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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Raki ptuc sa najczesciej diagnozowane sposréd wszystkich nowotworéw bedacych przyczyna
$mierci ludzi. Dwadziescia procent z nich nie jest powigzanych z paleniem papieroséw, wigc po-
szukuje si¢ innych przyczyn ich powstawania oraz sposobéw wczesnego ich wykrywania. Rak
oskrzelikowo-pecherzykowy bedacy podtypem najpowszechniejszego pierwotnego raka ptuc —
gruczolakoraka, jest bardzo podobny do nowotworu wystgpujacego u owiec — gruczolakoraka
ptuc owiec. Jest to nowotwor wywolywany przez owczy retrowirus jaagsiekte (jaagsiekte sheep
retrovirus — JSRV) nalezacy do rodzaju Betaretrowirus. Wirus ten indukuje transformacj¢ nowo-
tworowa sekrecyjnych komdrek nabtonkowych ptuc: pneumocytéw 11 typu i komérek Clara. Jego
tropizm do tych komérek jest zwiazany z zaleznoscia aktywacji wirusowych regionéw LTR od
komoérkowych czynnikéw bioracych udzial w ekspresji genéw biatek swoistych dla ptuc, m.in.
biatek surfaktantu. Wyniki badan nad mechanizmami wirusowej mutagenezy dowodza, ze czyn-
nikiem onkogennym jest biatko otoczki wirusa — Env, ktérego region zwany ogonem cytoplazma-
tycznym powoduje aktywacj¢ kaskad enzymatycznych PI3K-Akt i Ras-MEK-MAPK prowadza-
cych do transformacji komoérki oraz telomerazy powodujacej rozrost nowotworu. Niewykluczona
jest tez rola mutagenezy insercyjnej, poniewaz wykazano istnienie co najmniej jednego wspol-
nego miejsca integracji wirusowego DNA z owczym. Morfologiczne i histologiczne podobien-
stwa do oskrzelikowo-pecherzykowego raka ptuc czlowieka oraz mozliwos¢ do§wiadczalnej in-
dukcji gruczolakoraka pluc u owiec sprawiaja, ze nowotwor ten stanowi dobry model do badan
nad onkogeneza, a w przysztosci celowana terapia raka ptuc.

gruczolakorak ptuc owiec ° rak oskrzelikowo-pecherzykowy ° jaagsiekte  biatko otoczki °
onkogeneza

Summary

Lung cancer is the most frequently diagnosed of all the human neoplasms leading to death. Because
twenty percent of cases are not associated with cigarette smoking, other causes and methods
of early diagnosis are being sought. Bronchioloalveolar cancer, which is a subtype of the most
common primary lung cancer, adenocarcinoma, is very similar to ovine pulmonary adenocarci-
noma (OPA), a naturally occurring lung cancer in sheep. OPA is caused by the virus Jaagsiekte
Sheep Retrovirus (JSRV), a member of the genus of beta-retroviruses. The virus induces neopla-
stic transformation of secretory epithelial cells of the lung, i.e. alveolar type II pneumocytes and
Clara cells. JSRV’s tropism for these cells is connected with viral LTR regions interacting with
cellular factors that play major roles in the expression of lung-specific genes, e.g. those of sur-
factant proteins. Results of studies on the mechanisms of viral mutagenesis indicate a viral enve-
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lope protein (Env) as an oncogenic factor. There are two main enzymatic pathways involved in
the cell transformation: PI3K-Akt and Ras-MEK-MAPK, both activated by the cytoplasmic tail
of the envelope protein. Tumor development is associated with telomerase activation. Insertional
mutagenesis has also been suggested because there is at least one common integration site for
JSRV in OPA. Morphological and histological similarities with human bronchioloalveolar can-
cer and the possibility of experimental induction of the tumor in animals makes OPA a good mo-
del for the study of oncogenesis and target therapy of lung adenocarcinoma.

ovine pulmonary adenocarcinoma ° bronchioloalveolar cancer * jaagsiekte  envelope protein

* oncogenesis
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kofcowe (long terminal repeats); MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem (mitogen-
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matpi wirus Masona-Pfizera (Mason-Pfizer monkey virus); OPA - gruczolakorak ptuc owiec (ovine
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1. Wstep

Raki pluc stanowia najwigkszy odsetek nowotworéw be-
dacych przyczyna Smierci ludzi w krajach uprzemysto-
wionych. Najczg¢sciej kojarzone z paleniem papierosow
(stwierdzane sa wowczas u 0séb srednio powyzej 50 roku
zycia) pojawiaja si¢ tez jednak u os6b niepalacych i mto-
dych. Prawie 95% pierwotnych nowotworéw pluc wywo-
dzi si¢ z nabtonka oskrzelowego, a najczgstszym typem
raka oskrzelopochodnego jest gruczolakorak (pozosta-
fe to: rak ptaskonablonkowy, rak wielkokomdrkowy nie-
zréznicowany i rak drobnokomérkowy) [19,50]. Podtyp
gruczolakoraka — rak oskrzelikowo-pgcherzykowy — wy-
kazuje najstabszy zwiazek z paleniem tytoniu i jest naj-
czgsciej diagnozowana postacia nowotworu pluc u oséb
ponizej 45 roku zycia, zwlaszcza u kobiet [29]. Celem po-
znania mechanizméw kancerogenezy w raku oskrzeliko-
wo-pecherzykowym przeprowadzono badania na modelu
bardzo podobnego pod wzgledem makroskopowym i hi-
stologicznym gruczolakoraka ptuc owiec (ovine pulmo-
nary adenocarcinoma — OPA). Jest to nowotwor o etiolo-
gii wirusowej, wywotywany przez betaretrowirus — JSRV
(jaagsiekte sheep retrovirus). Nazwa ,,jaagsiekte” pocho-
dzi od afrykarkich stow jaag — polowac i siekte — choro-
ba (pojawiajace si¢ zaburzenia oddychania przypomina-

ja ciezki oddech wyczerpanego pogonig zwierzecia) [53].
Podobnie jak w ludzkim raku oskrzelikowo-pgcherzyko-
wym, mutagenezie ulegaja tu komorki ptuc odpowiadajace
za wytwarzanie surfaktantu (tzn. pneumocyty typu Il i se-
krecyjne komorki oskrzelikéw, zwane komérkami Clara),
rozrost nowotworu w poczatkowym stadium choroby jest
nieinwazyjny (z zachowaniem architektoniki pecherzykéw
plucnych), za§ makroskopowo umiejscawia si¢ na obwo-
dzie ptuca jako pojedynczy guzek lub czesciej jako mno-
gie zmiany guzkowate mogace si¢ zlewac [21].

2. GRUCZOLAKOWATOSC PLUC OWIEC (ADENOMATOZA OWIEC,
JAAGSIEKTE)

a. Drogi zakazenia: wirus jaagsiekte jest wydalany z wy-
dzieling z drég oddechowych, przenosi si¢ horyzontalnie,
przez bliski kontakt. Wnika z aerozolem do tchawicy i ptuc.
Mozliwe sa zakazenia okotoporodowe, np. przez karmienie
mlekiem, podczas gdy wirus jest obecny w leukocytach,
nie wyklucza si¢ tez mozliwosci Srédmacicznego zakaze-
nia [6]. Okres inkubacji u eksperymentalnie zakazonych
owiec wynosi od 3 tyg. u jagniat do kilku lat u dorostych
owiec (po zakazeniu nowo narodzonych jagniat guzki no-
wotworowe byty wykrywane migdzy 10 a 20 dniem). U na-
turalnie zakazonych okres ten jest dluzszy — zazwyczaj
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2—4 lata (zmiany nowotworowe stwierdzano najwczesniej
u dwumiesigcznych zwierzat) [38,47].

b. Objawy kliniczne pojawiaja si¢ dopiero, kiedy wiel-
ko$¢ zmian nowotworowych zaczyna zaburzaé prawidlo-
wa funkcje ptuc: obserwuje si¢ stopniowo nasilajaca si¢
duszno$¢, gwattowne, cigzkie oddychanie czgsto z ewi-
dentnie nasilong praca migs$ni brzusznych. Wysiek gro-
madzacy si¢ w dolnych drogach oddechowych daje cha-
rakterystyczne ,,Swisty” styszalne podczas ostuchiwania
klatki piersiowej. Pomimo zachowanego apetytu obserwo-
wana jest utrata masy i kondycji, postgpujace wyniszcze-
nie. Smieré nastepuje wskutek niewydolnosci oddechowe;,
czgsto w obecnosci powiktan, np. zakazeniem Pasteurella
haemolytica [45].

c. Rozpoznanie jest zazwyczaj posSmiertne, opiera si¢
o objawy kliniczne i zmiany sekcyjne, potwierdzone ba-
daniem histopatologicznym i immunohistochemicznym.
Niedawno opracowano réwniez wykrywanie wirusowego
DNA w leukocytach krwi testem PCR, ale poniewaz jego
czutos¢ jest mata, zwlaszcza u osobnikéw we wczesnym
stadium choroby, moze mie¢ to znaczenie diagnostyczne
tylko w badaniu calego stada, a nie indywidualnego zwie-
rzgeia [11]. Zmiany sekcyjne: charakterystyczne zmiany pa-
tomorfologiczne ograniczajq si¢ do klatki piersiowej, ptuca
sgq powigkszone i cigzsze ze wzgledu na obecnos¢ guzow
nowotworowych, mogacych przyjmowac posta¢ drobnych
guzkéw (1-10 mm Srednicy), wigkszych guzéw lub rozle-
gtych zmian obejmujacych cale ptaty (konsolidacje ptato-
we). Zmiany sa wieloogniskowe, rozsiane w obu ptucach.
Przestrzenie powietrzne wypelnione sa gesta wydzieling
wytwarzana przez komorki nowotworowe, ktére zachowu-
ja swoja sekrecyjna naturg. Towarzyszace we¢zly chtonne
sg zazwyczaj powigkszone [20,45].

d. Charakterystyka histopatologiczna: Zgodnie z naj-
nowsza klasyfikacja wg WHO dla nowotwordéw cztowieka
nowotwor pluc owiec wykazuje cechy gruczolakoraka ta-
czacego 3 podtypy: oskrzelikowo-pgcherzykowy, brodaw-
kowaty i groniasty. Podtypy te sa okreslane na podstawie
wzrostu komorek i wzorcéw ich réznicowania si¢ [4,20].
Transformacji nowotworowej ulegaja pneumocyty typu Il
(okoto 80%) i oskrzelikowe komorki Clara (okoto 15%).
W postaci oskrzelikowo-pgcherzykowej proliferacja komé-
rek przebiega z zachowaniem architektoniki pecherzykéw
ptucnych. Komorki rozrastaja si¢ tworzac warstwe pokry-
wajaca przegrody pecherzykowe, ktére stuza jako ruszto-
wanie. Podtyp brodawkowaty charakteryzuje si¢ rozrostem
komérek w postaci brodawek uwypuklonych do §wiatta pe-
cherzykéw. Dostrzegalny jest tez duzy pleomorfizm jader,
a obraz struktury pecherzykowej zaciera si¢. Podtyp gro-
niasty cechuje obecnos¢ struktur przypominajacych kana-
liki albo grona i cewki utworzone przez komoérki wyglada-
jace jak komorki nabtonka oskrzeli. Widoczna jest inwazja
podscieliska z desmoplazja [19]. W gruczolakoraku wywo-
tanym przez JSRV te 3 podtypy histopatologiczne moga
by¢ obecne w obrgbie tej samej tkanki nowotworowe;j.
Badaniem immunohistochemicznym stwierdzono, ze komér-
ki nowotworowe wykazuja nadekspresje biatka CD208/DC
LAMP (dendritic cell lysosomal associated membrane pro-
tein) — nalezacego do rodziny LAMP (lysosomal associa-
ted membrane protein) poczatkowo opisanego w aktywo-
wanych komérkach dendrytycznych. Biatko CD208/DC

LAMP jest obecne w ludzkich, mysich i owczych pneumo-
cytach typu Il i ulega nadekspresji w oskrzelikowo-pgche-
rzykowym raku pluc cztowieka i w gruczolakoraku ptuc
owiec. W pneumocytach typu II biatko CD208 ulega eks-
presji w btonach ksztattujacych ciatka blaszkowate, swo-
iste pgcherzyki wyspecjalizowane w wytwarzaniu surfak-
tantu. Rola tego biatka w rozwoju nowotworu nie zostata
jeszcze wyjasniona [43].

3. CHARAKTERYSTYKA WIRUSA GRUCZOLAKOWATOSCI PLUC OWIEC
(JSRV)

a. Budowa wirusa

Wirus adenomatozy owiec nalezy do rodziny Retroviridae,
rodzaju Betaretrovirus. Do rodzaju tego naleza tez: wirus
enzootycznego raka jamy nosowej (enzootic nasal tumor
virus — ENTV) wystgpujacy u owiec i k6z, mysi wirus raka
sutka (mouse mammary tumor virus — MMTV), malpi wi-
rus Masona-Pfizera (Mason-Pfizer monkey virus — MPMV)
i retrowirus matp wiewiorkowatych (squirrel monkey re-
trovirus — SMRV). Wirion ma budowe sferyczna i zawie-
ra otoczke, jego Srednica wynosi 80—100 nm, wewnatrz
znajduje si¢ nukleokapsyd z dwiema ni¢émi RNA (ssRNA).
Po wniknigciu wirusa do komoérki docelowej RNA jest za
pomoca wirusowej odwrotnej transkryptazy przepisywa-
ny na DNA, ktdre nastgpnie ulega integracji z genomem
gospodarza [47,53].

Budowe genomu opisali w latach dziewigc¢dziesiatych ubie-
glego wieku niezaleznie dwaj rézni autorzy - dla izolatéw
z Afryki uzyskanych z wysigku z ptuc i izolatéw z Europy
uzyskanych z tkanki nowotworowej. Izolaty te wykazywaty
duza homologi¢ (93%) [37,54]. Prowirusowy DNA JSRV
ma dtugos¢ 7834 par zasad (pz) [34] i zawiera typowe re-
trowirusowe geny gag, pro, pol i env oraz dodatkowo otwar-
ta ramke odczytu orfX w obrgbie genu pol. Gen gag kodu-
je poliproteing, ktora jest dzielona na 3 biatka strukturalne
rdzenia wirusa: biatko macierzy (MA), biatko giéwne kap-
sydu (CA), biatko nukleokapsydu (NC). Gen pro koduje
biatko, w ktérym wyrézniono 2 domeny: pierwsza wyka-
zuje aktywnos$¢ proteazy (PRO) i jest odpowiedzialna za
cigcie prekursorowych poliprotein, druga jest kompatybilna
z dUTP-aza i zapobiega wlaczaniu przez odwrotna trans-
kryptazg dUTP do taiicucha nukleotydowego podczas trans-
krypcji. Gen pol ulega translacji jako poliproteina, dzielona
na 2 bialka enzymatyczne: odwrotng transkryptaze (RT),
odpowiedzialng za replikacj¢ wirusowego RNA i integra-
z¢ (IN) bioraca udziat we wlaczaniu wirusowego DNA do
genomu gospodarza. Gen env koduje biatka otoczki (po-
wierzchniowe i transbtonowe). Sekwencja orfX nie kodu-
je zadnego bialka, a jej rola w replikacji i ekspresji wiru-
sa nie zostala jeszcze wyjasniona.

JSRV zawiera takze regiony niekodujace, ktére sa nie-
zbedne do replikacji — sa to tzw. dlugie powtarzajace si¢
sekwencje (long terminal repeats — LTR), zlokalizowane
na obu koncach zintegrowanego genomu [53].

Na podstawie poréwnania szesciu szczepéw z 3 konty-
nentéw wyodregbniono 2 genotypy JSRV: afrykariski (typ
1) i pétnocnoamerykanski/europejski (typ 2). Najwigksze
réznice migdzy tymi szczepami dotyczyty LTR (89% po-
dobienistwa), w mniejszym stopniu genéw gag i env (91%),
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oraz pol (96%). Stwierdzono, ze JSRV europejski jest o 7
nukleotydéw krétszy od afrykanskiego, réznica w regionie
kodujacym dotyczyta genu pro — otwarta ramka odczytu
pro zaczyna si¢ 53 nukleotydy dalej niz w izolacie afrykari-
skim. Nie bylo ré6znic w regionie gag ani orf X [37].

b. Endogenny JSRV

Genom owcy zawiera rodzing 15-20 endogennych sekwen-
cji retrowirusowych blisko zwigzanych z JSRV (enJSRV).
Budowa ich nie wykazuje zréznicowania zaleznego od ga-
tunku, bez wzgledu na to, czy sa to zwierzgta hodowlane
czy tez dzikie, np. owca kanadyjska i muflon. Stad wnio-
sek, ze wirusy te zintegrowatly si¢ z genomem tych zwie-
rzat wezesnie w rozwoju filogenetycznym i nie zmienity
si¢. Endogenne retrowirusy blisko spokrewnione z JSRV
znaleziono tez u gatunkéw z rodzaju Capra (u kéz dzi-
kich i hodowlanych) i innych z podrodziny Caprinae [16].
Celem poréwnania z postacia egzogenna poddano ana-
lizie sekwencje nukleotydéw 3 loci prowirusowych enJ-
SRV, a za pomoca metod hybrydyzacji in situ i Southern
blot stwierdzono, ze byly one umiejscowione w chromo-
somach 6 1 9. Réznity si¢ od zakaZnego wirusa licznymi
mutacjami punktowymi i delecjami, dotyczacymi m.in. re-
gionu LTR [34]. Endogenny JSRV ulega ekspresji w dro-
gach rodnych samicy i w tozysku, wigc przypuszcza sig,
ze moze mie¢ znaczenie w ksztattowaniu si¢ tozyska [36].
Bliski filogenetycznie wirusowi JSRV jest ENTV, ktéry wy-
wotuje gruczolakoraka gruczotéw sluzowych jamy noso-
wej u owiec i kéz. Stwierdzano réwnolegte zakazenia oby-
dwoma wirusami [30].

c. Tropizm wirusa

Cecha charakterystyczna w rozwoju adenomatozy ptuc
owiec jest szybki rozwoj choroby u nowo narodzonych
jagniat w przypadku zakazenia izolatami terenowymi.
Zwykle jest to okoto 4-6 tygodni, cho¢ wykazano zmia-
ny nawet po 2 tygodniach po wszczepieniu wirusa. W ob-
razie sekcyjnym widaé wowczas liczne wieloogniskowe
zmiany — niewielkie guzki [46,51]. Co wigcej — jedynymi
komoérkami organizmu owcy, w ktérych wykrywany jest
antygen JSRV sa komorki nowotworowe i przylegajace do
nich niezmienione pneumocyty typu II (w pecherzykach)
i komorki Clara (w oskrzelikach). Brak ekspresji wiruso-
wych biatek w prawidlowych komoérkach zakazonego zwie-
rzgcia odréznia JSRV od wszystkich innych onkogennych
retrowirusow, w przypadku ktérych nowotworzenie poja-
wia si¢ w kontekscie wysokiego poziomu wirusowej infek-
¢ji i mozliwosci detekcji antygenu wirusa w niezmienio-
nych komérkach zaréwno tkanki docelowej, jak i innych
tkanek [32,40,53]. Retrowirusy sa w stanie zakazi¢ jedy-
nie te komorki, w ktérych wystgpuje ekspresja swoistych
receptoréw. Komoérkowy receptor JSRV zostat zidentyfi-
kowany jako hialuronidaza 2 (HYAL 2) — glikozylofosfa-
tydyloinozytolopochodne biatko powierzchniowe. Wiaze
ono powierzchniowa czes¢ biatka otoczki (Env) wiru-
sa. Receptor ten jest powszechnie obecny w tkankach, bo
w warunkach in vitro wirus JSRV moze wnika¢ do komo-
rek réznych gatunkéw, hodowle komérkowe pochodzace
z innych niz ptlucna tkanek owcy rowniez moga by¢ zaka-
zane. U naturalnie zakazonych zwierzat wirusowe DNA
moze by¢ wykrywane w tkance limfatycznej, makrofagach
phucnych i komérkach jednojadrzastych krwi — monocy-

tach i limfocytach B i T. Jednak w zadnym z tych przypad-
kéw nie dochodzi do ekspresji biatek wirusa [38]. HYAL2
jest tez receptorem ENTV — retrovirusa typu f3, spokrew-
nionego z JSRV [1], reaguje réwniez z biatkiem Env enJ-
SRV. Komérki, w ktérych zachodzi ekspresja endogenne-
go JSRV uruchamiaja mechanizm, dzigki ktéremu staja
si¢ odporne na egzogenny JSRV: ich biatko Env taczy sie
z receptorem HYAL2, zar6wno w cytoplazmie jak i na
powierzchni komérki, blokujac dostgp do niego wiruso-
wi egzogennemu i zapobiegajac w ten sposéb wniknigciu
wirusa do komorki. Zatem ekspresja biatka Env wirusa en-
dogennego przyczynia si¢ do braku odpowiedzi immuno-
logicznej owiec na zakazenie egzogenng postacig wirusa
— stad brak mozliwosci serologicznego wykrywania zaka-
zen JSRV oraz przekonanie o malej skutecznosci ewentu-
alnej szczepionki [13,36].

Najistotniejsze znaczenie dla integracji i ekspresji JSRV
maja regiony LTR wirusa — sa one aktywne jedynie w ko-
morkach, w ktérych zachodzi transformacja. In vitro LTR
wirusa wykazuje najwyzsza aktywnos$¢ transkrypcyjna w li-
niach komérkowych wywodzacych si¢ z pneumocytéw typu
II 1 komérek Clara. Wykazano, ze LTR zawiera elementy
promotora i wzmacniacza, ktére po wniknigciu i integra-
cji wirusa reaguja ze swoistymi dla tych komérek czynni-
kami transkrypcji. LTR wirusa adenomatozy ma miejsca
wiazace dla czynnikéw transkrypcji, takich jak HNF-3 (he-
patocyte nuclear factor 3) odgrywajacy gléwna rolg w re-
gulacji ekspresji genéw biatek surfaktantu [31] i C/EBP
(CCAAT/enhancer binding protein). Badania na liniach ko-
morkowych mysich pneumocytéw typu II (MLE-15) wy-
kazaly, ze mutacje w regionach wiazacych NF-1, HNF-3f
i C/EBP redukowaty aktywnos¢ LTR wirusa nawet o 70%
[28,31]. W hodowli mysich komérek Clara (MtCCl-2) C/
EBP okazal si¢ réwniez waznym aktywatorem regionu
LTR, zas HNF-3 nie byt istotny [28].

Promotory swoistych genéw pneumocytéw typu II i komo-
rek Clara, tzn. genéw biatek surfaktantu: SP-A, SP-B, SP-
C, SP-D i CCSP (Clara cell secretory protein albo CC10)
do transkrypcji wykorzystuja wspdlne elementy regulato-
rowe. Ostatnie dane sugeruja, ze w pneumocytach typu II
biatko surfaktantu A (SP-A) reguluje wydzielanie sekre-
cji surfaktantu przez aktywacje szlaku PI3K/Akt (kinazy
3-fosfatydyloinozytolu/kinazy biatkowej Akt), ktory réw-
niez ma znaczenie w transformacji nowotworowej. SP-A
stymuluje transkrypcje nastgpnej proteiny — SP-B, poprzez
aktywacj¢ czynnikéw transkrypcji swoistych dla ptuc, ta-
kich jak HNF-3 [48]. Stad hipoteza, ze ekspresja JSRV
w pneumocytach typu II zachodzi z udziatem petli auto-
krynnej, gdzie czynniki transkrypcji swoiste dla ptuc ak-
tywuja wirusowe LTR, zas ekspresja genu env prowadzi
do aktywacji szlaku PI3K-Akt, ktéry z kolei nasila ekspre-
sje czynnikéw swoistych dla pluc. Na podstawie badan in
vitro 1 in vivo stwierdzono, ze LTR endogennego JSRV ak-
tywowany jest progesteronem (istotna jest tez obecnos¢ re-
ceptora progesteronu — stad ekspresja enJSRV w macicy
itozysku), za$ nie reaguje na HNF-3. Na egzogenny JSRV
natomiast progesteron nie ma wptywu, w przeciwienstwie
do czynnikéw transkrypcji biatek surfaktantu. Wysunigto
wigc przypuszczenie, ze enJSRV zintegrowat si¢ z geno-
mem owczym dawno temu, a egzogenny JSRV jest rela-
tywnie nowym typem wirusa, ktéry wyksztatcit inny me-
chanizm integracji z genomem gospodarza, zalezny od
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czynnikow charakterystycznych dla komorek ptuc [34]. Po
analizie poréwnawczej budowy regionu U3 LTR owczych
betaretrowiruséw JSRV, enJSRV i ENTV stwierdzono, ze
najwigksze zréznicowanie wsrod nich wykazuja sekwen-
cje wzmacniacza i budowa tej wlasnie sekwencji decydo-
wata o powinowactwie do okreslonych czynnikéw trans-
krypcji. Region U3 wirusa JSRV zawieral miejsca wiazace
HNF-3, natomiast zaden z regionéw U3 wiruséw endo-
gennych ani ENTV nie wykazywat predylekcji do wiaza-
nia tego czynnika [27].

4. MEecHANIZMY ONKOGENEZY JSRV

a. Mutageneza insercyjna

U naturalnie zakazonych zwierzat nowotwor rozwija sig
dlugo — nawet kilka lat. Mutageneza wywotywana przez
JSRV jest prawdopodobnie bardzo ztozonym procesem.
Sposréd kilku znanych mechanizméw transformacji no-
wotworowej indukowanych przez inne onkowirusy spraw-
dzono dwa najbardziej prawdopodobne: aktywacje proto-
onkogenu poprzez insercj¢ za pomoca genu LTR wirusa
oraz wprowadzenie wirusowego onkogenu.

W celu sprawdzenia pierwszej hipotezy, sklonowano 70
miejsc integracji pochodzacych z 23 przypadkéw OPA
i metoda mapowania chromosoméw wykazano, ze znajdu-
ja sie one w 20 z 28 chromosoméw owczych. Swiadczy to
o przypadkowej dystrybucji i braku protoonkogenu w geno-
mie gospodarza. Niedawno jednak zidentyfikowano wspodl-
ne miejsca integracji: w chromosomie 16 w poblizu genu
MAPK [8] i w chromosomie 19 w poblizu sekwencji o du-
zej homologii z eksonem 2 mysiego i ludzkiego genu fos-
fatazy y tyrozyny receptora biatkowego [39]. W tym kon-
tekscie mozna wigc méwic o udziale insercji w rozwoju
gruczolakoraka [12].

Jednoczesnie prowadzono badania majace na celu potwier-
dzenie, ze przyczyna nowotworu jest wirusowy onkogen.
Po wprowadzeniu wirusa do mysich fibroblastéw NIH-3T3
dochodzito do ich transformacji nowotworowej. Droga eli-
minacji kolejnych genéw (poprzez wywotanie w nich mu-
tacji) wykazano, ze z indukcja transformacji tych komoérek
zwigzany jest gen env. Najnowsze badania wykazaty, ze
samo biatko genu env (bialko otoczki) in vitro jest w sta-
nie wywota¢ transformacje nowotworowa linii mysich,
szczurzych i ptasich fibroblastow [2,26,41,55], komérek
nabtonkowych nerki psa i szczura [23,24] oraz ludzkich
komorek nabtonka oskrzeli BEAS-2B [9], a in vivo indu-
kowac¢ nowotworzenie u jagniat i myszy [7,52] (mozliwa
jest immunizacja myszy i uzyskanie odpornosci na zaka-
zenie wirusem, gdyz ich genom nie zawiera endogennych
wiruséw pokrewnych JSRV).

b. Biatko otoczki Env

Gen env ulega ekspresji jako poliproteina, ktdra jest cigta
na powierzchni komérki przez proteazg komoérkowa, przez
co powstaja 2 biatka — powierzchniowe (SU) i transbtono-
we (TM). SU jest odpowiedzialne za wiazanie do recep-
tora, a TM rozciaga si¢ przez lipidowy ptaszcz membrany
wirusa albo btong komérkowa i zakotwicza SU do wiriona
albo komorki poprzez wiazania dwusiarczkowe. Proteina
TM jest zréznicowana na 3 regiony: region zewnatrzko-

morkowy, region przenikajacy btong i ,,ogon” cytoplazma-
tyczny. Wykazano, ze ogon ten jest niezbg¢dny do indukcji
transformacji szczurzych i mysich fibroblastéw oraz komo-
rek MDCK [17,23,35]. Ztozony jest on tylko z 46 amino-
kwaséw i nie zawiera widocznych domen enzymatycznych.
Przeprowadzono wiele do§wiadczen majacych wskazaé na
istotne dla mutagenezy elementy jego budowy.

Po systematycznym wywotywaniu mutacji w ogonie cy-
toplazmatycznym, opisano 4 rodzaje jego mutantéw: nie-
wywotujace transformacji, wywotujace transformacje na
poziomie dzikiego szczepu wirusa, wywotujace zmniej-
szong transformacj¢ oraz wywotujace transformacje sil-
niejsza (,,supertransformery”). Na podstawie transforma-
¢ji podzielono ten region na 3 czesci (subdomeny): czgs¢
N’-koricowa ztozong z 18 aminokwaséw (od miejsca 570
do 587) tworzaca amfipatyczng helisg, cze$¢ C’-koricowa
ztozona z 9 aminokwaséw (605 do 615) niemajaca znacze-
nia dla transformacji, oraz cz¢$¢ pomiedzy nimi, ztozona
z 19 aminokwaséw, ktére obejmuja motyw YXXM — re-
gion pomigdzy tyrozyna (Y), a metionina (M), odpowiada-
jacy potencjalnemu miejscu wiazania SH2 fragmentu p85
enzymu PI3K (kinazy waznej dla proliferacji i przetrwa-
nia komorki). Mutacje w tej subdomenie daty réznorodne
efekty, tacznie ze stworzeniem tzw. supertransformerdéw.
Po poréwnaniu budowy ogona cytoplazmatycznego z ana-
logiczna czgscia biatka Env pokrewnego betaretrowirusa
— MPMYV, wysunigto hipotezg, ze jego rola w mutagene-
zie polega na interakcjach z biatkami komérkowymi pro-
wadzacymi do wzrostu i proliferacji, a udzial w nich bio-
ra miejsca wewnetrznej subdomeny zawierajacej motyw
YXXM i/albo hydrofilowe miejsca w amfipatycznej heli-
sie [17]. Env enJSRV r6zni sie od Env JSRV budowa kon-
ca karboksylowego — nie zawiera sekwencji YXXM po-
trzebnej do transformacji nowotworowe;j.

Dwa gtéwne szlaki mogace mie¢ znaczenie w transforma-
cji nowotworowej indukowanej JSRV to szlak PI3K-Akt
i Ras-MEK-MAPK. Kaskada enzymatyczna PI3K-Akt jest
istotna dla proliferacji i przetrwania komérki. PI3K (kinaza
3 — fosfatydyloinozytolu) jest stymulowana bodZcami ze-
whnatrzkomérkowymi np. czynnikiem wzrostu wigzanym
do receptora btonowego i ulega fosforylacji. Aktywowana
PI3K fosforyluje nastgpny przekaznik — PIP2 (fosfatydy-
loinozytolo-dwufosforan) do PIP3 (fostatydyloinozytolo-
tréjfosforan). PIP3 reaguje z PDK1 (1 — kinaza fosfatydy-
loinozytolozalezna), ktéra z kolei fosforyluje biatko Akt
(inaczej PBK — kinaza biatkowa B). Kinaza Akt fosforylu-
je rozmaite substraty wlaczane w kaskady sygnatowe de-
cydujace o proliferacji, metabolizmie i przezyciu komorki.
Fosforylacja Akt hamuje proteiny, takie jak GSK-3 (gly-
cogen synthase kinase 3 — kinaza 3 syntazy glikogenu),
czynnik transkrypcyjny FOXO, czy biatko Kip1, aktywu-
je natomiast mTOR (mammalian target of rapamycin) —
regulator wzrostu komorki [20].

Mutacje w regionie Y XXM genu env znosily transformacje
linii komérek NIH-3T3 [23,35] i szczurzych RO8F i RK3E
[17], a aktywacja Akt tez byta obserwowana w réznych li-
niach komérkowych. Ostatnie badania [48] wykazaly, ze
do aktywacji Akt dochodzito w 37% guzéw OPA, ktére
pochodzity od zwierzat w zaawansowanym stadium cho-
roby. Wyniki te sugeruja, ze kaskada sygnatowa Akt bierze
udzial w rozwoju i utrzymaniu gruczolakoraka, ale moze
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tez wystgpowac kaskada niezalezna od Akt. Wykazano,
ze inaktywacja PI3K nie zapobiega transformacji komor-
ki [24], a aktywacja Akt byta obserwowana w komdrkach
NIH 3T3 pozbawionych czesci p85 kinazy PI3K [25], wy-
sunigto stad wniosek, ze PI3K nie jest niezbedna do akty-
wacji biatka Akt [14,42].

Szlak Ras-MEK-MAPK: MAPK (mitogen-activated pro-
tein kinase — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem) to
grupa kinaz bioracych udziat w transdukeji sygnatu, ak-
tywowana przez niewielkie biatko Ras. W kaskadzie Ras-
MEK-MAPK uczestnicza 4 rodziny biatkowe: ERK1/2
(extracellular signal-regulator kinase 1 and 2) zwana tez
p44/42, SAPK/INK (stress activatory protein kinase/c-Jun
NH2-terminal kinase), MAPK p38 i BMK (big mitogen ac-
tivated protein kinase). MAPK sa regulowane i fosforyzowa-
ne przez kinazg¢ MAPK (MAPKK), takg jak MEK1/2, ktéra
sama jest aktywowana przez kinazg¢ MAPKK (MAPKKK),
czyli biatkiem Raf. Kaskada ta prowadzi do translokacji
MAPK do jadra, gdzie dochodzi do aktywacji r6znych
czynnikéw transkrypcyjnych [24].

Aktywacja szlaku Ras — MEK- MAPK byta obserwowana
w linii komérek NIH 3T3 i RK3E transformowanych przez
JSRV. Na podstawie dotychczasowych badan sugeruje sig,
ze szlak ten moze w réznym stopniu uczestniczy¢ w wielu
kaskadach sygnatowych w zaleznosci od rodzaju linii komé-
rek uzytych w badaniu in vitro, natomiast w przypadku na-
turalnie i eksperymentalnie indukowanego gruczolakoraka
MAPK — ERK1/2 wydaje si¢ szlakiem dominujacym.

‘Wyniki badari przeprowadzonych na liniach komérkowych
r6znego pochodzenia wskazuja, ze przebieg transformacji
nowotworowej jest zalezny od typu komorki i jej pocho-
dzenia, a etapy jej sa inne w przypadku réznych komoérek
[10,17,24]. Tak wigc szczurze fibroblasty transformowane
przez mutanty ogona cytoplazmatycznego nazwane super-
transformerami wykazywaty podwyzszony poziom ufosfo-
rylowanego Akt, co wskazywato na duze znaczenie $ciez-
ki Akt — mTOR w transformacji JSRV. Wykazywaty takze
niewielki stopiert aktywacji biatka p38. Mimo wszystko su-
pertransformery byty nadal zalezne od sygnalizacji za po-
moca MEK1/2, ktérego inhibitor hamowat transformacje.
Mutacje w miejscu M593 w motywie YXXM tez byly zna-
czace: mutant M593T nie powodowat transformacji linii
komoérkowej NIH-3T3, podczas gdy zredukowana trans-
formacja byta widoczna w linii komérkowej szczurzych
fibroblastéw 208F. Mutant M593A powodowat czgscio-
wa transformacje linii komoérkowej RK3E (a takze w ko-
morkach NIH 3T3 i 208 F). Najbardziej interesujace jest,
ze mutacja M593I dawata supertransformujacy fenotyp,
i ta mutacja powodowata tez powstanie motywu dome-
ny SH2 wiazacej biatko c-Src (kinaza tyrozynowa bedaca
protoonkogenem). Co wigcej, transformacja wywotywa-
na za pomoca tej mutacji byta hamowana czgsciowo przez
traktowanie biatkiem PP2 (inhibitorem c-Src). To sugeru-
je, ze fenotyp M5931 moze mie¢ charakter supertransfor-
mera za sprawa nasilonej sygnalizacji za pomoca c-Src.
PP2 czgsciowo hamowalo takze transformacje wywoty-
wang dzikim typem wirusowego Env, zas region YXXM
jest miejscem wiagzacym c-Src o niskim powinowactwie.
Stad wniosek, ze JSRV moze dziata¢ takze za posrednic-
twem c-Src. Stwierdzono tez, ze biatko c-Src moze akty-
wowac Akt niezaleznie od PI3K, co ttumaczytoby fosfo-

rylacje Akt w transformowanych przez JSRV komérkach
przy obecnosci dysfunkcyjnej PI3K.

Na podstawie wynikéw badan dwéch mutantéw alanino-
wych dziatajacych transformujaco stabiej niz postaci dzi-
kie podejrzewano, ze mutacje te mogty eliminowac sygna-
lizacje przez jedna albo dwie Sciezki aktywowane przez
JSRV (H/N — Ras — MEK1/2 — ERK 1/2 i AKT-mTOR).
Wykazano, ze mutant H587A byt oporny na inhibitory FTI
— 277 (inhibitor Ras) i rapamycyng (byt jednak wrazliwy na
inhibitor MEK1/2), a R591A byt oporny na rapamycyne,
za$ wrazliwszy od typu dzikiego na FTI-277. Dlatego tez
podejrzewa sig, ze mutant H587A moze dziata¢ poprzez
zupelnie inng $ciezke niz wyzej wymienione.

Mutacje alaninowe w amfipatycznej helisie réwniez ha-
mowaty transformacjg, jako ze niektére miejsca w czgsci
hydrofilowej helisy moga reagowaé z biatkami cytopla-
zmatycznymi podczas transformacji, za§ mutacje w czg-
$ci hydrofobowej mogty zmieniaé topologi¢ biatka TM.
Eksperyment z podstawieniem czgsci przenikajacej btong
odpowiednikiem pochodzacym od genu env endogennego
JSRV wykazat zmiany w transformacji komérek indukowa-
nej utworzonym w ten sposéb biatkiem Env. Substytucje
alaning miejsc czgsci zaréwno hydrofilowej jak i hydrofo-
bowej powodowaty niewielka transformacije [17].

b. Telomeraza

Niedawno wykazano réwniez istotne znaczenie telome-
razy w gruczolakoraku. Telomery sg odcinkami chromo-
somu umieszczonymi na jego konicach — po 2 w kazdym
chromosomie. Nie zawieraja genéw, a ich zadaniem jest
ochrona DNA przed uszkodzeniami podczas replikacji,
przy wspélpracy z enzymami naprawczymi. Kiedy komoérka
dzieli sig, telomery ulegaja skracaniu, a po wielu podzia-
tach ich struktura ulega tak duzej zmianie, ze nie sa w sta-
nie spetnia¢ swojej funkcji, a wtedy komoérka przechodzi
w stan replikacyjnego spoczynku i apoptozy. Telomery sa
wigc czynnikiem decydujacym o liczbie podziatéw komor-
ki i dlugosci jej zycia. Telomeraza jest enzymem odpowie-
dzialnym za utrzymywanie dtugosci telomeréw podczas
podziatu komérki, o aktywnosci zaleznej m.in. od szlaku
kinazy Akt i zapobiega zahamowaniu replikacji, starzeniu
si¢ i Smierci komorki [5,49]. Aktywna jest w komoérkach
macierzystych gamet, skory, jelita, uktadu immunologicz-
nego, a ponadto w komérkach 85-90% nowotwordéw [18],
takze w gruczolakoraku sprzyjajac proliferacji i gromadze-
niu si¢ komérek rakowych w ptucach.

5. PobsumowaNIE

Przedstawione informacje dotyczace transformacji nowo-
tworowej pneumocytéw typu II i komoérek Clara w ptu-
cach owiec maja charakter ogdlny i nadal wiele szcze-
2616w wymaga wyjasnienia. Gléwnymi determinantami
tropizmu JSRV do tych komérek sa gen env, receptor
HYAL 2 i regiony LTR. Nowotworzenie jest ztozonym,
wieloetapowym procesem, a ekspresja genu env moze
nie wystarczaé¢ do transformacji tych komérek in vivo.
Nieznana jest rola otwartej bramki odczytu orf-X ge-
nomu wirusa, a poniewaz jej sekwencja jest stala u réz-
nych izolatéw, podejrzewa sig, ze moze mie¢ znaczenie
w procesie replikacji badz ekspresji wirusa. Ze wzgle-
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du na podobieristwo w morfologii i obrazie klinicznym
do oskrzelikowo-pecherzykowego raka ptuc cztowieka
oraz mozliwos¢ do§wiadczalnego wywotania go u zwie-

PismienNicTWO

rzat gruczolakorak ptuc owiec stanowi model do badan
nad onkogeneza [33], a w przysztosci — celowana tera-
pia raka ptuc cztowieka.
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