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Abstrakt

HTLV-1 a FeLV su retrovirusy, ktoré si schopné transformovat’ hostitel'ské bunky a sposobit’
rakovinu, hlavne leukémiu, v infikovanom organizme. Patriace do ¢el'ade Retroviridae a oba
vyuzivajuce vel'mi podobny gendm, tieto virusy si vyvinuli odlisné sposoby, ako dosiahnut’
transformaciu infikovanych buniek. Kym FeLV vyuziva inzerénu aktivaciu do blizkosti
bunkovych proto-onkogénov za ucelom regulacie transkripcie tychto génov, alebo nesie
bunkovy onkogén vo svojom gendéme, HTLV-1 koduje virusové proteiny, ktoré su schopné
regulovat’ mnozstvo procesov bunky. Jednym z tychto proteinov je Tax, ktory reguluje vela
udalosti bunky, ako signalizaciu, bunkovy cyklus, apoptozu a d’algie. Dalsi protein
zodpovedny za onkogenézu je HBZ, ktory je prepisovany z antiparalelného vlakna DNA
provirusu. Nakoniec su stratégie HTLV-1 a FeLV sposobujice rakovinu porovnané

s niektorymi d’al§imi leukemickymi retrovirusmi za u¢elom ukazania, ze molekulérne
stratégie opisané na prikladoch HTLV-1 a FeLV st viac-menej spolo¢né aj pre d’alsie

onkogénne retrovirusy.

KIacové slova: HTLV-1, FeLV, transforméacia, leukémia, nador, onkogén

Abstract

HTLV-1 and FeLV are retroviruses, which are able to transform host cells and cause cancer,
mostly leukemia, in infected organism. Belonging to Retroviridae family and both using very
similar genome, these viruses developed different ways to reach transformation of infected
cells. While FeLV uses insertional activation close to cellular proto-oncogenes in order to
regulate transcription of these genes or carries cellular oncogene in its genome, HTLV-1
codes viral proteins which are able to regulate many processes of the cell. One of these
proteins is Tax, which regulates many events in the cell, such as signalization, cell cycle,
apoptosis and others. Another protein responsible for oncogenesis is HBZ, which is
transcribed from antisense strand of proviral DNA. In the end HTLV-1 and FeLV strategies
causing cancer are compared with some other leukemic retroviruses in order to show, that
molecular strategies described on examples of HTLV-1 and FeLV are more or less common

also for other oncogenic retroviruses.

Key words: HTLV-1, FeLV, transformation, leukaemia, tumor, oncogene



Uvod

Retrovirusy patria medzi obalené ssSRNA virusy, ktorych geneticka informécia sa
nachadza v dvoch koépiéach v kapside virusu. Ich Zivotny cyklus sa v bunke zacina takzvanou
reverznou transkripciou, pri ktorej sa RNA forma genému prepise do DNA formy. T4 sa

nasledne vlozi do genému hostitel'skej bunky v podobe provirusu.

Retrovirusy ako ¢el'ad’ virusov, napadaju Siroké spektrum zivoc¢ichov a nevyhol sa im
ani ¢lovek. Zaroven su povodcami najroznej$ich ochoreni, ¢asto spdsobom, kedy jeden
retrovirus sposobuje hned’ niekol’ko roznych ochoreni organizmu. Nie st to vSak len
negativne vlastnosti, ktoré retrovirusy majl a nast’astie ich detailnym $tidiom vedci
prichadzaji na to, ako mozno tieto malé Castice vyuZivat’ v nas prospech. Jednym a urcite
najznamejsSim spdsobom je génova terapia, kde retrovirusy sluzia ako vektory. Toto vyuzitie
maju takisto vo vede a vyskume. Jednou z ich nevyhod v tejto oblasti je miesto vloZenia
provirusu, ktoré je do urcitej miery ndhodné. Samozrejme, u niektorych retrovirusov boli
objavené takzvané vieobecné miesta integracie, aviak ani na to sa netreba spoliehat’. Co sa
dnes javi ako problém vsak zajtra moze byt rieSenie a tak sa vedci nevzdavaju a stale

vylepSuji metddy, ktorymi by naplno vyuZili potencial retrovirusov.

Najznamejs$im a najviac Studovanym retrovirusom je nepochybne virus imunitne;j
nedostatocnosti 'udi (HIV), ktory spésobuje syndrom ziskanej imunitnej nedostato¢nosti
(AIDS). Toto ochorenie trapi vel'ka €ast’ l'udskej populécie a jeho u€inky na organizmus st
znicujuce. Napriek velkej snahe vedcov sa stale nedari vyvinut’ a¢inny liek, ktory by liecil

priznaky AIDS aj ked’ vedci su stale blizsie a bliZSie.

Dostatocnd pozornost’ bola a stale je upriamena takisto na onkogénne retrovirusy,
skupinu, ktora sposobuje nadorovu transformaciu infikovanych buniek, ktora vedie
k nadorom. Za d’al$iu, aj ked’ umelo vytvorent skupinu by sa dali povazovat’ leukemické
retrovirusy. Napriek tomu, Ze patria do r6znych rodov a vyskytuji sa u réznych Zivo¢ichov
a ¢loveka, kde sposobujii pomerne vel’ké mnozstvo nadorovych ochoreni, mechanizmy
nadorovej transformdcie, ktoré v infikovanych bunkach pouzivaju, su pomerne podobné.
Jednym z nich je inzer¢na aktivacia. Ta sposobuje zosilnenie prepisu bunkového onkogénu
V pripade, Ze sa provirus dostane do okolia tohto génu a mdze viest’ ku vzniku nadoru.
Retrovirus tiez moze vo svojom gendéme niest’ sekvenciu onkogénu, ktory bol povodne
bunkovy, av§ak vystepenim alebo rekombinaciou provirusu sa dostal do genému retrovirusu.

Oba tieto spdsoby vyuziva napriklad virus macacej leukémie (FeLV), ale aj iné leukemické
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retrovirusy. Dal$im spdsobom je vyuZitie produktov pévodom virusovych génov. Nositemi
takychto génov v gendme (a to konkrétne v pX regione) st HTLV-1, ktory sposobuje
leukémiu T-lymfocytov dospelych a starSich osob (ATL) a BLV, ¢o je virus bovinnej

leukémie.



1 Genom

Retrovirusy patria do skupiny obalenych virusov s virionmi o priemere 80-110 nm,
ktorych genetickd informécia sa nachddza v RNA forme. Kapsid obsahuje dve identické kopie
RNA pozitivnej polarity, ktord pripomina bunkovii mRNA svojou upravou koncov (5° koniec

obsahuje cap Strukturu a 3¢ koniec je polyadenylovany).

Geném s dizkou 8-12 kbp ma pomerne jednoduché zloZenie a pre vietky retrovirusy
plati, ze koduje asponi 3 gény. Su to gag, pol a env. Prvy z génov, gag, kdduje proteiny pre
matrix [MA], kapsid [CA] a nukleokapsid [NC]. Tieto tri proteiny st proteiny core virusu
(centralna struktura viridnu, obsahujiuca gendém). Ako d’alsi gén, pol kdduje virusové enzymy
nevyhnutné pre priebeh Zivotného cyklu virusu v bunke. St to protedza [PR], reverzna
transkriptaza [RT], ktorej ilohou je nielen prepisat RNA genom virusu do DNA formy, ale
ma taktiez schopnost’ degradovat’ RNA vlakno v pripade, Ze je naviazané na DNA (teda ked’
vznikne hybridné RNA-DNA vldkno) a zaroveinl dosyntetizovat’ druhé vlakno DNA.
Poslednym enzymom koédovanym génom pol je integraza [IN], ktorej funkciou je integrovat’
vzniknuty provirus (dsDNA) do DNA hostitel'skej bunky. Posledny gén gendému retrovirusov
je env. Kdéduje dva proteiny obalu virusu a to transmembranovy protein [TM] a povrchovy
protein [SU]. Na oboch koncoch genému sa nachadzaju LTR (long terminal repeat) oblasti,
ktoré obsahuju Specifické nukleotidové motivy interagujuce s bunkovymi aktivatormi

transkripcie. Tym pomahaju aktivacii provirusu v hostitel'skej DNA.



2 FeLV - virus macacej leukémie

21 Uvod

Macka domaca je nepochybne obl'ibenym domécim zvieratom mnohych l'udi. Nie je
vSak prekvapenim, Ze aj tento mily tvor ma svoje retrovirusy, ktoré si ve'mi podobné tym
Pudskym, ¢o sa ochoreni tyka. Re¢ je hlavne o dvoch retrovirusoch, 0 viruse macace;j
leukémie FeLV a 0 viruse macacej imunitnej nedostatocnosti FIV, ktoré¢ patria medzi dve
najbeznejsie ochorenia tychto zivocichov. V tejto praci bude pozornost’ upriamena na FeLLV.
Virus macacej leukémie, FeLV patri medzi retrovirusy, konkrétne y-retrovirusy a z dvoch
vymenovanych je patogénnejsi. Tomuto virusu bolo v minulosti pripisovanych mnoho
ochoreni a klinickych priznakov, azda viac, nez Comukol'vek inému. Aj v sicasnosti je
pritomnost’ tohto virusu pozorovand v mnohych pripadoch réznych, hlavne nadorovych

ochoreni, avSak nie je tplne objasnené, akti ulohu zohrava v mnohych z nich.

2.2  Vyskyt

Co sa rozsirenia virusu tyka, relativne nedavne vysetrenia madiek na Gizemi severnej
Ameriky naznacuju, ze aj pohlavie, vek, zivotny $tyl a zdravotny stav zvierata zohravaju
urcita lohu v pravdepodobnosti vyskytu FeLLV. Zo skumanej vzorky az 2,3% maciek bolo

FeLV pozitivnych a GastejSie sa jednalo o jedince Zijice von, nez dnu (J. K. Levy et al. 2006).

2.3 Infekcia

Infekcia vyvolana virusom FeLV sa deli na niekol'ko typov, a to konkrétne na
abortivny, regresivny, latentny a progresivny (Torres, Mathiason, and Hoover 2005; J. Levy et
al. 2008).

Abortivnou infekciou je nazyvany taky stav, kedy ma infikované zviera vysoku mieru
neutralizacnych protilatok a po infekcii nie je nositel'om virusu, nie je untho najdeny virusovy
antigén a dokonca ani DNA provirusu. Tento druh infekcie sa pravdepodobne vyskytuje
u jedincov vystavenych len malej davke FeLV, aj ked’ sa nevie, ako €asto sa tento jav

nachadza v prirode prirodzene (Major et al. 2010).

Progresivna infekcia je taka, pri ktorej su pri detekcii zvierata pozitivne na virusova
protilatku, alebo ich bunky vo vel'kom mnozstve obsahuju provirus FeLV (Torres, Mathiason,

and Hoover 2005). Tieto macky su trvalymi nositel'mi virusu.

Regresivna infekcia je strednou cestou medzi abortivnou a progresivnou. Po infekcii

U macky nastupi imunitna odpoved’ a virus je protilatkami detekovateI'ny. DNA buniek



hostitel’a tiez obsahuje provirus, ktory je detekovatel'ny aj po infekcii. Macka je zaroven

virusovym prendSacom, avsak u vacsiny jedincov len niekol’ko tyzdiov.

2.4 Mechanizmus

2.4.1 Inzercia blizko protoonkogénu

Azda najdodlezitejSim mechanizmom nadorovej transformacie buniek u FeLV je
inkorporacia provirusu do bezprostredného okolia bunkového onkogénu v gendéme
hostitel'skej bunky, ktora virusu umoznuje regulovanie prepisu tohto génu v zmysle jeho

aktivacie alebo zosilnenia.

2.4.2 c-Myc a miesta integracie

Naj dolezitejsim z tychto onkogénov je c-Myc, gén patriaci do rodiny Myc. V tejto
skupine sa nachadza niekol'ko génov, ako napriklad B-Myc, L-Myc, N-myc a s-Myc, no nie
vSetky z nic st onkogény (Luscher and Eisenman 1990). c-Myc patri medzi bunkové
onkogény s niekol’kymi délezitymi funkciami. c-Myc gén aktivuje mechanizmus bunkového
cyklu a je schopny ovplyviiovat’ aj metabolizmus bunky svojou schopnost'ou aktivacie
procesu glykolyzy. Zvysuje tiez aktivitu niektorych enzymov podiel’ajucich sa na
metabolizme DNA (Dang 1999). Toto vedie k nekontrolovanej proliferacii buniek a vzniku

ochorenia (Tsatsanis et al. 1994).

V prirodzene sa vyskytujucich nadoroch bola frekvencia vyskytu aktivacie génu c-
Myc prostrednictvom FeLV vysoka, a to az 32%. Takisto bol vysoky vyskyt inzercie
provirusu do flvi-2 miesta (24%) (Tsatsanis et al. 1994). Je vSak t'azké posudit), ¢i tieto dva
deje st medzi sebou previazané, pretoze ich spolo¢ny vyskyt v nddorovych bunkach bol iba
okolo 50% (L. S. Levy et al. 1993). Cast’ nadorov spdsobenych virusom FeLV je molekularne
pripisovanych vloZeniu provirusu do blizkosti proto-onkogénu alebo génu, ktory nadory

potlaca (tumor supressor), a teda sa tymto deaktivuje.

Pri $tadiu FeL'V bolo objavenych dvanast’ v§eobecnych miest integracie spajanych so
vznikom lymféomu spolu na Siestich lokusoch a to: c-myc, flvi-1, flvi-2 (ktoré¢ obsahuje bmi-
1), fit-1, pim-1 a flit-1. Tieto miesta su v§eobecne zname bud’ vd’aka ich vplyvu na gén myc,
pripadne sa nejako spajaju s génom myb, ¢o je takisto onkogén, z Coho vyplyva, Ze inzercia
provirusu do tychto miest 'ahko dokaze regulovat’ bunkové proto-onkogény (Levesque,
Bonham, and Levy 1990; Levy and Lobelle-Rich 1992; Levy et al. 1993; Tsujimoto et al.
1993; Tsatsanis et al. 1994; Fujino et al. 2009).
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2.4.3 Vyuzitie LTR oblasti

Dals$ie moZnosti ako moZe virus v bunkéach pracovat’ je vyuzitie jeho LTR oblasti.
Stadie ukézali, e transaktivaéna aktivita génu z LTR virusu FeLV je odvodena z jej
schopnosti tvorit’ malé RNA molekuly, prepisy, ktoré vSak nekdéduju ziadny produkt. Jedna sa
0 LTR oblasti exogénnych virusov FeLV (Ghosh, Roy-Burman, and Faller 2000). Tieto malé
RNA prepisy, ktoré nie si kdédujuce, si LTR-Specifické, zodpovedaju U3 sekvencii a st
tvorené infikovanymi bunkami. V navodeni ochorenia hrajut RNA molekuly tlohu aktivatorov

NF-kB signalizacie a génovych transaktivatorov (Forman et al. 2009).

2.5 Podskupiny FeLV

Existuju 4 podskupiny FeLV ato FeLV-A, FeLV-B, FeLV-C a FeLV-T. Tieto sa lisia
Vv sekvencii génu env, pricom kazda podskupina pouziva na infekciu hostiteI'skej bunky iné
receptory (Sarma and Log 1973; Boomer et al. 1997; Tailor, Willett, and Kabat 1999;
Anderson et al. 2001; Mendoza, Anderson, and Overbaugh 2006; Cheng et al. 2006; Cheng,
Anderson, and Overbaugh 2007).

Na overenie pritomnosti infekcie existuje niekol'’ko laboratérnych metod, ktoré sa od
seba odliSuju svojou vyuziteI'nostou. FeLV infekcia mdze byt rozpoznana pomocou izolacie
virusu, s vyuzitim protilatky a naslednej imunofluorescencie, pomocou ELISA testu
S rozpoznanim antigénu (obycajne p27 core protein), alebo s pouZzitim molekularnych metod,
napriklad PCR (detekcia DNA provirusu) (J. Levy et al. 2008). Molekularne metédy PCR
Vv tomto pripade preukazali vyhodu, pretoze sa javia ako citlivejSie. Bola totiZ zistend spojitost’
vysledku infekcie s mnoZzstvom provirusu. U 10% testovanych maciek negativnych na p27
antigén, bol vysledok PCR pozitivny, ¢o znamena4, Ze sa v ich bunkach nasla DNA provirusu.
Mnozstvo provirusu vsak bolo az 300 krat mensie, ako u p27 pozitivnych vzoriek (Hofmann-
Lehmann et al. 2001). Toto zistenie je pre rozsirenie virusu FeLV vel'mi dolezité, ked’ze
lepsia diagnostika vedie k lepSej ochrane zdravych jedincov pred jedincami, ktori nejavia

znamky infekcie avSak ¢asom sa mozu stat’ infekénymi.

D Dalsia vel’ka $tadia bola zamerana na rozsirenie jednotlivych podskupin FeLV
medzi jedincami maciek v Brazilii. Testovanych bolo 608 maciek, ktoré nemali priznaky
nijakého ochorenia spdsobené¢ho FeLV, teda boli hodnotené ako zdravé, a 464 maciek, ktoré
preukazovali priznaky ochoreni spojenych s FeLV infekciou. Nebol zisteny vztah medzi
zdravotnym stavom macky a pritomnostiou provirusu, ale bol zisteny vztah medzi mnozstvom
provirus-pozitivnych maciek vzh'adom k podmienkam, v ktorych Zili (macky, ktoré nezili len

vnutri domu alebo bytu, ale mali pristup von boli pozitivne CastejSie). Tento fakt je logicky,
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pretoze FeLV je vysoko infekény virus a zvierata s moznostou fyzického kontaktu s inymi

(nakazenymi) mackami sa mézu nakazit’ pomerne jednoducho.

Co sa tyka rozsirenia jednotlivych podskupin FeLV, vysledky ukazuju, Ze vetky
jedince pozitivne na FeLV-B boli pozitivne aj na FeLV-A a provirus FeLV-C nebol najdeny
ani v jednom testovanom zvierati (Coelho et al. 2008). Toto pozorovanie potvrdzuje fakt, Ze
podskupina FeLV-B vznikla z pévodného FeLV-A zmenou sekvencie génu env (Roy-Burman
1995).

2.6  DalSie ochorenia

U maciek infikovanych FeLV sa takisto naslo mnoho inych typov nadorov, pri¢om je
tazké posudit’, ¢i tieto vznikli prave vd’aka infekcii, s jej pomocou, alebo sa jednalo len
0 nahodu. Napriklad melaném duhovky nebol priamo spojeny s FeL'V, avSak az priblizne
16% testovanych vzoriek tohto nadoru bolo pozitivnych na macacie retrovirusy (FeLV/FIV)
(Stiles et al. 1999). Toto tvrdenie vsak bolo o niekol’ko rokov neskor ¢iastoéne vyvratené,
pretoze inej skupine sa nepodarilo macacie retrovirusy vo svojich vzorkach najst’ (Cullen et
al. 2002). Dalgie ochorenia, ktoré sa nasli u maciek infikovanych FeLV st napriklad

osteochondromy alebo neuroblastomy (Pool and Carrig 1987 ; Schrenzel et al. 1990).

S FeLV su spajané aj hematologické zmeny v organizme. Su to napriklad anémia,
neutropénia (znizenie poctu neutrofilov) (Brown and Rogers 2001), pancytopénia (pokles
mnozstva krviniek v periférnej krvi) (Shimoda et al. 2000), zmeny krvnych dosti¢iek
a panleukopénia nazyvana tiez macaci mor, ked’ze ide o silno virulentné ochorenie (Lutz et al.

1995).

2.7 Zaver

Virus FeLV sa pocas rokov ukazal ako vel'mi variabilny a to nielen z hl'adiska
genomu, ked’ze vytvara mnoZzstvo rekombinantnych poddb a mnohé jeho podoby st rozsirené
len lokalne, ale taktiez z hl'adiska patogenity. Tento virus je spajany s mnohymi chorobami, Ci
uz ako pdvodca, alebo len ako ndhodna zhoda okolnosti. Oba tieto dovody naznacuju, ze je
vel'mi ndro¢né detailne a pozorne preskumat’ potencial FeLV, ako aj molekularne
mechanizmy transformacie buniek tymto virusom. Zarovei sa u niektorych sposobov
transformacie predpoklada podobny mechanizmus, aky vyuzivaju iné leukemické retrovirusy
(HTLV-1, ALS, MLV). Napriek tomu, zZe dodnes nie su detailne preskimané vsetky
molekularne mechanizmy interakcie virusu s hostitel'skou bunkou, boli vytvorené nové

detekéné metddy a taktieZ boli zistené vel'mi dolezité stivislosti, medzi infikovanymi
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mackami a prostredim, v ktorom ziju, ktoré dokazu pomdct’ majitel'om maciek predist’
zbytocnej infekcii FeLV negativnych jedincov. To potvrdzuje aj zmenSujuci sa vyskyt tohto

virusu u maciek v porovnani s minulostou.
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3 HLTV-1-lymfotropny virus T-buniek Pudi typu 1

3.1 Uvod

Objavy a studium zivociSnych onkogénnych retrovirusov vyvolali snahy o objavenie
a preskumanie pripadnych onkogénnych retrovirusov ¢loveka. To sa nakoniec podarilo
objavenim lymfotropného virusu T-buniek 'udi (human T-cell leukaemia virus type 1, HTLV-
1). Tento virus bol identifikovany v rokoch 1980-1 ako pricina $pecifického nadorového
ochorenia v juhozapadnom Japonsku, ozna¢ovaného ako leukémia T-lymfocytov dospelych
a starSich osob (adult T-cell leukaemia, ATL) (Takatsuki 2005). Lymfotropné virusy T-buniek

I'udi st radené medzi deltaretrovirusy.

Do tejto skupiny patria dodnes 4 zndme kmene HTLV a to HTLV typu 1 az 4 (HTLV-
1, HTLV-2, HTLV-3, HTLV-4), pricom vyskyt HTLV-3 a HTLV-4 bol u l'udi objaveny len
nedavno, a to zatial’ len na uzemi Afrického kontinentu (Calattini et al. 2005; Wolfe et al.
2005). Virus HTLV-2 bol izolovany z lymfocytov pacienta s leukémiou z vlasovych buniek
(hairy cell leukaemia) a taktiez je spojovany s niekol'’kymi pripadmi nervovych poruch.
S leukémiou vsak nie. Jedine HTLV-1, ktory napriek tomu, Ze vo svojom gendéme nenesie
onkogény, dokaze nadorovo transformovat hostitel'ské bunky (T-lymfocyty). Tejto

transformacie je schopny v oboch pripadoch, ako in vitro, tak in vivo.

V tejto kapitole bude teda pozornost’ venovana HTLV-1, ktory, ako uz bolo povedané,
bol objaveny ako prvy l'udsky retrovirus primarne asociovany s leukémiou T-lymfocytov

dospelych a starSich 0sob (ATL = adult T-cell leukaemia).

Provirus HTLV-1 bol detegovany hlavne v CD4+ T-bunkach a v mensom rozsahu
v CD8+ T-bunkach (Yasunaga et al. 2001). Tato nevyrovnanost’ v detekcii v§ak mohla byt
spdsobena aj faktom, ze u CD4+ T-buniek nuti virusova infekcia bunky k mnozeniu na
rozdiel od CD8+ T-buniek, kde dochadza len k oneskorenej bunkovej smrti (Sibon et al.
2006).

3.2 Genom

Vseobecny zjednoduseny model gendmu retrovirusov bol popisany na zaciatku tejto

prace, avSak genom virusu HTLV-1 je 0 nieco zlozitejsi.

Cast’ genému medzi génom env a oblastou 3° LTR, nazyvana tiez pX oblast’ obsahuje
regulacné gény a faktory virusu, Tax, Rex, p12, p13, p30 a p21. Vldkno zapornej polarity
koduje tzv. ,,antisense” transkript pX, nazyvany Hbz (Gaudray et al. 2002). Z tychto su
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najvyznamnej$imi génmi Tax a HBZ. Oba sa totiz podiel'aji na premene T-lymfocytov

a naslednom vzniku ochorenia.

Gén Tax je z velkej Casti zodpovedny za navodenie nddorového stavu. Bolo
preukdzané, ze brani v opravnych mechanizmoch buniek. Takéto bunky sa potom snazia
zastavit’ bunkovy cyklus a navodit’ programovant bunkovu smrt’. Bunky infikované virusom
HTLV-1 vsak nie st schopné navodit’ ziadny z tychto dvoch stavov, pretoze su ovplyviiované

prave produktom génu Tax.

HTLV-1 basic leucine zipper (bZIP) factor, HBZ, je gén kédovany na antiparalelnom
vlakne provirusu HTLV-1. HBZ sa aktivne vyskytuje v infikovanych bunkach vo forme ako
proteinu, tak vo forme mRNA. Obe tieto formy maju svoju funkciu v bunke, HBZ protein
sluzi ako na tlmenie transkripcie, tak aj na regulaciu prepisu napriklad hTERT, katalytickej

podjednotky telomerazy u 'udi. HBZ RNA zasa plni svoju funkciu v proliferacii T buniek.

3.3 Mechanizmy nadorovej transformacie buniek

331 Tax

Transaktivatorovy protein, Tax, je v HTLV-1 infikovanych bunkach zodpovedny za
mnoho procesov, od signalizacie, cez regulaciu delenia buniek a regulaciu jednotlivych
kontrolnych bodov mitdzy, aZ po ovplyvitovanie bunky na Grovni opravy DNA.
Z mRNAtranskriptu génu Tax, mézu vzniknit’ aZ dva proteiny. Okrem proteinu Tax, je to
eSte protein Rex, ktory mdze byt’ tymto prepisom kodovany. V skuto€nosti vSak Tax
transkript prevlada nad Rex, ¢o je sposobené silnejSou Kozakovou sekvenciou tohto génu. Po
tom, ako je protein Tax vytvoreny, je premiestneny do jadra, kde vdzbou na TXRE (Tax

responsive elements) aktivuje transkripciu virusu.

3.3.1.1 Interakcia s NF-xB

Jadrovy faktor kB (NF-xB) hra v bunkach délezitu tlohu a to hned’ v niekol’kych
oblastiach. Medzi jeho hlavné funkcie patri regulacia mnohych biologickych procesov, akymi
st napriklad rast a proliferacia buniek, vyvoj a prezitie, ale napriklad aj imunitna odpoved’.
Zmena regulacie NF-xB vyvolava u 'udi mnoho ochoreni a to hlavne rakovinového
a imunitného typu (Gutian Xiao et al. 2006). U buniek infikovanych HTLV-1, ¢i uz nadorovo
premenenych, alebo nepremenenych, je NF-kB stale aktivovany, na rozdiel od normélnych T-
buniek (Watanabe et al. 2005). Nie je teda prekvapenim, ze NF-«kB a jeho regulacia pomocou
virusovych proteinov plnia hlavna Glohu v premene T buniek. Ako regulator NF-xB v HTLV-

1 infikovanych bunkach vystupuje virusovy protein Tax. Tax aktivuje IKK (IxB kinase)
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prostrednictvom interakcie s NEMO (NF-«xB essential modulator). D6jde k fosforilacii IkBa
a teda k jej degradacii, o ma za nasledok aktivaciu kanonickej (klasick) NF-xB drahy (Chu
et al. 1998; Jin et al. 1999; Harhaj and Sun 1999; G Xiao and Sun 2000; G Xiao, Harhaj, and
Sun 2000). Tax zaroven pridava IKK 1 (katalyticka podjednotka IKK) do komplexu s p100.
To aktivuje nekanonick (alternativnu) NF-kB drahu, ktora je nezavisla na NIK (NF-«xB
inducing kinase) (G Xiao et al. 2001; Qu et al. 2004).

3312 p53

Dal§im vyznamnym bunkovym partnerom virusového onkogénu Tax je po NF-kB
protein p53, ktory je skimany najma pre jeho tilohu tlmenia nadorov (tumor supressor). Tento
protein vyskytujici sa v mnohobunkovych organizmoch spéja bunkové signaly ako v ramci
bunky na Grovni signalizacie medzi poskodenymi organelami, tak na tirovni mnohobunkove;j
pri signalizacii medzi bunkami a ich okolim. Vd’aka signalizécii p53 poméha bunkam
V plneni ich osudu, ¢i uz ide o prezivanie buniek, ich starnutie, programovana bunkovu smrt,
diferenciaciu alebo migraciu (Surget, Khoury, and Bourdon 2013). Protein p53 je schopny
viazat’ sa na niektoré regula¢né proteiny a tym menit a prispdsobovat’ ich funkcie
(Koutsodontis et al. 2005). Ddlezité je tiez poznamenat’, Ze p53 nie je len transaktivator

transkripcie, ale moze transkripciu aj potlacat’ (Ho and Benchimol 2003).

Co sa nadorov tyka, p53 sa nachadza az v 60% vsetkych 'udskych nadorov
Vv mutovanej forme, €o ale neplati pre pacientov s ATL. V ich bunkach sa protein p53
vyskytoval v mutovanom stave len v malom percente a prave naopak, vac¢Sina ATL buniek
obsahovala pévodnu formu p53 a to preto, Ze tento bol inaktivovany onkoproteinom Tax

(Tabakin-Fix et al. 2006).

Jedna z moznosti regulacie proteinu p53 pomocou Tax je aj sut'az o vazbu s CBP.
CBP, alebo tiez CREB-binding protein je transkripény koaktivator roznych transkripénych
faktorov a v bunke je ho len obmedzené mnozstvo. Je teda logické, Ze v pripade, ze je CBP
naviazany na Tax protein skor, ako na p53, nemdze uz vykonavat’ svoju podvodnu funkciu.
Tax tymto spdsobom potlaca funkciu p5S3 v bunke, Co je zaroven vel'mi zaujimavé, pretoze

vécsina virusovych DNA onkoproteinov deaktivuje pS3 priamou vdzbou (Ariumi et al. 2000).

3.3.1.3  Poskodenie DNA
V neposlednom rade Tax protein posobi aj na poskodenia DNA a ich opravu. Jednou
Z jeho funkcii v tejto oblasti je potlaCanie funkcie DNA polymerazy f, ktora sa za normalnych
okolnosti podiel'a na oprave DNA a to na takzvanom base excision repair (Philpott and
Buehring 1999). Toto vsak nie je jediny typ opravy DNA ovplyviiovany proteinom Tax. Ten
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potlaca takisto takzvanu nucleotide excision repair a mismatch repair (Kao and Marriott
1999; Morimoto et al. 2005). Ked'Ze Tax protein potlaca a brani mnohym opravam DNA,

V tej sa po istom Case za¢nll hromadit’ mutécie a poSkodenie je potom nendvratné.

3.3.2 HBZ

Dlhy ¢as sa myslelo, ze gény retrovirusov st prepisované len z paralelného (sense)

a nikdy nie z antiparalelného (anti-sense) vlakna a to z jedného prométoru nachadzajiceho sa
Vv 5° LTR oblasti provirusu. Na komplementarnom vlakne provirusu HTLV-1 sa vSak
vyskytoval konzervovany otvoreny ¢itaci ramec (ORF) a to naznacovalo, Ze aj antiparalelné
vlakno provirusu moze mat’ potencidl kddovania génov a teda vzniku mRNA zaporne;j
polarity. Existencia antiparalelného prepisu HTLV-1 bola preukazana pomocou metody
Northern blot analysis v roku 1989, avsak az v roku 2002 bol uréeny protein vznikajtci

z antiparalelného transkriptu provirusu HTLV-1 (Gaudray et al. 2002). Tymto proteinom bol
tzv. HTLV-1 basic leucine zipper (bZIP) factor, skratene HBZ.

Oblast’ kodujica gén HBZ sa nachadza na antiparalelnom vlakne provirusu, na pozicii
medzi Tax exénom 3 a Env ex6nom 2. Pociatok prepisu génu je umiestneny hned’ na
niekol’kych poziciach v 3¢ LTR oblasti, ¢o je pravdepodobne spdsobené tym, Ze
v bezprostrednej blizkosti poc¢iatku transkripcie sa na antiparalelnom vlakne nenachadza
ziadny TATA box. Casto pouzivané miesta pociatku transkripcie boli zistené pre pozicie
8713, 8865, 8887, 8894 (Cavanagh et al. 2006).

Co sa $truktary proteinu tyka, protein obsahuje tri domény. Na N-konci sa nachadza
doména aktivujtca transkripciu, na C-konci zasa bZIP doména a medzi nimi takzvana
centralna doména (Gaudray et al. 2002, Hivin et al. 2005). Tieto sa podiel’aju na interakciach
s hostitel'skymi faktormi, napriklad centrdlna doména obsahuje tri jadrové lokalizacné signaly
(Hivin et al. 2005) a bZIP doména ma hned’ niekol’ko funkcii, ku prikladu aktivaciu JunD
(spolu s aktivaénou doménou)(Thébault et al. 2004) ale aj inhibiciu c-Jun a Jun B (Basbous et
al. 2003).

Antiparalelny transkript génu HBZ podlieha zostrihu, vd’aka ktorému vznikaju dve
formy tohto transkriptu (Satou et al. 2006; Cavanagh et al. 2006; Murata et al. 2006). Tieto sa
odlisuju vo velkosti exonu 1. Jeden variant sa vyskytuje Castejsie, ako (Cavanagh et al. 2006),
a dokonca aj niekol’kokrat CastejSie, nez transkript, ktory zostrihu nepodlieha. Toto bolo
pozorované ako v pripadoch ATL pacientov, tak v pripadoch HTLV-1 nositel'ov (Usui et al.
2008).

5’LTR byva v bunkdch ATL c¢asto bud’ metylovany, alebo sa tam nachadza muticia.

Toto obycajne vedie k utlmeniu prepisu virusovych génov, ako génu Tax, tak aj ostatnych

17



vyskytujucich sa na paralelnom vlakne. Ako protiklad proti tomu, 3’LTR je naopak
hypermetylovany, ¢o pre HBZ gén nachddzajuci sa na antiparalelnom vlakne znamena
zvysenie jeho prepisu (Koiwa et al. 2002).

Jednou z prvych zistenych funkcii HBZ bolo tlmenie virusovej transkripcie
sprostredkovanej génom Tax. Bolo zisten¢, Ze interakcia bZIP domény s CREB-2 (tiez
nazyvany ATF-4) rusi vaizbu CREB-2 na 5’LTR TxRE (Tax responsive elements), coho
vysledkom bolo prave negativne ovplyvnenie transkripcie virusu. Toto negativne ovplyvnenie
je v8ak zavislé na davke HBZ (Gaudray et al. 2002; Arnold et al. 2006).

Dal$ou neopomenutelnou funkciou HBZ je regulacia transkripcie hTERT (katalyticka
podjednotka telomerazy u I'udi), ¢i uz v kladnom, alebo zdpornom zmysle. Bolo totiz
preukazané, ze protein HBZ je schopny regulovat’ transkripciu hTERT v zavislosti na jeho
vézobnom partnerovi Jun. V pripade, Ze vizobnym partnerom je JunD, HBZ reguluje
transkripciu hTERT v zmysle jej aktivacie. Naopak, HBZ s c-Jun tato transkripciu potlaca
(Kuhlmann et al. 2007).

Proteinova forma HBZ vsak nie je jedind, ktora vykonava v bunke nejaké funkcie.
Vyznamnu tlohu hlavne v proliferacii T buniek tvori HBZ RNA. Specificka $truktiira RNA
zvand stem loop zvySuje transkripciu génu E2F1 a tym zvysuje proliferaciu T buniek. Tato
Struktiira sa nachadza blizko N-konca transkriptu HBZ (Satou et al. 2006). V pripade génu
E2F1 bolo zistené, ze moze byt’ aktivovany aj génom Tax (Iwanaga et al. 2001), avsak
expresia E2F1 je nadmerne zvySena v bunkach ATL s absenciou Tax, ¢o naznacuje, Ze prave

HBZ RNA nesie zodpovednost’ za zvySenl tvorbu E2F1 v ATL bunkach.
3.4 Zaver

DoterajSie poznatky naznacujl, ze oba uvedené gény virusu HTLV-1 hraji svoju
ulohu v navodeni a udrZani ochorenia ATL. V neskorsich Stadiach ochorenia gén Tax
ustupuje génu HBZ, ktory potlaca proliferaciu buniek a taktiez hra ulohu v udrzani
leukemickych buniek a tym pretrvavaniu ochorenia. Detailné mapovanie molekularnych
mechanizmov tohto ochorenia je vel'mi ddlezité. Miliony 'udi po celom svete st infikovani
tymto virusom a vSetky poznatky o molekularnych procesoch v bunke po HTLV-1 infekcii su

uzito¢né pri vyrobe ¢o najlepsich vakcin a lieCiv.
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4 Dalie leukemické retrovirusy

Hlavnym ciel'om tejto prace je zamerat’ sa na mechanizmy, ktorymi dochadza
k nadorovej transformacii buniek vplyvom leukemickych retrovirusov. Zatial’ boli
predstavené dva retrovirusy navodzujuce nadorovy stav buniek veduci hlavne k leukémii
a inym nadorovym ochoreniam krvi a jej buniek, a to virus macacej leukémie (FeLV)
a lymfotropny virus T-buniek I'udi (HTLV-1). Na nich bolo poukazané na niekol’ko
mechanizmov, ako na inzer¢nu aktivaciu proto-onkogénov, tak na schopnost’ niest’ si
v gendme povodne bunkové onkogénny, ale aj gény virusu, ktoré su ¢i uz vo forme proteinu
alebo RNA transkriptu schopné ovplyviiovat’ napriklad regulaéné mechanizmy a signaliza¢né
dréhy bunky. To, zZe tieto procesy st z vel'kej Casti spolocné pre vacsinu leukemickych

retrovirusov, bude v kratkosti popisané v tejto kapitole.

4.1 Virus bovinnej leukémie (BLV)

Virus bovinnej leukémie, patriaci medzi deltaretrovirusy, je si v mnohych veciach
podobny s lymfotropnym virusom T-buniek 'udi. Ako HTLV-1, tak aj BLV spdsobuje nadory
az po dlhej dobe latencie. Co sa gendému tyka, oba virusy obsahuju tisek pX nachadzajici sa
medzi génom env a 3’LTR oblastou. Této ¢ast’ gendmu u oboch virusov koduje regulacné
proteiny. U BLV su to Tax, Rex, R3 a G4. Treba taktiez poznamenat’, ze pX region ma
virusovy povod a nejedna sa o prevzaté bunkové onkogény (Sagata et al. 1984). BLV
spOsobuje ochorenie nazyvané enzootickd bovinna leukdza (EBL), ktoré napada hlavne B-

bunky.

Co sa BLV Tax génu tyka, mé niekol’ko funkcii. Medzi prvé z nich patri nepochybne
aktivacia virusovej transkripcie (Derse 1987; Willems et al. 1987), regulacia rastu bunky
a tlmenie bunkovych génov s tym spojenych, ako napriklad c-fos (Tajima and Aida 2002),
d’alej tiez schopnost’ regulécie programovanej bunkovej smrti, timenie oprav DNA
(Takahashi et al. 2005; Philpott and Buehring 1999) a v neposlednom rade hra ulohu
Vv podpore prezivania buniek a ich transformacii (Takahashi et al. 2004; Willems et al. 1990).
Medzi pomerne nové poznatky o tomto géne tiez patri fakt, Ze BLV Tax reguluje vrodenu
imunitn odpoved’ (Arainga, Takeda, and Aida 2012).

Avsak na rozdiel od HTLV-1, BLV Tax gén nedokaze navodit nddorovy stav sdm.
Dopoméze mu k tomu d’alSia udalost’, ktorou je napriklad mutacia v regulacnom géne bunky,
ktory sa podiela na procese transformacie. Tymto génom je tumor supresorovy gén p53.

Vel'ké mnozstvo nadorov a bovinnych lymfémovych linii B-buniek vyvolanych
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prostrednictvom BLV obsahovalo substitu¢na (missense) mutaciu prave tohto génu (Dequiedt

et al. 1995; Ishiguro et al. 1997; Zhuang et al. 1997; Komori et al. 1996).

G4 protein, nachédzajuici sa taktiez v pX oblasti BLV moze zohravat’ svoju tilohu
V nadorovej transformacii u BLV infikovanych buniek. G4 protein sa podiel’a na imortalizacii
a vzniku nadorov in vivo svojou interakciou s farnezyl pyrofosfat syntetdzou. Oba tieto
proteiny st lokalizované v mitochondriach, ktoré st metabolické centrum bunky a takisto sa
podiel’aji na rozhodovani o jej zivote a zaniku (Lefebvre et al. 2002). Toto naznacuje, Ze tato
interakcia je dolezitd pre potencialnu nadorovt transformaciu buniek, aj ked’ zatial’ len in

vitro.

4.2  Virus vtacej myeloblastozy (AMV)

Akutna myeloblasticka leukémia (acute myeloblastic leukaemia, AML) je ochorenie,
ktoré je sposobené virusom vtacej myeloblastézy (avian myeloblastosis virus AMV) (Beard
1963). AMYV patri medzi alfa retrovirusy. Pokusy so skorou in vitro odpoved’ou ukazali, ze
produkcia virusovych cCastic s leukemogénnym potencidlom si okrem AMV vyzadovala
taktieZ pritomnost’ pomocného virusu (helper virus). Tymto pomocnym virusom je
Myeoloblastosis-associated virus (MAV), replika¢ne kompetentny vtaéi retrovirus, ktory
nesie zodpovednost’ za vznik niekol’kych ochoreni, ako st osteopetroza, nefroblastom alebo
lymfoidna leukéza (Moscovici, Gazzolo, and Moscovici 1975; Perbal 1995).

AMV nesie vo svojom gendme onkogén v-Myb, ktory sa v minulosti dostal do gendmu virusu

z gendmu hostitel'skej bunky nesucej c-Myb replikaciou.

421 c-Myb

Na N-konci proteinu c-Myb sa nachddza DNA-vdzobnd doména. Ta je v evoltcii
konzervovana a sklada sa z dvoch alebo troch repetitivnych sekvencii (R1, R2, R3). Tieto v§ak
nemaju rovnaku funkciu. Zatial’ ¢o R1 sa na DNA viaZe neSpecificky, R2 a R3 sa viazu prave
Specificky. Funkcia R1 je stabilizacia celého komplexu (Ogata et al. 1992).
*Protein c-Myb je dolezitou sucastou signalnych dréh, ktoré ovplyviiuji dozrievanie
erytroidnych, lymfoidnych a myeloidnych buniek (White and Weston 2000). Podiel’'a sa na
regulacii vyvoja B-lymfocytov, trombopoézy a megakaryocytopoézy a U T-lymfocytov, ktoré
st aktivované pomocou IL-2 je potrebny pri prechode buniek z G1 do S fazy bunkového cyklu
(Thomas et al. 2005; Carpinelli et al. 2004; Gewirtz et al. 1989).

4.2.2 v-Myb
Sekvencia génu v-Myb bola prvykrat objavena v roku 1979 v genome AMV (Roussel
et al. 1979). v-Myb sa v gendéme AMV nachadza na 3° konci génu pol a nahradzuje vel’ka
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cast’ sekvencie kodujucej proteiny obalu. Jeho vznik je pripisovany pravdepodobne
rekombinacii medzi DNA provirusu AMV a génom c-Myb a naslednému zostrihu $iestich
intronov (Klempnauer and Bishop 1983). Gén v-Myb je oproti povodnému c-Myb-u skrateny
0 koncové sekvencie DNA a to z oboch stran (z 3¢ aj 5° konca). Tieto oblasti st nahradené
Cast'ami sekvencii retrovirusovych génov gag a pol. v-Myb je na rozdiel od povodnej
bunkovej formy ovplyvneny LTR sekvenciou virusu, ktord zosilfiuje jeho expresiu. Tento gén
taktiez obsahuje bodové mutacie, ktoré majui za nasledok 11 zmien aminokyseliny vo

vyslednom proteine (Gerondakis and Bishop 1986).

Onkogénnu aktivaciu proteinu c-Myb vyvolava skratenie tejto molekuly o C alebo N-
koncovu ¢ast’. Pritom je vSak protein stale schopny viazat’ sa na DNA a interagovat’
s niektorymi kofaktormi transkripcie (Cuddihy et al. 1993; Grésser, Graf, and Lipsick 1991;
Tanaka, Nomura, and Ishii 1997; Lane et al. 1990). Zamena vsetkych jedenastich
aminokyselin vSak nie je dostacujlica pre onkogénnu transforméciu krvotvornych buniek.

Tieto mutacie ale maju vplyv na aktivitu v-Myb v bunke (Stober-Grisser and Lipsick 1988).

4.3 Zaver

Napriek tomu, ze v-Myb sam osebe nedokaze navodit’ onkogénnu transformaciu
buniek, ani v pripade mutacie jedenastich aminokyselin, je povazovany za onkogén, ktory sa
minimalne podiela na vzniku ochorenia AML, ¢im sa tato stratégia podoba uz opisovanému

FeLV.
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Zaver

Retrovirusy sa radia medzi RNA virusy, ktoré vo svojej hostiteI'skej bunke zanechaju
kopiu svojej nukleovej kyseliny vo forme DNA provirusu. Delia sa na niekol’ko skupin a st
vel'mi variabilné, ¢o sa vyvolanych ochoreni tyka. St tiezZ pomerne Siroko rozsirené medzi
niekol’ko zivo¢iSnych druhov. Nemozno sa vSak na ne pozerat’ len ako na potencialnych
povodcov ochoreni, v dnesSnej dobe sa totiz I'udia snazia vyuzivat’ mimo iné aj retrovirusy na
liecbu nadorovych ochoreni a to prostrednictvom génovej terapie. Schopnost’ inzercie
provirusu do gendmu hostitel'skej bunky v§ak moze byt dvojsecna zbraii.

Jednou z moznosti transformacie buniek a nasledného vzniku nddorového ochorenia,
ktorymi sa zaobera tato praca, je prave inzerc¢nd aktivacia. Je to stav, kedy sa DNA provirusu
dostane do blizkosti bunkového onkogénu, ktorého transkripciu zosilni prostrednictvom
svojej LTR oblasti. Tento jav je Casto sprevadzany tym, Ze retrovirus si uZ vo svojom genéme
nesie onkogén, ktory méa bunkovy povod. Ten potom pomoéze v nadorovej transformacii
infikovanej bunky. Tieto mechanizmy st v praci popisané najmi na priklade virusu macace;j
leukémie (FeLV), ktora ako onkogén vyuziva c-Myc. FeLV je v§ak vel'mi variabilny virus,
ktory nielenze ma niekol’ko podskupin, ktoré sa od seba lisia sekvenciou env génu, ale je
taktiez spajany s velkym mnozstvom roznych nadorovych ochoreni na zaklade detekcie
provirusu v nadorovych bunkach. Hoci je vel'mi tazké robit’ vyskum v tejto oblasti z dovodu
variability virusu a mnoho molekularnych mechanizmov ostalo stale nepreskiimanych,
mnozstvo maciek infikovanych tymto virusom stale klesa a S novymi objavmi sa dari ispeSne
chranit’ FeLV negativne macky viac a viac.

V tejto praci vSak nie je pozornost’ venovana len zvieracim leukemickym virusom, ale
aj 'udskému, a to HTLV-1. Na tomto priklade je popisany d’alsi typ nadorovej transformacie
buniek veduci k leukémii a to prostrednictvom génov, ktoré nemaji bunkovy, ale virusovy
povod. St to gény nachadzajlice sa v pX oblasti virusu a to hlavne gén Tax a gén prepisovany
z antiparalelného transkriptu, HBZ. Tax je transaktivator transkripcie, ktory je zodpovedny za
cely zoznam procesov, ktoré ovplyviiuje (regulacia delenia buniek, oprava DNA ¢i
ovplyvilovanie signalizacie). HBZ ma v bunkdch dualnu funkciu, vo forme proteinu je
zodpovedny za regulaciu transkripcie hTERT, ako aj timenie virusovej transkripcie. RNA
forma HBZ hra rolu v proliferacii T buniek zvySenim transkripcie génu E2F1. HTLV-1 je vo
vel'kej miere Studovany a vedci sa snazia ¢o najlepsie pochopit’ vSetky procesy
a mechanizmy, ktorymi HTLV-1 interaguje s hostitel'skymi bunkami. Je to samozrejme

hlavne preto, Ze sa jedna o I'udsky virus a o najlepSie poznanie detailov o tomto viruse by
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mohlo napomdct’ k vyrobe €o najucinnejsich lieiv a rozSireniu moznosti, ako s ochorenim
ATL bojovat'.

Posledna kapitola prace je venovana niektorym d’al$im leukemickym retrovirusom. Jej
ulohou je poukézat’ na fakt, Ze medzi tymto typom retrovirusov existuje urcita konzervovana
spojitost’ v tom, ako navodzuju nadorovy stav, ¢i uz in vitro, alebo in vivo. Tiez ukazuje, Ze
onkogénne retrovirusy si evolu¢ne nevyvinuli prili§ mnoho spésobov, ako bunku
transformovat’, avSak ich sposoby st ti¢inné a napriek tomu, Ze existuju viac rozsirené

virusové ochorenia, ani onkogénne retrovirusy nie st v tomto ohl'ade zanedbatelné.
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