplex

typ 2
(HSV2)

nazofaryngalne
karcinomy

Burkittov lymfom
lymfom B-buniek
cervikalnykarcinom?

Hepadnaviridae

virus hepatitidy B
(HBV)

hepatocelularny
karcinom

Retroviridae

Pudsky lymfotrofny
virus T-buniek
(HTLYV)

leukémia T-buniek

dospelych

(Melnick, Adelberg,1995)




Vlozn

Funkcia

Stimulacia proliferacie
buniek onkogénom
Inzercia promotora

Efekt mutacie DNA
hostitel’skej bunky
NeSpecificka idukcia
proliferacie bunky
Imuno-supresia -?

(zur Hausen, 1991)




Onkoprotein

Lokalizacia v
bunke

vel’ky Tag
maly Tag

jadro, plazmaticka
membrana
jadro, cytoplazma

Polyomavirus

vel’ky Tag

stredny Tag
maly TAg

jadro, cytoplazma,
plazmaticka
membrana
plazmaticka
membrana

jadro, cytoplazma

HPV 16

E6
E7

jadro, cytoplazma
jadro, cytoplazma

Adenovirusy

skupina E1A

skupina E1B

jadro, cytoplazma,
plazmaticka
membrana

jadro, cytoplazma

EBNA-2

(EB virus nuclear antigen)

LPM (latent membrane

protein)

jadro
plazmaticka
membrana

(Zemla a kol., 1995)




Bunkovy supresorovy
protein
Rb pS3

Virusovy

Virus ,
onkoprotein

SV4(0 vel’ky TAg vel’kyTAg vel’kyTAg
HPV Ee6, E7 E7 E6
Adenovirus E1A, E1B E1A AlB




Cytomegalovirus lidi (HCMY)

(Herpesvirus lidi 5 - HHVS)

Patri do podceledé Betaherpesviru
UMAN CMV VIRION STRUCTURE

Morfologie:

nejvétsi herpesvirus 180-200 nm Tegument
obal — tvoi‘eny glykoproteiny, Enﬁgmﬁpid

---------

spikuly Membrane

Glycoproteins

tegument — proteny tvorena oblast

kapsid — ikosaedralni symetrie,

162 kapsomér

kiira — toroidalni z proteint

Genom -linearni dsDNA — 230 kbp

; 50200 m ?




+— nucleocapsid

tegument
genome

membrane

glycoprotein complex I

glycoprotein complex ITI
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genom - linearni dsDNA — 230kbp

rozdeleny je na dve unikatni domény U, a U ohranicené
dvéma riznymi obracenymi repeticemi

vytvari 4 izoméry genomu, které maji stejné biologické
vlastnosti

HUMAN CMV GENOMIC SEQUENCE

Fac & 3' nucleatide overhang

a an b UL
P{prototype)

L component | 5 component

Henomic Isomers
I5 (Inverted 5)
IL {(Inverted L)

L%

ILS (Iverted L&S)




Morfogeneze viru

e prichyceni viru na buniku na specifické receptory plazmatickeé
membrany

e fuze viru do bunky — obal splyne s cytopl. membranou,
nukleokapsid se uvolni a pronika az do jadra bunky

* obnazena virova DNA v cirkularni formé spousti v jadre expresi
genomu (transkripci, translaci a replikaci)

e transkripci katalyzuje bunécna mRNA-polymerazall

* transkripce a replikace probiha v jadre

* mRNA je transportovana do cytoplazmy a tam jsou syntetizované
prislusné proteiny

» nékteré proteiny jsou opét transportované do jadra, kde se zucCastnuji
na regulaci transkripce a replikace genomu a na maturaci
nukleokapsidu

 obsahuje tri typy genu a jim odpovidajici proteiny a-geny velmi

ranné, }-geny ranné, y- geny pozdni
* nukleokapsid pri prechodu z jadra do cytoplazmy pres membranu
ziska tegument a obal




Schéma exprese herpesviru
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Patogeneze

e rozmnoZuje se v ruznych druzich epitelovych bunék

 bunky jsou typicky zvétSené (cytomegalie)

 obsahuji typicke inkluzie

* §iFi se blizkym kontaktem, slinami, moci, sekrety pohlavnich organii,
slzami, krvi

* prenasi se z matky na plod nebo na novorozence

* vyvolava cytomegalickou chorobu u novorozencii, miize vyvolat mentalni
retardaci, nebo smrt novorozence nebo plodu

« zpusobuje chronické poskozeni jater, sleziny, mozku, oka, lymfocytozu,
je velmi nebezpecny pro lidi s imunosupresi

* kromé produktivni infekce Casto prechazi do latentni formy infekce




Mechanismus transformace bunky

Transformaci buiilky miaZe navodit:
kompletni virus
genomova DNA
specificky fragment genomu

jen transformacni gen (geny)
« HCMY zvySuje hladinu nékterych regulatori bunécného cyklu
 proteiny HCMYV IE72 a IE86 se vazi na nukleotidové sekvence
promotora cyklinuE, a aktivuji jeho expresi
 vyvolavaji mutace v bunécnych genech p53

* v genomech HCMYV byli identifikované tri oblasti mtrl, mtrII a mtrIII

(morfologicky transformujici oblasti) z nich fragment mtrll — je

povazovany za onkogenni pro bunky
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Papilomaviry lidi (HPYV)
Patri do ¢eledé Papovaviri
rod Papilomaviry
znamych je asi 70 typu
Morfologie:
maly neobaleny virus 52-55nm
kapsid — ikosaedralni symetrie, 72 kapsomér

sloZeny je ze dvou kapsidovych L1 a L2




e genom — cirkularni dsDNA — 8 kbp

* oblast LCR — reguluje zahajeni exprese genu

* po infekci, je dulezita pro vznik latence

* oblast L1 a L2 - koduje pozdni strukturalni
proteiny (kapsid)

* oblast E1 az E7 — koduje ¢asné nestrukturalni
regulacni proteiny, regulacné

e pri produktivni infekci se transkribuji L

BOO0 HP¥-16 2000

i E geny

* pri neproduktivni infekci se transkribuji

pouze E geny




Patogeneze

*Papilomaviry jsou druhové, ale i tkanové velmi specifické viry

* (HPV napada jen bunky epitelu - keratinocyty)

* mnozi se v kuzi, nebo sliznicich genitalii, ustni dutiny a na spojivce

* HPV se prenasi primym stykem bez poruseni kiiZze nebo sexualnim
stykem

 vakcina proti HPV nebyla vyvinuta

- onemocnéni, které zpusobuji HPV:

ruzné benigni nebo maligni hyperplazie kiizZe a sliznic
chodidlové bradavice

obycCejné bradavice

ploché bradavice

laryngealni papilomy

genitalni papilomy a kondylomy

nadorova onemocnéni




Podil papilloma viru na vzniku nadoru délozniho
Cipku

ACCIDENTAL
viral proteins required INTEGRATION ;
for controlled replication OF VIRAL DNA unbalanced production of
of the Virue FRAGMENT viral replication proteins
: INTO HOST o
CHROMOSOME

: integrated gene
J-chromosome of | *_encoding viral

papillomavirus /' replication protein

BENIGN GROWTH OR WART MALIGNANT TUMOR

igure 23-34. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Prubéh infekce HPV v epitelu krcku délohy

* virus penetruje pres poSkozené misto na kuzi, nebo sliznici a infikuje
bazalni vrstvu bunék. Tam probiha latentni infekce, nemnozi se,

vznikaji transformacni proteiny (indukuji tvorbu papilomii)

V&4

* infek¢ni virus se mnozi jen v nejpovrchovéjSich vrstvach epitelu
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Human papillomavirus infection & replication in cervical epithelial cells
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Mechanizmy karcinogeneze HPV

* genom HPV integruje do riznych mist hostitelského chromozomu

* tato integrace vede k poruse exprese virového genu kodujiciho
protein E2

* protein E2 pusobi jako represor transkripce genu pro E6 a E7 proteiny

* E6 a E7 proteiny jsou povazované za onkoproteiny

* E6 se vaze na protein pS3 a inhibuje jeho aktivitu

* p53 nezastavi bunécny cyklus, bunika se mize neomezené délit

« E7 se vaze na nefosforylovany protein Rb, a tim blokuje jeho vazbu na
transkrip¢ni faktor E2F. Ten miiZe aktivovat transkripci genii,

jejichZ produkty jsou nutné pro vstup bunky do G, faze




Nador

Podporny
faktor

Rakovina koze

UV, geneticka
predispozicia

Genitalny trakt

16,18,31,32

kis

Respira¢ny
trakt

HPV-6,11

X-ziarenie




