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				STRESZCZENIE

				Wirusy onkogenne (onkowirusy) są zaangażowane w powstawanie około 12% nowotwo-rów u ludzi. Obecnie wirusy, o których wiadomo, że powodują raka, to wirusy zapale-nia wątroby typu C i B (HCV i HBV), wirusy brodawczaka ludzkiego (HPV), wirus polyoma komórek Merkla (MCV), ludzki herpeswirus-8 (HHV-8) i ludzki wirus limfotropowy komó-rek T (HTLV-1). Wirusy nie są jednak pełnymi kancerogenami i w procesie transformacji nowotworowej odgrywają różną rolę. Onkowirusy mogą bezpośrednio zakłócać funkcjono-wanie genów kodujących komórkowe białka regulatorowe w wyniku insercji własnego ge-nomu do genomu komórkowego. Mają także własne geny kodujące białka, które zaburzają regulację procesów komórkowych lub zawierają onkogeny wirusowe v-onc, które mogą brać udział bezpośrednio w rozwoju procesu nowotworowego.

				WPROWADZENIE

				Badania kliniczne i epidemiologiczne wskazują, że przyczyną 20% nowotwo-rów u ludzi są czynniki infekcyjne, z tego 12% powstaje w wyniku zakażenia wirusami onkogennymi (onkowirusami) [1,2]. Dotychczas opisano siedem on-kowirusów, których udział w etiologii nowotworów jest najlepiej poznany. Do tej grupy zalicza się wirusa zapalenia wątroby typu B (HBV, ang. Hepatitis B Virus), wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C Virus), wiru-sy brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. Human Papillomavirus), wirus polyoma komórek Merkla (MCPyV, MCV, ang. Mercel Cell Polyomavirus), ludzki herpe-swirus typu 8 (HHV-8, ang. Human herpesvirus 8), wirus Epstein Barr (EBV, ang. Ebstein-Barr Virus) i ludzki wirus limfotropowy typu 1 (HTLV- 1, ang. Human T-Cell Lymphotropic Virus-1). Wirusy onkogenne zaangażowane w powstawanie nowotworów zawierają materiał genetyczny w formie RNA lub DNA i należą do różnych grup taksonomicznych (Tabela 1) [3-6].

				Wszystkie wirusy wykazują tropizm do komórek określnych typów. Jest to związane z obecnością swoistych receptorów na powierzchni komórki oraz czynników wewnątrzkomórkowych odpowiedzialnych za prawidłowy prze-bieg cyklu replikacyjnego wirusa. Pełny cykl życiowy wirusów, zakończony wytworzeniem wirusowych cząstek potomnych, zachodzi w komórkach permi-sywnych. W komórkach niepermisywnych wirusowy DNA jest najczęściej inte-growany do różnych miejsc w genomie komórkowym i nie są tworzone wiriony potomne. Indukcja nowotworów przez wirusy onkogenne nie jest „zapisana” w ich cyklu replikacyjnym, a raczej stanowi skutek „biologicznego wypadku”, do jakiego dochodzi w komórce w wyniku zablokowania wytwarzania wirionów potomnych. Wirusy onkogenne nie są jednak wystarczającymi czynnikami kan-cerogennymi i odgrywają różną rolę w procesach transformacji nowotworowej komórki, jej inicjacji, jak i rozwoju.

				Do rozwoju nowotworu dochodzi najczęściej w wyniku zakażeń chronicz-nych i potrzebne są dodatkowe czynniki komórkowe, hormonalne, żywieniowe, niekiedy uwarunkowane czynnikami geograficznymi i kulturowymi. Z tego względu proces nowotworowy rzadko rozwija się bezpośrednio po zakażeniu, a dopiero po kilkunastu latach (od 15 do 40 lat) [1]. W komórkach takich nie dochodzi do replikacji wirusa i wytworzenia pełnych wirusowych cząstek po-tomnych. Wirusowy materiał genetyczny występuje najczęściej w formie episo-malnej lub jest zintegrowany z komórkowym genomem [6]. Wirusy onkogenne zawierające materiał genetyczny w formie RNA przepisują go na DNA z udzia-łem odwrotnej transkryptazy. Integracja wirusowego materiału genetycznego do komórki może prowadzić do uszkodzenia genów komórkowych, których produkty biorą udział w regulacji procesów komórkowych, przede wszystkim odpowiedzialnych za wzrost komórek, różnicowanie, podziały i apoptozę. Wi-rusy mogą także zawierać geny kodujące białka, umożliwiające szybkie namna-żanie cząstek potomnych wirusa, ale niekorzystnie oddziałujące na procesy ko-
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				mórkowe. Znane są także wirusy o zmienionych formach genów pochodzących z komórki, które jeżeli ulegną insercji do genomu nowej komórki, mogą prowadzić do deregulacji procesów komórkowych i rozwoju nowotworu [7-9]. Geny wirusowe kodujące białka, które zaburzają kontrolę pro-liferacji komórki i są odpowiedzialne za jej transformację zwane są onkogenami wirusowymi (v-onc) i są homologami protoonkogenów komórkowych (c-onc).

				Protoonkogeny komórkowe kodują białka pełniące funk-cję czynników wzrostu, receptorów wzrostu, biorą udział w przekazywaniu sygnału w komórce, czynników trans-krypcyjnych, regulatorów procesu apoptozy. Białka te od-grywają kluczową rolę w regulacji wzrostu i różnicowania komórek oraz apoptozie. Mutacje w strukturze protoonko-genów, ich amplifikacja, jak również rearanżacje chromoso-mowe prowadzą do ich aktywacji i zamiany w onkogeny odpowiedzialne za proces kancerogenezy. Często do zmian takich dochodzi w wyniku integracji genomu wirusowego (tzw. mutageneza insercyjna) w pobliżu protoonkogenu. Na przykład, zintegrowane retrowiusy – tzw. prowirusy zawierające bardzo silne promotory, jak również sekwencje wzmacniające – aktywują dodatkowo ekspresję protoon-kogenów komórkowych [10,11]. Znanych jest przeszło 70 protoonkogenów, do aktywacji których doszło w wyniku insercji prowirusa. Niektóre wirusy zawierają własne onko-geny v-onc. Antagonistami protoonkogenów komórkowych są antyonkogeny, zwane także genami supresji transforma-cji nowotworowej (TSG, ang. tumor suppressor genes). TSG kodują białka zaangażowane w naprawę DNA, hamowanie podziałów komórki, indukcję apoptozy i hamowanie prze-rzutowania komórek. Utrata ich funkcji promuje proces kancerogenezy. Najlepiej poznanymi białkami kodowany-mi przez geny supresji transformacji nowotworowej są p53 i retinoblastoma Rb [12,13]. Do rozwoju nowotworu docho-dzi przede wszystkim w wyniku nagromadzenia się zmian genetycznych oraz epigenetycznych w protoonkogenach i genach supresji transformacji nowotworowej

				MECHANIZM MOLEKULARNY NOWOTWORZENIA (KANCEROGENEZY) Z UDZIAŁEM WIRUSÓW

				HERPESWIRUSY

				Przedstawicielami herpeswirusów o dużym potencjale onkogennym są ludzki wirus Epsteina-Barr oraz ludzki wi-rus mięsaka Kaposiego.

			

		

		
			
				Herpeswirus EB

				Wirus Epsteina-Barr (EBV, ang. Ebstein-Barr virus), zna-ny również jako HHV-4 (ang. Human herpesvirus 4) należy do rodziny Herpesviridae i jest jednym z ośmiu herpeswi-rusów chorobotwórczych dla człowieka, najczęściej wystę-pującym w populacji ludzkiej, będącym przyczyną mono-nukleozy. Nazwa tego wirusa pochodzi od nazwisk jego odkrywców – brytyjskiej wirusolog Yvonne M. Barr oraz Michaela A. Epsteina. EBV jest pierwszym wykrytym wiru-sem onkogennym. Został zidentyfikowany w 1964 roku w komórkach chłoniaka Burkitta [14]. EBV infekuje komórki nabłonkowe nosogardzieli oraz limfocyty, w których może doprowadzać do procesu nowotworzenia. Powiązany jest więc z nowotworami pochodzenia nabłonkowego, jak rak jamy nosowo-gardłowej oraz nowotworami wywodzący-mi się z komórek układu limfatycznego i krwiotwórczego, jak np. chłoniak Burkitta, choroba Hodkina (ziarnica zło-śliwa), czy potransplantacyjna/poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (PTLD, ang. post-transplant lymphopro-literative diseorder) [15]. Najlepiej udokumentowany jest związek EBV z niekontrolowaną proliferacją limfocytów typu B, ale wirus ten doprowadza również do nieprawi-dłowego namnażania się limfocytów typu T oraz komórek NK [16].

				Podobnie jak inne wirusy z rodziny Herpesviridae, EBV ma zdolność do przetrwałego zakażania poprzez ustalanie stanu latentnego (utajenia) w zainfekowanych komórkach gospodarza i jego reaktywacji. Jego cechą charakterystyczną jest zdolność do unieśmiertelniania limfocytów i pobudza-nia ich proliferacji [2].

				EBV należy do wirusów typu DNA. Jego genom sta-nowi liniowa cząsteczka podwójnoniciowego DNA (dsD-NA), zbudowana z około 172 tpz, kodująca ponad 100 po-lipeptydów. Genom wirusa okrywa ikozaedralny kapsyd o średnicy blisko 100 nm, zbudowany z 162 kapsomerów. Kapsyd dodatkowo otoczony jest amorficzną warstwą białkową, tzw. tegumentem, a następnie osłonką, która zbudowana jest z podwójnej warstwy lipidowej, zawiera-jącej wirusowe glikoproteiny tworzące charakterystyczne wypustki na jej powierzchni. W komórkach gospodarza genom EBV może występować w dwóch formach – linio-wej (podczas fazy litycznej infekcji) oraz kolistej (w stanie latencji) [17].

			

		

		
			
				Tabela 1. Wirusy onkogenne
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				W pierwszym etapie infekcji wirion EBV ulega ad-sorbcji do komórki gospodarza. Główna glikoptoteina otoczki wirusa gp350 oddziałuje z receptorem CD21, a glikoproteina gp42 – z antygenami zgodności tkankowej HLA klasy II (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ), znajdujący-mi się na powierzchni limfocytów typu B [18]. Komórki nabłonkowe nie mają receptora CD21. Przypuszcza się, że do ich infekcji dochodzi przez bezpośredni kontakt z zakażonymi limfocytami B lub z udziałem innego re-ceptora. Mechanizm zakażania komórek nabłonka przez EBV jest słabo poznany. Po adsorpcji cząstki wirusowej dochodzi do fuzji wirusowej otoczki z błoną komórko-wą i uwolnienia nukleokapsydu wirusa do cytoplazmy. Następnie dsDNA wirusa transportowany jest do jądra komórkowego. Podczas cyklu litycznego wirusa powsta-ją pełne wirusowe cząstki potomne, które są uwalniane z komórki. W komórkach limfocytów B wirus może także przebywać w formie latentnej. Genom wirusa przyjmuje formę kolistą, upakowaną w tzw. minichromosom (epi-som). Podczas latencji dochodzi do ekspresji tylko nie-których genów wirusowych, takich jak: geny kodujące 6 antygenów jądrowych EBNA1, 2, 3, 3A, 3B, 3C, EBNA LP, 3 białka błonowe LMP (LMP1, 2A i 2B) oraz krótkie czą-steczki RNA (EBER1, 2) [19] (Ryc. 1).

				Synteza kolejno wybranych białek wirusowych w fazie latencji jest prawdopodobnie sposobem „ucieczki” wirusa przed mechanizmami obronnymi gospodarza. W ustaleniu stanu latencji EBV ważną rolę odgrywają także modyfika-

			

		

		
			
				cje potranslacyjne zachodzące w obrębie wirusowego mini-chromosomu [20].

				W fazie latencji wirusowe białko EBNA-1 jest niezbęd-ne do utrzymania DNA wirusa w formie episomalnej, a replikacja genomu EBV jest zsynchronizowana z replika-cją genomu gospodarza. Episomalny DNA wirusa repli-kuje się i trafia do komórek potomnych gospodarza [2].

				W wyniku latentnego zakażenia EBV może dojść do transformacji nowotworowej zakażonych wirusem komó-rek. Wirus w fazie latencji uruchamia różne modele eks-presji wirusowych genów, dzięki którym unika reakcji ze strony układu immunologicznego gospodarza. Produkty genów wirusowych oddziałują z wieloma czynnikami komórkowymi, przez co mogą prowadzić do unieśmier-telnienia komórki i wzmożonej proliferacji. Białka wiruso-we EBNA oraz LMP uważa się za onkoproteiny EBV [21]. Znane są cztery typy latencji wirusa EBV związane z eks-presją różnych białek wirusowych. W typie latencji 0, w zależności od fazy cyklu komórkowego, nie dochodzi do ekspresji żadnych antygenów wirusowych; wirus jest nie-widoczny dla układu immunologicznego gospodarza. W kolejnych typach latencji I, II, III ekspresji ulega wirusowe białko EBNA1, poza tym w latencji typu II produkowane są również białka LMP1 i LMP2 oraz cząsteczki EBER (wi-rusowy RNA), a w latencji typu III dochodzi do syntezy wszystkich antygenów jądrowych EBNA1-6, białek LMP1, 2 oraz LP (Tabela 2) [22]. Produkty genów wirusowych po-wstające w komórce gospodarza podczas cyklu latencji wi-rusa mogą prowadzić do deregulacji komórkowych szla-ków sygnalizacyjnych, cyklu komórkowego i wzmożonej proliferacji. Typ I latencji EBV diagnozowany jest w po-transplantacyjnej/poprzeszczepowej chorobie limfoproli-feracyjnej oraz w chłoniaku Burkitta. Aktywacja szlaków sygnałowych PI3K/AKT oraz JAK/STAT przez białko LMP1 jest, obok ciągłej ekspresji białka c-MYC, uznawana za główny czynnik prowadzący do transformacji nowo-tworowej [23]. Typ II latencji, gdzie oprócz białka EBNA1 dochodzi do ekspresji LMP1 i 2, występuje w raku jamy nosowo-gardłowej, raku żołądka, chłoniaku Hodgkina oraz chłoniaku wywodzącm się z limfocytów T i komórek NK (ang. Natural killer) [24]. Białko LMP1 bierze udział w aktywacji czynnika komórkowego NF-ĸB, LMP2 aktywuje ścieżki sygnałowe Akt/Src. III typ latencji EBV, w którym obecne są dodatkowe, immunogenne białka wirusowe EBNA2 i EBNA 3, stwierdza się u osób z potransplanta-cyjną/poprzeszczepową chorobą limfoproliferacyjną oraz chorych na AIDS ze stwierdzonym chłoniakiem. Chociaż zakażenia EBV są czynnikiem niezbędnym w kanceroge-nezie, to tylko u niewielkiego procenta zakażonych rozwi-ja się nowotwór – i to u osób z immunosupresją [25].
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				Rycina 1. Schemat budowy genomu herpeswirusa Epsteina-Barr. 

				W fazie latentnej genom EBV przyjmuje postać kolistą, dochodzi do ekspresji tyl-ko niektórych genów wirusowych, których produkty zaznaczono na schemacie: LMP1, LMP2 (A, B) – białka błonowe LMP1, LMP2A i LMP2B; EBNA1 (ang. latent membrane protein); EBNA2, EBNA3 (A, B, C), EBNA-LP – antygeny jądrowe EBV (ang. Epstein-Barr nuclear antygen 1); EBER (1, 2) – małe niekodujące RNA (ang. EBV encoded small RNA). Na schemacie zaznaczono sekwencje powtórzone TR (ang. terminal repeat), które w formie liniowej genomu, znajdują się na jego koń-cach oraz miejsce początku replikacji Ori P, aktywne podczas replikacji genomu w fazie latentnej.

			

		

		
			
				Tabela 2. Geny EBV ulegające ekspresji w różnych typach latencji wirusa
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				Mechanizm kancerogenezy z udziałem EBV

				Za główne białko onkogenne EBV uznaje się LMP1. Jest ono niezbędne do transformacji limfocytów B w proliferu-jące komórki limfoblastoidalne. LMP1 jest białkiem trans-błonowym, „naśladującym” komórkowy receptor CD40. Wiązanie czynników komórkowych do białka LMP1 in-dukuje kaskadę sygnałów, które prowadzą do wzrostu i proliferacji zakażonych komórek, jak np. aktywacja czyn-nika NF-ĸB (ang. nuclear factor kappa B), AP-1 (ang. activa-ting protein 1), aktywacja szlaków MAPK/ERK, PI3K/AKT oraz JAK/STAT. Dochodzi również do nadekspresji białek antyapoptotycznych, jak np. Bcl-2. Za kluczowe w transfor-macji nowotworowej związanej z EBV przyjmuje się akty-wację szlaków PI3K/AKT oraz JAK/STAT. Aktywacja tych szlaków prowadzi do zmian, które uznawane są za cechy charakterystyczne nowotworu, tj. zwiększona niestabilność genomu, oporność komórki na proces apoptozy, zmiany w metabolizmie energetycznym komórki, stan zapalny towa-rzyszący procesowi nowotworzenia, zdolność do inwazji i metastazy [24]. LMP1 prowadzi do niestabilności genomu również poprzez zahamowanie mechanizmów naprawy DNA [25].

				Innym białkiem onkogennym wirusa EB jest LMP2. Po-woduje ono zahamowanie apoptozy indukowanej TGF-β1, aktywację czynnika NF-ĸB i związanej z tym nadekspresji surwiwiny, jednego z białek antyapoptotycznych oraz akty-wuje przejście komórki do fazy S cyklu komórkowego [26]. Ponadto, LMP2 stymuluje fosforylację białka STAT3, pro-wadząc do aktywacji metylotransferaz DNA. Ma to duże znaczenie w indukowaniu zmian na poziomie epigenetycz-nym [27].

				Istotną rolę w kancerogenezie odgrywają wirusowe białka EBNA1, EBNA2 i ENBA3. EBNA1 to jedyne białko wirusowe, które jest obecne we wszystkich typach nowo-tworów związanych z zakażeniem EBV [28]. Jest białkiem nieimmunogennym, biorącym udział w replikacji genomu wirusowego oraz odpowiada za jego utrzymanie w formie episomalnej, w stanie latencji. Poprzez uruchamianie okre-ślonych szlaków komórkowych, wzmacnianie ekspresji białek antyapoptotycznych, jak Bcl-2 i surwiwiny, EBNA1 bierze udział w deregulacji cyklu komórkowego i wzmożo-nej proliferacji zainfekowanych komórek [29]. W unieśmier-telnianiu limfocytów B, ich wzmożonej proliferacji oraz „wymykaniu” się apoptozie ważną rolę odgrywa białko EBNA2. Razem z białkiem EBNA-LP jest odpowiedzialne za inicjację procesu transkrypcji białek wirusowych (LMP1, LMP2A) i komórkowych (MYC, CD21, CD23), które są istot-ne w procesie unieśmiertelniania i transformacji limfocytów B. Z kolei głównym efektem działania białka EBNA3 jest degradacja białka komórkowego Rb oraz akumulacja in-hibitorów kinazy zależnej od cyklin (CDK). Białka EBNA2 oraz EBNA3 są immunogenne i wywołują wzmożoną odpo-wiedź immunologiczną [30].

				Wymienione białka wirusowe przyczyniają się do unieśmiertelnienia zainfekowanych limfocytów B, wzmo-żonej proliferacji komórek oraz zatrzymania EBV w fazie latentnej.

			

		

		
			
				Podczas fazy latencji, w komórkach zakażonych EBV dochodzi do syntezy nie tylko białek wirusowych o dzia-łaniu onkogennym, ale również wirusowych, niekodują-cych cząsteczek RNA – tzw. EBER [31,32]. Wpływają one na kluczowe procesy komórkowe, jak proliferacja, apop-toza, sygnalizacja wewnątrzkomórkowa, czy kontrolowa-na ekspresja czynników wzrostu. EBER mogą wpływać na ekspresję miRNA, prowadzą do aktywacji szlaku IL-6/STAT3 oraz obniżają ekspresję inhibitorów cyklu komórko-wego, białek p21 i p27 [33]. Poprzez aktywację czynników pFAK i pPAK1, zaangażowanych w aktywację metastazy, a inhibicję RhoGD1 i KAI-1, czynników hamujących meta-stazę, ułatwiają proces migracji komórkowej [34]. Wirusowe cząsteczki RNA indukują syntezę cytokin IL-6, IL-9, IL-10 oraz czynnika IGF-1, promując wzrost i proliferację zainfe-kowanej komórki [35]. Wysoki poziom EBERs stwierdza się w chłoniakach Burkitta i Hodgkina oraz raku jamy nosowo--gardłowej [33].

				Herpeswirus – 8 (KSHV/HHV-8)

				KSHV (ang. Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus), znany również jako ludzki herpeswirus typu 8 (HHV-8), należy do rodziny Herpesviridae i, podobnie jak EBV, jest wirusem on-kogennym. Po raz pierwszy został zidentyfikowany przez Chang i Moore w 1994 roku w tkankach rzadkiego raka skóry, tzw. mięsaka Kaposiego, diagnozowanego szczegól-nie u chorych na AIDS [36]. KSHV wykazuje tropizm i infe-kuje limfocyty typu B, makrofagi, monocyty, keratynocyty i komórki śródbłonka naczyń krwionośnych [37]. Oprócz mięsaka Kaposiego, KSHV jest głównym czynnikiem etio-logicznym w chorobach limfoproliferacyjnych limfocytów typu B, występujących głównie u pacjentów leczonych im-munosupresyjnie, tj. pierwotnego chłoniaka wysiękowego (PEL, ang. primary effusion lymphoma) oraz wieloogniskowej choroby Castlemana (MCD, ang. multicentric Castelman’s disease) [38]. KSHV przenoszony jest głównie przez ślinę, krew, kontakty seksualne; rzadko stwierdza się transmisję wirusa przez łożysko do płodu . Jego cechą charakterystycz-ną jest zdolność do ustalania stanu latencji w limfocytach typu B oraz komórkach śródbłonka [39].

				Genom wirusa KSHV stanowi podwójnoniciowa czą-steczka DNA (dsDNA), zbudowanna z około 165 tpz, za-wierająca blisko 90 otwartych ramek odczytu (ORF), przy czym 15 ORF nie wykazuje homologii z ORF innych herpe-swirusów. dsDNA koduje również 25 dojrzałych cząsteczek miRNA, które odgrywają ważną rolę w utrzymaniu fazy latentnej wirusa. Materiał genetyczny wirusa osłonięty jest kapsydem w formie ikozaedralnej oraz białkowo-lipidową osłonką. Glikoproteiny osłonki odgrywają ważną rolę w przyłączaniu się cząstki wirusowej do komórki gospodarza i w procesie fuzji osłonki z błoną komórkową. Jak u więk-szości herpeswirusów, również u KSHV wyróżnia się dwa modele replikacji – cykl lityczny i cykl latentny [40].

				Podczas cyklu litycznego KSHV dochodzi do urucho-mienia ekspresji wszystkich genów wirusowych, nie-zbędnych do pełnego cyklu replikacyjnego wirusa, tj. re-plikacji genomu, składania i uwalniania dojrzałej cząstki wirusowej z komórki. W cyklu latentnym, po wniknięciu 
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				cząstki wirusowej do komórki oraz transporcie wiruso-wego dsDNA do jądra komórkowego, dochodzi do cyr-kularyzacji wirusowego genomu i wytworzenia kilku-nastu kopii formy episomalnej. Genom wirusa w formie episomu przyłącza się do genomu gospodarza za pomocą białka Lana (ang. viral latency associated nuclear antigen), będącego główną onkoproteiną KSHV. Od tej pory re-plikacja genomu wirusa jest skoordynowana z replikacją genomu komórkowego i w czasie podziału komórkowe-go kopie genomu wirusowego przechodzą do komórek potomnych [41]. W cyklu latentnym wirusa dochodzi do ekspresji tylko niektórych białek wirusowych, niezbęd-nych do utrzymania formy episomalnej genomu, tj. Lana, v-cykliny, v-FLIP oraz kaposyny (K12) (ang. kaposin) i syntezy licznych wirusowych miRNA (Ryc. 2). Kaposy-na jest białkiem wirusowym regulującym transformację komórek i hamującym apoptozę [41,42]. W fazie latencji infekcja KSHV zostaje utrzymana w stanie utajonym w komórce, a wirus rozprzestrzenia się dzięki wzmożonej proliferacji zainfekowanych komórek [42].

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem KSHV

				W komórkach zakażonych KSHV wirusowe białko Lana powoduje zahamowanie komórkowych szlaków sygnalizacyjnych TGF-beta, MAPK, JAK/STAT, ERK, PI3K/AKT, Notch i Wnt oraz aktywność biała p53 i kom-pleksu Rb-E2F, prowadząc do zaburzeń w procesie apop-tozy i zwiększenia proliferacji komórkowej [43]. Białko 

			

		

		
			
				Lana odpowiada za utrzymanie KSHV w stanie latencji, poprzez hamowanie transkrypcji RTA. Białko RTA jest aktywatorem replikacji i transkrypcji wirusowych ge-nów, regulującym przejście wirusa z cyklu latentnego do litycznego [44].

				Homolog komórkowej cykliny D, wirusowe białko v-cy-klina, tworzy kompleks z kinazą CDK6. Kompleks v-cykli-na/CDK6 oddziałuje z białkiem Rb, powodując jego inakty-wację. Poza tym oddziałuje z białkami histonowymi (histon H1), inhibitorami CDK oraz białkiem p27 [45].

				Białko wirusowe v-FLIP poprzez oddziaływania z do-menami receptora FAS (tzw. receptor śmierci) prowadzi do zaburzeń w transdukcji sygnału prowadzącego do apopto-zy. Ponadto v-FLIP aktywuje czynnik NF-ĸB i wpływa na transkrypcję genów antyapoptotycznych Bcl-2 i A20 [46].

				Wśród białek kaposyn (K12) wyróżnia się kaposynę A, B i C. Kaposyna B powoduje wzrost ekspresji cytokin promu-jących proces nowotworzenia. W limfocytach typu B zaka-żonych KSHV stwierdza się wzrost poziomu IL6, IL8 oraz czynników TNF-α, MIP-1α, MIP-1β [47].

				W utrzymaniu fenotypu nowotworowego biorą udział również wirusowe miRNA [48].

				W zainfekowanych komórkach, oprócz ekspresji wiru-sowych onkogenów, dochodzi również do indukowania przez KSHV ekspresji genów komórkowych, których pro-dukty białkowe zaangażowane są w proces transformacji nowotworowej. Wykazano, że receptor kinazy tyrozyno-wej (c-Kit) oraz receptor RDC-1 są zaangażowane w proces transformacji nowotworowej komórek śródbłonka zakażo-nych KSHV [49].

				W większości komórek mięsaka Kaposiego stwierdza się infekcję KSHV w fazie latencji, natomiast cykl lityczny wi-rusa występuje tylko w niektórych z nich. Przypuszcza się jednak, że w patogenezie tego nowotworu odgrywają rolę procesy zachodzące podczas cyklu latentnego, jak i litycz-nego wirusa.

				Wykazano, że wirusowe białka syntetyzowane pod-czas cyklu litycznego KSHV odgrywają również istotną rolę w procesie nowotworzenia. Na przykład, wielofunk-cyjne, wirusowe białko K1 prowadzi do aktywacji szla-ków sygnalizacyjnych związanych ze wzrostem komórki [56]. Wirusowa interleukina 6 (v-IL6), homolog komórko-wej interleukiny 6 (IL-6) indukuje proliferację komórek (kluczowy czynnik w proliferacji limfocytów B) oraz jest zdolne do pobudzania angiogenezy [50,51]. Dodatkowo ekspresji ulegają takie geny, jak: v-Bcl-2, v-MIP, v-GPCR (viral G protein-coupled receptor) i v-IRF1. v-GPCR pro-muje wzrost ROS, co indukuje oksydacyjne uszkodzenia DNA komórkowego [51]. v–GPCR i v-IGF-1 poprzez ak-tywację szlaku NF-ĸB oraz hamowanie czynników pro-apoptotycznych biorą udział w hamowaniu apoptozy. Ponadto, v-GPCR wpływa na zwiększoną ekspresję czyn-ników VEGF oraz PDGF, co wspomaga proces angioge-nezy [51].
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				Rycina 2. Schemat budowy genomu KSHV. 

				W fazie latentnej genom KSHV, podobnie jak u EBV, przyjmuje postać kolistą, dochodzi do ekspresji tylko niektórych genów wirusowych, których produkty zaznaczono na schemacie: LANA – wirusowe białko Lana (ang. latency associated nuclear antigen); v-Cyklina – wirusowe białko v-cyklina, homolog komórkowej cykliny D; v-FLIP – wirusowe białko FLIP (ang. viral FLICE inhibitory protein); K12 (A, B, C) – wirusowe białko K12 (kaposyna), v-GPCR – wirusowe białko GPCR (ang. viral G protein–coupled receptor). Dodatkowo dochodzi do produkcji białek, które również biorą udział w procesie nowotworzenia: v-IL6 – wirusowa inter-leukina 6; v-MIP – homolog komórkowej chemokiny (ang. viral macrophage in-flammatory protein); v-BCL2 – homolog komórkowego białka antyapoptotycznego Bcl-2 (ang. viral Bcl-2 homolog); v-IRF1 – czynnik 1 regulujacji interferonu (ang. viral interferon regulatory factor 1). Na schemacie zaznaczono sekwencje powtó-rzone TR (ang. terminal repeat), które w formie liniowej genomu, znajdują się na jego końcach.
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				POLIOMAWIRUSY

				Poliomawirus związany z komórkami MERKLA

				Poliomawirus związany z komórkami Merkla (MCPyV, MCV, ang. Merkel Cell Polyomavirus) należy do rodziny Po-liomawirusów (ang. Polyomaviruses), wirusów DNA o ma-łym ikosaedralnym i nieosłoniętym kapsydzie. Do tej samej rodziny należą również małpi wirus SV-40 (ang. Simian virus) oraz ludzkie wirusy JC i BK. Jednak tylko MCV ma właściwości onkogenne i jest odpowiedzialny za rozwój rzadkiego, ale bardzo agresywnego neuroendokrynnego nowotworu skóry – raka wywodzącego się z komórek Mer-kla (MCC, ang. Merkel cell carcinoma) [52-57].

				Wirus MCV należy do grupy wirusów dermotropowych, powodujących zakażenia błon śluzowych i skóry. Po raz pierwszy zidentyfikowano go w 2008 roku w komórkach raka neuroendokrynnego skóry [57]. Nowotwór ten roz-wija się z komórek Merkla, wyspecjalizowanych komórek warstwy podstawnej naskórka i błon śluzowych pełniących funkcje mechanoreceptorów. Wirus MCV wykazuje jednak nie tylko tropizm do komórek Merkla, ale może również ulegać replikacji w fibroblastach skórnych [58]. Często wy-krywany jest w cebulkach włosów brwi. Uważa się, że wi-rus MCV infekuje fibroblasty skórne w pobliżu mieszków włosowych, a dojrzałe wiriony potomne są uwalniane na powierzchnię skóry przez mieszki włosowe lub kanaliki gruczołów łojowych i potowych [59]. Najczęściej wirus ten występuje na skórze (40–80%) [60,61], rzadziej w drogach oddechowych, ślinie [62-65], limfie [66], moczu [67] i prze-wodzie pokarmowym [68]. Bardzo łatwo przenosi się przez bezpośredni kontakt fizyczny między ludźmi. Nie wyklu-cza się jednak również transmisji MCV przez drogi odde-chowe i pokarmowe [68].

				Genom wirusa MCV, znajdujący się w formie cyrkular-nego dsDNA zbudowanego z około 5,4 tpz, podzielony jest na trzy regiony: niekodujący region regulatorowy (NCRR, ang. non-coding regulatory region), wczesny region kodujący i późny region kodujący.

				W regionie regulatorowym znajduje się miejsce inicja-cji replikacji (ori) oraz promotory dla genów wczesnych i późnych. Wczesny region genomu koduje: duży antygen LT (ang. Large T antigen), mały antygen ST (ang. Small T an-tigen), białka 57kT i ALTO (ang. Alternative LT open reading frame). Antygeny LT i ST to główne onkoproteiny wirusa MCV [69].

				Funkcja antygenu 57kT jest mało poznana, ale wykaza-no, że jego homolog u wirusa SV-40 promuje proliferacje zakażonych wirusem komórek [70]. Białko ALTO mimo że nie pełni kluczowej funkcji w cyklu replikacyjnym wirusa i transformacji nowotworowej komórki, to wykazano jednak, że sekwencja je kodująca często ulega mutacji w komórkach nowotworowych [71].

				Późny region genomu koduje dwa białka strukturalne: główne białko kapsydu VP1 i mniejsze białka kapsydu VP2. Białko VP1 oddziałuje z polisacharydami z grupy glikoza-minoglikanów (GAG), siarczanem heparanu znajdującym 

			

		

		
			
				się na powierzchni komórek zwierzęcych i odgrywa bar-dzo ważną rolę w procesie wnikania wirusa do komórki. Ma ono również silne właściwości antygenowe. Białko VP2 również wpływa na infekcyjność wirusa MCV. Nie wyka-zano jednak jego bezpośredniej roli w wiązaniu wirusa do receptora komórkowego, transporcie wewnątrzkomórko-wym wirionów, czy składaniu cząstek potomnych wirusów [72] (Ryc. 3).

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem MCV

				Za proces kancerogenezy z udziałem MCV odpowiada integracja DNA wirusa do genomu gospodarza oraz muta-cje w sekwencji kodującej duży antygen LT. Mutacje te pro-wadzą do powstania skróconej formy antygenu LT pozba-wionej występujących na końcu C domen o aktywności he-likazy i replikazy. Utrata tych domen w białku LT eliminuje zdolność wirusa do replikacji jego materiału genetycznego, który pozostaje zintegrowany z genomem gospodarza [73-75].

				Główne onkoproteiny wirusa MCV, których aktyw-ność prowadzi do nadmiernej proliferacji komórek i roz-woju procesu nowotworzenia to białka LT i ST. Początko-wo sądzono, że duży antygen LT ma silniejsze właściwo-ści onkogenne niż mały antygen ST. Obecnie uważa się, że obie onkoproteiny wirusowe są niezbędne w procesie transformacji nowotworowej komórki z udziałem wirusa MCV [76].
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				Rycina 3. Schemat budowy genomu MCV.

				Genom wirusa MCV ma formę cyrkularnego dsDNA o długości około 5,4 tpz. W genomie tym wyróżnia się trzy regiony: niekodujący region regulatorowy (NCRR, ang. non-coding regulatory region), wczesny region kodujący i późny re-gion kodujący. Wczesny region genomu koduje: duży antygen LT (ang. Large T antigen), mały antygen ST (ang. Small T antigen), białka 57kT i ALTO (ang. Alterna-tive LT open reading frame). Późny region genomu koduje dwa białka strukturalne: główne białko kapsydu VP1 i mniejsze białka kapsydu VP2 [na podstawie 52].
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				Duży antygen LT oddziałuje poprzez swój koniec N z białkiem pRb, prowadząc do jego inaktywacji. Uwolnienie czynnika E2F z kompleksu E2F:Rb powoduje uruchomienie transkrypcji genów białek fazy S cyklu komórkowego, ta-kich jak: cyklina A oraz cyklina E i stymulacji proliferacji komórki. Antygen LT odpowiada również za transforma-cję nowotworową komórki poprzez hamowanie apoptozy, pobudzanie aktywności telomerazy i indukcję angiogenezy [53].

				W przeciwieństwie do dużego antygenu LT, mały an-tygen ST nie wymaga mutacji, aby mieć aktywność onko-genną. Białko ST indukuje proces nowotworzenia poprzez deregulację szlaku kinazy mTOR, promowanie glikolizy, czy wpływając na fosforylację czynnika transkrypcyjnego c-JUN [2].

				Wirus MCV stanowi czynnik etiologiczny w rozwoju neuroendokrynnego nowotworu skóry – raka z komórek Merkla (MCC, ang. Merkel cell carcinoma) [54]. Obecność Poliomawirusa związanego z komórkami Merkla potwier-dza się w około 80–97% przypadków nowotworów MCC [77, 78]. Infekcje wirusem MCV są bardzo często spotykane zwłaszcza u dzieci. Wykazano, że 20–40% dzieci w wieku 1–5 lat i 80% populacji ludzi w wieku do 50 lat jest sero-pozytywnych (zawiera przeciwciała skierowane przeciwko białku kapsydu VP1 wirusa MCV) [73,79,80]. Pomimo dużej częstości występowania zakażeń wirusem MCV, rak z ko-mórek Merkla jest niezwykle rzadkim, ale bardzo agresyw-nym nowotworem skóry, którego częstość występowania i śmiertelność wynoszą odpowiednio 0,79 i 0,43 na 100 000 osób [81]. Na rozwój tego nowotworu najczęściej narażone są osoby starsze lub z immunosupresją, chorzy na białacz-kę, zarażeni wirusem HIV, czy pacjenci po przeszczepach [82-84]. Uważa się, że czynnikiem, który sprzyja rozwojowi tego nowotworu jest promieniowanie UV [85].

				Wirus brodawczaka ludzkiego

				Wirusy brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. Human Papil-lomaviruses) należą do rodziny Papillomawirusów (PV, ang. Papillomaviruses) – niewielkich wirusów DNA o ikosaedral-nym kapsydzie, który nie jest osłonięty otoczką. Wirusy te infekują komórki nabłonka, a ich cykl replikacyjny jest ściśle zależny od procesu różnicowania się komórek nabłonka. Do tej pory zidentyfikowano ponad 200 typów wirusów HPV. W zależności od typu, mają one zdolność do wywoływa-nia łagodnych zmian skórnych, takich jak brodawki skórne, brodawki pospolite, czy brodawki płaskie. Niektóre wirusy HPV posiadają jednak właściwości onkogenne i mogą pro-wadzić do rozwoju licznych nowotworów, m.in. raka szyjki macicy, odbytu, jamy ustnej i gardła, prącia, pochwy oraz sromu [86-90].

				Wirusy HPV wykazują tropizm do komórek nabłon-ka wielowarstwowego błon śluzowych i skóry. Tropizm ten różni się w zależności od rodzaju wirusa. Wirusy brodawczaka ludzkiego można podzielić na pięć grup, tj. α, β, γ, μ i ν. Największą grupę stanowią wirusy α-HPV, któ-re infekują nabłonek błon śluzowych szyjki macicy, sromu, pochwy, penisa i odbytu. Wirusy β-HPV zakażają komórki 

			

		

		
			
				skóry, natomiast wirusy z grup γ, μ i ν są odpowiedzial-ne za powstawanie brodawek skórnych, które nie ulegają transformacji nowotworowej [91].

				Wirusy brodawczaka ludzkiego, ze względu na ich po-tencjał onkogenny, można również podzielić na HPV wy-sokiego ryzyka (HR-HPV, ang. high risk HPV) oraz HPV niskiego ryzyka (LR-HPV, ang. low risk HPV). Do wirusów wysokiego ryzyka należą m.in. HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV 35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59 i HPV68. Wśród nich HPV16 i HPV18 stano-wią najczęściej występujące na świecie typy wirusów bro-dawczaka związane z procesem nowotworzenia. Wirusy niskiego ryzyka rzadko prowadzą do powstania nowotwo-rów, wywołując najczęściej zmiany na narządach płciowych – tzw. kłykciny kończyste; należą tu m.in. wirusy HPV6 i HPV11.

				Wirusami brodawczaka ludzkiego można się zarazić przez bezpośredni kontakt ze skórą lub błoną śluzową zain-fekowanej osoby. Wirusy HPV należą do jednych z najczę-ściej przenoszonych drogą płciową patogenów [77,87,90].

				Genom wirusów HPV funkcjonuje w formie kolistego dsDNA, zbudowany z około 8 tpz. Jest on podzielony na trzy regiony: wczesny (E, ang. early) i późny (L, ang. late) region kodujący oraz długi region kontrolny (LCR, ang. long control region) [87,90].

				Wczesny region kodujący zawiera ramki odczytu dla sześciu białek wirusowych: E1, E2, E4, E5, E6 oraz E7. Białka E1 i E2 odgrywają bardzo ważną rolę w replikacji materiału genetycznego wirusa HPV. Proteina E1 ma aktywność heli-kazy, natomiast białko E2 może regulować ekspresję genów wirusowych i segregację materiału genetycznego wirusa podczas podziałów komórkowych. Białko E4 odpowiada za uwalnianie wirionów potomnych z powierzchni nabłonka poprzez destabilizację włókien keratynowych. Białko E5 natomiast to hydrofobowe białko błonowe, które ma wła-ściwości onkogenne i wspomaga rozwój procesu nowo-tworzenia. Główne białka onkogenne wirusa brodawczaka ludzkiego odpowiedzialne za transformację nowotworową zainfekowanej komórki, to onkoproteiny E6 i E7. Późny re-gion kodujący genomu HPV zawiera ramki odczytu dla bia-łek strukturalnych wirusa L1 i L2. Białko L1 to białko głów-nego kapsydu (360 kopii L1), stanowiące 80% masy kapsy-du wirusa HPV. Proteina ta pełni ważną rolę w adsorpcji wirusa do komórki. Białko L2, mimo że stanowi małą część kapsydu (12–36 kopii), pełni bardzo ważną funkcję w cyklu replikacyjnycm wirusów HPV, odpowiada m.in. za trans-port materiału genetycznego wirusa do jądra komórkowe-go, a także regulację ekspresji genów wirusowych i składa-nie wirionów potomnych. Długi region kontrolny genomu HPV to obszar niekodujący, odpowiedzialny za regulację replikacji wirusowego materiału genetycznego i transkryp-cję genów wirusowych. Znajdują się tu takie elementy, jak m.in. miejsce inicjacji replikacji (ori), promotor dla genów wczesnych (p97 u wirusa HPV16) i późnych (p670 u wirusa HPV16), a także sekwencje wzmacniające (enhancer) i wyci-szające (silencer) transkrypcję wirusowych genów, wiążące zarówno wirusowe, jak i komórkowe czynniki transkryp-cyjne [90]. Odmienne typy HPV różnią się sekwencją kodu-
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				jącą białko L1, natomiast różnica między aktywnością wiru-sów wysokiego i niskiego często jest związana z różnicami w sekwencjach genów E6 i E7 [92,93] (Ryc. 4).

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem hpv

				Cykl replikacyjny wirusów HPV jest ściśle zależny od procesu dojrzewania komórek nabłonka. Wirusy wnika-ją do warstwy podstawnej nabłonka, gdzie dostają się w wyniku mikrourazów, natomiast składanie i uwalnianie wirionów potomnych odbywa się w górnych warstwach nabłonka. Produktywny cykl replikacyjny wirusa wymaga wirusowych onkoprotein E6 i E7, które tworzą sprzyjające środowisko dla replikacji wirusowego DNA w środkowych warstwach nabłonka, gdzie replikacja DNA normalnie nie byłaby możliwa. W większości przypadków infekcja HPV jest samoistnie usuwana przez układ odpornościowy go-spodarza. Jednakże, w niektórych przypadkach, np. kiedy układ odpornościowy gospodarza nie działa prawidłowo, może dojść do infekcji przetrwałej, która sprzyja integracji DNA wirusa z genomem gospodarza. Genom HPV ulega integracji w miejscu pęknięcia ramki odczytu dla białka E2, które kontroluje ekspresję E6 i E7. Brak białka E2 prowadzi do wzmożonej syntezy obu białek onkogennych, a ich nad-mierna aktywność – do transformacji nowotworowej zain-fekowanej komórki [94-97].

				Białko E6 tworzy kompleks z ligazą ubikwityny E6AP i białkiem p53, kierując je do degradacji w proteosomie i blokując apoptozę [98]. Natomiast, białko E7 wiąże się z białkiem pRB, uwalniając czynnik transkrypcyjny E2F z kompleksu pRB/E2F, co prowadzi do zaburzenia regulacji cyklu komórkowego [99]. Onkoproteiny E6 i E7 wpływają również na ekspresję cytokin i aktywację takich szlaków sy-gnałowych, jak np. PI3K/AKT, Wnt i Notch [100]. Ponadto, 

			

		

		
			
				białko E6 wirusów HPV wysokiego ryzyka ma na końcu C motyw PBM (ang. PDZ binding motif), który oddziałuje z białkami zawierającymi domeny PDZ (PSD-95/Dlg/ZO-1), m.in. Dlg, Scribble. Prowadzi to do utraty polarności i ze-rwania połączeń międzykomórkowych, co również sprzyja wzmożonej proliferacji i transformacji nowotworowej zain-fekowanych komórek nabłonkowych [101].

				Podsumowując, nadmierna ekspresja i aktywność wiru-sowych onkoprotein E6 i E7 prowadzi do deregulacji cyklu komórkowego, nasilenia podziałów komórkowych, zaha-mowania apoptozy oraz nagromadzenia uszkodzeń gene-tycznych w wyniku niewydajnej naprawy DNA, co w rezul-tacie prowadzi do rozwoju procesu nowotworzenia.

				 Infekcje HPV stwierdza się u ponad 80% aktywnych sek-sualnie kobiet i mężczyzn. Większość zakażeń ma charakter bezobjawowy i jest samoistnie usuwana przez układ odpor-nościowy gospodarza. W zależności od typu HPV, wirusy te wywołują łagodne zmiany rozrostowe, np. brodawki skórne, brodawki pospolite (łac. verruca vulgaris), brodawki płaskie (łac. verruca planae), brodawki błony śluzowej jamy ustnej i gardła lub prowadzą do rozwoju nowotworów. Wi-rusy brodawczaka ludzkiego wysokiego ryzyka przyczy-niają się do rozwoju prawie 5% wszystkich nowotworów złośliwych u ludzi. Infekcje wirusami HR-HPV są odpo-wiedzialne za prawie 90% przypadków raka szyjki macicy i odbytu, około 70% przypadków raka pochwy i sromu oraz około 60% przypadków raka prącia oraz nowotworów gło-wy i szyi [101].

				Do najczęstszych nowotworów wywołanych przez te pa-togeny należy rak szyjki macicy, który jest czwartym naj-częściej występującym nowotworem u kobiet na świecie. W komórkach raka szyjki macicy najczęściej identyfikowane są wirusy HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 i HPV58, przy czym obecność HPV16 i HPV18 stwierdza się u ponad 70% przypadków nowotworów szyjki macicy. Co roku, na całym świecie raka szyjki macicy diagnozuje się u około 530 000 kobiet (około 3500 w Polsce); połowa z tych kobiet umie-ra z powodu zbyt późnej diagnozy. Infekcje wirusem HPV najczęściej występują u młodych kobiet między 18. a 30. ro-kiem życia, natomiast 80% przypadków raka szyjki macicy diagnozuje się u kobiet powyżej 35. roku życia; średnia wie-ku – 49 lat. Sugeruje to, że proces kancerogenezy związa-ny z infekcją wirusem HPV trwa wiele lat. Do czynników sprzyjających rozwojowi raka szyjki macicy należą: wcze-sne rozpoczęcie aktywności seksualnej, wielu partnerów seksualnych, palenie tytoniu, niski status społeczno-ekono-miczny oraz częste infekcje narządów płciowych [101].

				Obecnie na rynku dostępne są szczepionki chroniące przed infekcją niektórymi typami HPV, jednak mają one jedynie właściwości profilaktyczne, a nie terapeutyczne. Szczepionka Cervarix chroni przed HPV16 i HPV18, Garda-sil chroni przed HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, zaś Garda-sil 9 – przed HPV6, HPV11, HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45, HPV52, HPV58. Zaleca się szczepienie zarówno dziewcząt, jak i chłopców w wieku 9–26 lat [102]. W celu uniknięcia raka szyjki macicy, kobiety powinny również re-gularnie wykonywać cytologię.
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				Rycina 4. Schemat budowy genomu wirusa brodawczaka ludzkiego na przykła-dzie HPV16. 

				Genom wirusów brodawczaka ma formę kolistego dsDNA i zbudowany jest z ok. 8 tpz. W genomie HPV16 wyróżnia się geny wczesne (E), tj. E6, E7, E1, E2, E4, E5, geny późne (L), tj. L1 i L2, a także długi region kontrolny (LCR, ang. long control region) [na podstawie 90].
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				WIRUSY HEPATOTROPOWE

				Wirus zapalenia wątroby typu B

				Wirus zapalenia wątroby typu B (HBV, ang. Hepatitis B virus) jest przedstawicielem rodziny Hepadnaviridae i ro-dzaju Orthohepadnavirus. Wykazuje on tropizm do hepato-cytów i może być przyczyną wirusowych zakażeń wątroby o ostrym lub przewlekłym przebiegu, prowadzącym do zwłóknienia lub marskości wątroby oraz rozwoju nowo-tworów.

				Progresja infekcji z ostrego zapalenia do stadium choroby przewlekłej zależy m.in. od wieku pacjenta, w jakim doszło do zakażenia. W przypadku zdrowych, dorosłych osób, o w pełni rozwiniętym i prawidłowo działającym układzie odpornościowym, zazwyczaj po 30–60 dniach dochodzi do całkowitego wyleczenia. Jedynie mniej niż 5% zakażeń sta-nowią zakażenia przewlekłe, z których u 20–30% osób do-chodzi do rozwoju marskości i/lub nowotworów wątroby [2].

				Szacunkowe dane Światowej Organizacji Zdrowia (WHO) wskazują, że na całym świecie około 257 milionów osób żyje z przetrwałą infekcją wirusem HBV .

				Wirus HBV jest najbardziej rozpowszechniony w Regio-nie Zachodniego Pacyfiku (Indo-Pacyfiku) i Afryce, gdzie ponad 6% populacji jest zakażonych. Znacznie rzadziej wirus ten występuje we Wschodnim Regionie Śródziem-nomorskim, Europie, Azji Południowo-Wschodniej, czy na obszarze obu Ameryk, gdzie zainfekowanych jest odpo-wiednio 3,3%, 2,0%, 1,6% i 0,7% populacji. Obecnie dostęp-na szczepionka zapewnia 98–100% ochrony przed zakaże-niem [2].

				Do zakażenia HBV może dochodzić na drodze wertykal-nej tzw. transmisji perinatalnej lub z matki na potomstwo (MTCT, ang. mother to child transmission). Możliwa jest także transmisja horyzontalna w wyniku kontaktu skórnego lub błon śluzowych z zainfekowanymi płynami ciała, np. łzami, śliną, spermą, wydzielinami dróg rodnych czy krwią. Do infekcji może dochodzić poprzez kontakty seksualne, pod-czas zabiegów medycznych, czy używanie sprzętu zanie-czyszczonego zainfekowanym materiałem. W przeszłości do zakażeń bardzo często dochodziło podczas przetacza-nia krwi. Jednak po wprowadzeniu obowiązku weryfikacji dawców pod kątem obecności antygenów powierzchnio-wych HBsAg i przeciwciał anty-HBc problem ten znacznie ograniczono [103].

				Wirus HBV jest postrzegany jako czynnik ryzyka roz-woju raka wątrobokomórkowego (HCC, ang. hepatocellular carcinoma). Około 20% przypadków HCC w Stanach Zjed-noczonych, Europie i Japonii oraz 60% przypadków w Azji i Afryce jest związanych z przewlekłą infekcją HBV. Do roz-woju HCC dochodzi po 10–30 latach od pierwotnego zaka-żenia, m.in. wskutek nagromadzenie mutacji. HBV jest tak-że związany z rozwojem innych nowotworów, jak chłoniak nieziarniczy, B-komórkowy chłoniak nieziarniczy, czy rak jamy nosowo-gardłowej, jednak w ich przypadku dokładny mechanizm onkogenezy nie został poznany [2,103].

			

		

		
			
				HBV jako wirus o ikozaedralnym kapsydzie osłonięty jest zewnętrzną otoczką. Genom wirusa stanowi cyrkular-ny DNA zbudowany z około 3,2 tpz , występujący częścio-wo w formie dwuniciowej. Genom HBV koduje 4 zacho-dzące na siebie otwarte ramki odczytu. Gen preS/S koduje 3 białka otoczki nazywane antygenami powierzchniowymi (HBsAgs), w ramce preC/C jest zakodowany tzw. antygen e (HBeAg) oraz białko rdzeniowe tzw. antygen rdzeniowy HBcAg, gen P koduje wirusowy wielofunkcyjny enzym o aktywności polimerazy, odwrotnej transkryptazy, RNazyH, natomiast w genie X zakodowane jest białko HBx – główny regulator wirusowy pełniący różne funkcje, m.in. związane z ekspresją genów, replikacją, czy kontrolą procesów ko-mórkowych [104-106] (Ryc. 5).

				Po wniknięciu wirusa do hepatocytów genom HBV jest transportowany do jądra komórkowego, gdzie dochodzi do uzupełnienia nukleotydów na jednej z nici DNA i konwer-sji cząsteczki do formy kolistej, zamkniętej kowalencyjnie, tzw. cccDNA (ang. closed circular DNA), będącej matrycą do transkrypcji i replikacji. ccDNA może być utrzymywany w formie stabilnego episomu w jądrach komórkowych hepa-tocytów lub włączany do genomu komórek gospodarza. Za replikację wirusa HBV odpowiada polimeraza o aktywno-ści odwrotnej transkryptazy, podobnie jak ma to miejsce u retrowirusów [107]. Podczas replikacji wirusowego DNA powstają liczne błędy, ponieważ wirusowa polimeraza nie ma aktywności proofreading. Skutkiem tego są częste muta-cje DNA, sprzyjające pojawianiu się wirusów o odmiennych genotypach [108].
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				Rycina 5. Schemat organizacji genomu HBV. 

				Na schemacie zaznaczone zostały cztery, zachodzące na siebie ramki odczytu zakodowane w genomie HBV. ORF preS/S koduje białka otoczki tzw. antygeny powierzchniowe (HbsAg). W ORF preC/C zakodowane są dwa białka: białko rdzeniowe (antygen rdzeniowy, HbcAg) oraz antygen e (HbeAg). Natomiast w ORF P i X kodują odpowiednio wirusowy, wielofunkcyjny enzym oraz białko Hx zaangażowane w regulację wszystkich procesów w cyklu wirusa. Wszystkie z kodowanych białek wirusa HBV są w sposób bezpośredni lub pośredni zaanga-żowane w promowanie procesu kancerogenezy.
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				Dotychczas opisano 10 genotypów wirusa HBV (A-J), podzielonych na subgenotypy. Wirusy o genotypach B i C dominują we wschodniej Azji, genotypy A i D – w Europie i Indiach, Afryce Subsaharyjskiej i Stanach Zjednoczonych. Ponadto, wirusy zawierające odmienne genotypy różnią się zdolnościami do transformacji nowotworowej hepatocytów oraz odpowiedzią na terapię przeciwwirusową. Zwiększo-ne ryzyko komplikacji i rozwoju raka wątrobowokomórko-wego związane jest z infekcją HBV o genotypie A, C, D lub F [105].

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem hbv

				Rak wątrobowokomórkowy to najczęstszy typ nowotwo-rów wątroby i drugi pod względem śmiertelności nowo-twór na świecie, stanowiący przyczynę nawet 600-800 tysię-cy zgonów rocznie. Jego rozwój jest związany z interakcją pomiędzy czynnikami genetycznymi, wpływem środowi-ska oraz infekcją wirusową. Przetrwałe zakażenia wirusem HBV są postrzegane jako główna przyczyna HCC [109,110]. Transformację nowotworową, rozwój HCC oraz jego pro-gresję napędzają przewlekłe stany zapalne, uszkodzenia DNA, modyfikacje epigenetyczne, reaktywacja telomerazy, niestabilność chromosomowa i neoangiogeneza. Rak ten może rozwijać się zarówno w następstwie marskości wątro-by, jak również z niezmienionych komórek. Proces progresji infekcji wirusowej można podzielić na 4 fazy. Pierwsze dwie identyfikowane są poprzez obecność wirusowego antygenu HBeAg, w trakcie których następuje aktywna replikacja i intensywna produkcja cząstek potomnych, która z czasem ulega osłabieniu. Dwie kolejne fazy rozwijają się po miesią-cach lub latach od pierwotnego zakażenia. HBeAg znajdu-je się wówczas na niewykrywalnym poziomie, wirusowe DNA jest zintegrowane z genomem gospodarza, akumu-lowane są zmiany na poziomie DNA, po czym w wyniku supresji układu odpornościowego wirus ulega reaktywacji, pogłębiając powstałe uszkodzenie wątroby [104].

				Onkogenne właściwości wirusa HBV wynikają w dużej mierze z jego zdolności do integracji z genomem komórki gospodarza, prowadząc do zmian w ekspresji i funkcjono-waniu kluczowych białek komórkowych, zaburzenia inte-gralności genomu i w konsekwencji rozwoju nowotworów wątroby [111]. Najczęściej do integracji dochodzi w miej-scach wrażliwych i kluczowych dla utrzymywania stabil-ności chromosomów, np. w okolicach sekwencji telomero-wych, na obszarze wysp CpG. W wyniku integracji wiruso-we geny X i preS/S mogą być włączane do sekwencji genów gospodarza, m.in. TERT, MLL4, CCNE1, KMT2B, MAPK, TP53 kodujących białka zaangażowanych w kluczowe pro-cesy komórkowe, takie jak aktywność telomerazy, przebieg cyklu komórkowego, apoptoza, czy proliferacja [112-113].

				Wzrost ryzyka rozwoju HCC związany jest także z muta-cjami, szczególnie w sekwencji genu preS/S, prowadzących do nadprodukcji skróconych białek osłonki, które mogą działać jako czynniki aktywujące transkrypcję [113-117]. Ponadto, ich akumulacja na obszarze siateczki śródplazma-tycznej hepatocytów sprzyja rozwojowi stresu, dalszym uszkodzeniom DNA, a w konsekwencji progresji marskości wątroby czy transformacji nowotworowej [117].

			

		

		
			
				Jednakże, za kluczowy wirusowy onkogen związany z rozwojem HCC uznawany jest wirusowy regulator trans-krypcji HBx [117]. Białko HBx indukuje uszkodzenia DNA i zaburza proces ich naprawy. Podwyższony poziom jego ekspresji koreluje akumulacją indykatora stresu oksyda-cyjnego – adduktów 8-OHdG i hamowaniu enzymow na-prawczych – glikozylazę DNA oraz uwrażliwia komórki na powstawanie uszkodzeń [118]. Onkogenne działanie HBx polega również na zaburzaniu ekspresji genów gospodarza związanych z procesem kancerogenezy poprzez wpływ na proces modyfikacji epigenetycznych histonów i DNA [119]. Białko to kontroluje bezpośrednio lub w wyniku aktywa-cji ekspresji miRNA, m.in. miR-101 ekspresję i aktywność metylotransferaz DNA DNMT1, DMNT3A/3B, powodu-jąc hipermetylację promotorów genów supresorowych [120,121]. Ponadto HBx zmienia profil ekspresji niekodu-jących i regulatorownych RNA, m.in. lncRNA i miRNA, modulując funkcjonowanie komórek gospodarza, działając antyapoptotycznie oraz wpływając na proliferację, inwazję i metastazę komórek nowotworowych [119,122]. Sprzyja-jące transformacji nowotworowej zmiany w ekspresji ge-nów gospodarza mogą również wynikać z działania HBx jako czynnika transkrypcyjnego, jego wpływu na funkcjo-nowanie komórkowych czynników transkrypcyjnych, np. HIF-1α, E2F1, AP-1, STAT3, bezpośrednie oddziaływanie z elementami maszynerii transkrypcyjnej gospodarza, np. (TF)IIB, TFIIH [123,124]. Stymulacja kancerogenezy może odbywać się również w wyniku nadmiernej aktywacji szla-ków sygnałowych, m.in. Wnt/β-katenina, NF-κB, MAPK, JNK spowodowanych nadekspresją HBx [125,126]. HBx współdziała także z onkoproteiną RMP, hamując ekspre-sję czynników proapoptotycznych i stymulując ekspresję antyapoptotycznych [127]. Białko to wpływa również na regulację ekspresji i działania głównego supresora trans-formacji nowotworowej – białka p53, działając tym samym antyapoptotycznie i stymulując proliferację [128]. Inhibicja działania p53 następuje w wyniku jego związania z domeną karboksylową w sekwencji HBx [129]. Ponadto, HBx wiążąc się z p53, zmienia możliwość jego oddziaływania z czyn-nikami transkrypcyjnymi, blokuje zdolność wiązania kom-pleksów transkrypcyjnych z promotorami regulowanych genów w wyniku indukowania fosforylacji p53 oraz inak-tywuje białko p53 poprzez stabilizację jego oddziaływania z DNA [130]. Nadekspresja p53 prowadzi do natychmiasto-wej degradacji proteosomalnej białka HBx [131].

				Liczne badania wskazują także na proces autofagii jako czynnika ryzyka w rozwoju HCC. Kolokalizację białka rdze-niowego HBV obserwowano z autofagosomami [132]. Au-tofagia jest wysoce zakonserwowaną reakcją komórek eu-kariotycznych, pozwalającą na kierowanie do lizosomalnej degradacji nieprawidłowych lub zagregowanych białek, jak i uszkodzonych komórek. Liczne badania wskazują, że au-tofagia promuje rozwój HCC w wyniku generowania stresu oksydacyjnego, stymulowania przewlekłego stanu zapalne-go, czy zakażeń wirusowych [133]. Również białko HBx w sposób pośredni lub bezpośredni wpływa na proces auto-fagii w hepatocytach. HBx wiąże się i stymuluje aktywność enzymatyczną kinazy PI3KC3 – enzymu odpowiedzialnego za indukcję autofagii [132]. Enzym ten jednocześnie zwięk-sza ilość autofagosomów i hamuje ich kierowanie do de-

			

		

	
		
			
				346	https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/

			

		

		
			
				gradacji, prowadząc do akumulacji cargo znajdujących się w tych strukturach [134]. Ponadto HBx stymuluje replikację HBV oraz indukuje autofagię w wyniku oddziaływania z komórkowym białkiem onkogennym c-MYC. Prowadzi to do spadku ekspresji miR-192‐3p, którego celem jest inhi-bitor apoptozy XIAP, Becliny-1 i szlaki sygnałowe zależne od NF-κB [135]. Beclin-1 jest genem indukującym autofa-gię, który ulega nadekspresji w nowotworach zależnych od HBV [136]. Wykazano także, że sam proces autofagii stymu-luje zakażanie komórek i replikację wirusa HBV [132].

				Wydaje się, że kluczowy udział w kancerogenezie HBV zależnej mają również zaburzenia w sygnalizacji zależnej od prozapalnych i sprzyjających transformacji nowotworo-wej czynników NF-κB oraz STAT3 [137]. Wirusowe białko HBx stymuluje proces fosforylacji STAT3, aktywując szlaki sygnalizacyjne Jak-STAT oraz indukując zależną od STST3 transkrypcję [138]. Ponadto, polimeraza wirusa HBV powo-duje supresję szlaków zależnych od NF-κB, obniżając synte-zę i osłabiając aktywność IFN-α oraz hamując transkrypcję genów aktywowanych przez NF-κB [139]. Przeciwstawny efekt wywołuje białko HBx, które aktywuje bezpośred-nio lub pośrednio, w wyniku indukcji tworzenia ROS, szlaki zależne od NF-κB, stymulując jednocześnie trans-krypcję oraz prowadząc do utrzymania replikacji wirusa[140-142]. Aktywacja transdukcji sygnału zależnego od NF-κB powoduje wzrost syntezy i sekrecji prozapalnych cytokin, np. IL-6 [139]. Jednocześnie obecność IL-6 i EGF jest sygnałem aktywującym STAT3, który może wiązać się do wzmaczniacza transkrypcji (enhancera) w sekwencji DNA wirusa HBV i indukować ekspresję genów wiruso-wych [143]. Istnienie takiej zależności wskazuje na ważną rolę czynnika STAT3 w procesach tworzenia prozapalnego mikrośrodowiska sprzyjającego rozwojowi HCC oraz ha-mowaniu apoptozy, aktywacji angiogenezy i zwiększania potencjału proliferacyjnego zainfekowanych komórek [144].

				Innym onkowirusem hepatotropowym jest wirus zapale-nia wątroby typu C (HCV).

				Wirus zapalenia wątroby typu c

				Wirus zapalenia wątroby typu C (HCV, ang. Hepatitis C virus) należy do rodziny Flaviviridae i rodzaju Hepacivirus. Podobnie jak wirus HBV, wykazuje tropizm do hepatocy-tów. Zakażenia HCV są najczęściej przetrwałe (w około 80% przypadków), a ich konsekwencją może być wzrost o 15-30% rozwoju marskości wątroby, zwłóknienia i rak wątro-bowokomórkowy (HCC). Jest to proces trwający do 20 lat. W około 30% przypadków zakażeń wirus jest spontanicznie usuwany z organizmu, bez wdrożenia leczenia. Raporty WHO wskazują, że około 71 milionów osób na świecie jest zakażonych HCV, a corocznie diagnozuje się 2 miliony no-wych przypadków. Rozwój przewlekłego zakażenia HCV i jego tempo zależą od różnych czynników dodatkowych. Zwiększone ryzyko stanowią m.in. wiek powyżej 25 lat w momencie infekcji, płeć męska, określony genotyp wirusa, bezobjawowy przebieg infekcji, koinfekcja wirusem HIV, czy immunokompetencja [145]. Do infekcji HCV dochodzi najczęściej poprzez kontakt z zakażonym materiałem, np. igłami podczas transfuzji, dializy, zabiegów kosmetycznych oraz drogą płciową.

			

		

		
			
				Uważa się, że nawet 80% przypadków HCC jest zwią-zanych z infekcją HCV [146-148]. Przewlekłe zakażenie HCV może być również czynnikiem w etiologii innych no-wotworów, takich jak mieszana krioglobulinemia, chłoniak nieziarniczy, nowotwory głowy i szyi, dróg żółciowych, pęcherza, nerek, trzustki, tarczycy, piersi, czy prostaty [2, 149-150]. Jednak dokładna rola wirusa HCV w ich rozwoju nie została wyjaśniona.

				HCV jest wirusem osłoniętym otoczką, którego materiał genetyczny stanowi ssRNA o dodatniej polarności ((+)ssR-NA), zbudowany z około 6 tpz. Genom HCV koduje 3 białka strukturalne budujące cząstkę wirusową (białko rdzeniowe, glikoproteiny otoczki E1, E2) oraz 7 białek niestruktural-nych (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), pełniących rolę m.in. w procesach transkrypcji, translacji wirusowych białek, czy składaniu cząstek potomnych [149,150] (Ryc. 6). W komórce wirus lokalizuje się w cytoplazmie. Jego repli-kacja jest związana z błonami siateczki śródplazmatycznej, zewnętrznej błony mitochondrium i kroplami tłuszczowy-mi [151,152].

				Do tej pory rozpoznano 7 genotypów HCV (1-7), podzie-lonych na 67 subtypów, występujących w różnych miej-scach geograficznych, różniących się w około 30% składem nukleotydowym i wrażliwością na terapię interferonem [153,154]. Duża zmienność genetyczna HCV wynika z wy-sokiego tempa replikacji i braku aktywności proofreading wi-rusowej polimerazy RNA, zależnej od RNA (NS5B) [154].

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem hcv

				Udział wirusa HCV w onkogenezie raka wątrobokomór-kowego jest dobrze udokumentowany. W znaczącej więk-szości przypadków rozwój nowotworu poprzedza zwłók-nienie lub marskość wątroby, które uznaje się za stadium przedrakowe, gdzie procesy komórkowe są zaburzone m.in. w wyniku nagromadzenia mutacji. Jednak nie każda przetrwała infekcja kończy się rozwojem nowotworu. Pro-ces kancerogenezy związanej z wirusem HCV zależy od złożonych interakcji czynników wirusowych i komórko-wych oraz ich wpływu na funkcjonowanie układu immuno-logicznego gospodarza [155]. Onkogenne właściwości wiru-sa HCV wynikają z bezpośredniego wpływu wirusowych białek na procesy detekcji i naprawy uszkodzeń DNA, prze-bieg szlaków sygnalizacyjnych, proliferacji czy apoptozy 
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				Rycina 6. Schemat budowy genomu HCV. 

				Materiałem genetycznym wirusa HCV jest jednoniciowy RNA o dodatniej po-larności (+)ssRNA, kodujący 10 białek. Bliżej końca 5’ znajdują się geny kodu-jące białka strukturalne: białko rdzeniowe (C) oraz glikoproteiny otoczki (E1, E2). Pozostałe 7 genów koduje białka niestrukturalne, którymi są: wiroporyna p7; proteaza cyteinowa NS2; bifunkcjonalny enzym NS3, o aktywności proteazy serynowej i helikazy; wielofunkcyjne białka NS4A i NS4B, białko kompleksu re-plikacyjnego NS5A oraz białko NS5B, będące polimerazą RNA zależna od RNA. W proces kancerogenezy zależnej od HCV zaangażowane są wszystkie z wymie-nionych białek.
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				komórek. Większość białek wirusa HCV może wiązać się z czynnikami komórkowymi i wpływać na przebieg licznych szlaków komórkowych [156]. Jedynie wirusowa polimeraza RNA zależna od RNA (NS5B) nie ma bezpośredniego po-tencjału onkogennego, ale poprzez współdziałanie z innymi białkami bierze również udział w powstawaniu stransfor-mowanych komórek.

				Przetrwałe zakażenie HCV prowadzi do utrzymywania się stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego oraz postępują-cego stłuszczenia.

				Rak wątrobokomórkowy charakteryzuje się dużą zmien-nością genetyczną, jednak wspólną cechą wszystkich typów jest duża niestabilność genomu komórek gospodarza, wyni-kająca m.in. z powstających uszkodzeń DNA [156]. Uszko-dzenia te mogą powstawać pośrednio, na skutek produkcji reaktywnych form tlenu (ROS) i stresu oksydacyjnego w odpowiedzi na zakażenie. HCV może także bezpośred-nio zaburzać przebieg szlaków naprawy uszkodzeń DNA. Wirusowe białko rdzeniowe, NS3/NS4A oraz NS5B mogą oddziaływać w komórkach z białkiem NBS1 i kinazami ATM oraz Chk4 zaangażowanymi w detekcję uszkodzeń DNA oraz przebieg szlaków sygnalizacyjnych zależnych od ATM. Skutkuje to zaburzeniem naprawy DNA, więk-szą wrażliwością na uszkodzenia oraz stabilizacją replikacji materiału genetycznego wirusa [157].

				Zakażenie wirusem HCV i transformacja nowotworowa komórki związana jest również ze zmianami w profilu eks-presji genów gospodarza, które spowodowane są przede wszystkim zaburzeniem modyfikacji epigenetycznych. Za-obserwowano, że w warunkach in vitro w komórkach zaka-żonych HCV dochodzi do zahamowania metylacji i acety-lacji histonu H4 oraz fosforylacji histonu γH2AX – kluczo-wych modyfikacji epigenetycznych odpowiedzialnych za remodelowanie chromatyny, wyznakowanie miejsc uszko-dzeń DNA i rekrutację enzymów naprawczych [158]. Po-nadto, zmiany w ekspresji genów mogą być także związane z wpływem wirusa HCV na ekspresję, stabilność i funkcjo-nowanie mikroRNA [146].

				Białka wirusa HCV oddziałują także na procesy prolife-racji, angiogenezy i apoptozy w komórkach gospodarza, co sprzyja replikacji wirusowego RNA i jego przetrwaniu w hepatocytach. Odbywa się to poprzez bezpośredni wpływ białek wirusowych na szlaki sygnałowe oraz przebieg cy-klu komórkowego [156]. Celem wirusa HCV jest wzmacnia-nie sygnalizacji poprzez receptor dla naskórkowego czyn-nika wzrostu EGF (EGFR), który pełni kluczową rolę we wnikaniu HCV do komórek [155]. Udział w tym procesie bierze wirusowe białko NS5A, wpływające na redystrybucję EGFR w komórkach [159]. Ponadto, białka NS3/4A wzmac-niają szlaki sygnałowe indukowane przez EGF, przyczy-niając się do utrzymywania replikacji wirusowego RNA i uwrażliwiają komórki na stres oksydacyjny [160]. Wyka-zano także, że białko rdzeniowe wirusa hamuje aktywność białka STAT1, natomiast aktywuje czynnik transkrypcyjny STAT3, co wpływa na regulację szlaku sygnalizacyjnego JAK-STAT, indukując procesy regeneracji i proliferacji he-patocytów, chroniąc komórki przez śmiercią [161, 162]. W komórkach zakażonych wirusem HCV zaobserwowano 

			

		

		
			
				wzrost transkrypcji miR-135a-5p, skierowanego przeciw-ko komórkowym czynnikom antywirusowym, skutkując wzmożoną aktywnością STAT3 jako czynnika transkrypcyj-nego i wzrostem replikacji HCV [163]. Zakażenie komórek HCV wpływa również na szlaki zależne od transformu-jącego czynnika wzrostu β (TGF-β) [164]. Ponadto, białko rdzeniowe NS3 oddziałując z białkiem Smad3 prowadzi do inhibicji transkrypcji zależnej od szlaków TGF-β/Smad3, blokując sygnał zahamowania wzrostu i wejścia komórek w apoptozę [165].

				Również szlak Wnt/β-katenina, determinujący los komó-rek, ulega nadmiernej aktywacji w wyniku zakażenia HCV, prowadząc do wzmożonej ekspresji genów kodujących np. onkogen c-MYC [166]. Odbywa się to poprzez aktywację kinazy Akt przez białko NS5A oraz wzrost i stabilizację po-ziomu β-katenin przez białko rdzeniowe HCV [167, 168]. Ekspresja c-MYC jest czynnikiem aktywującym produkcję reaktywnych form tlenu, prowadzących do uszkodzenia mitochondriów oraz DNA, jak i zaburzającym przebieg cy-klu komórkowego [166].

				Promowanie proliferacji i regulacja przebiegu cyklu ko-mórkowego w wyniku zakażenia wirusem HCV odbywa się głównie poprzez hamowanie aktywności białek supre-sorowych nowotworu, np. p53, p21, p73, Rb [2]. Na przy-kład, wirusowa polimeraza RNA NS5B wiąże i kieruje do degradacji białko Rb, aktywując ekspresję genów zależną od czynnika transkrypcyjnego E2F, co stymuluje prolifera-cję komórek i progresję cyklu komórkowego [169-171].

				W zależną od HCV transformację nowotworową zaan-gażowany jest również supresor nowotworzenia p53, któ-rego mutacje i spadek aktywności obserwowano w trakcie rozwoju HCC [172]. Wykazano m.in. oddziaływanie p53 z wirusowymi białkami NS2, NS3, NS5A oraz białkiem rdze-niowym wirusa – E [173]. W większości przypadków rola białek wirusowych polega na supresji działania p53, jednak nieliczne publikacje sugerują aktywację tego supresora w wyniku zakażenia HCV [170].

				Zarówno infekcja wirusowa, jak i transformacja nowo-tworowa są nieodłącznie związane z ukrywaniem się zmo-dyfikowanych komórek przed apoptozą. Supresja apopto-zy jest obserwowana w warunkach in vitro po nadekspre-sji wirusowych białek: rdzeniowego, E2, NS2, NS3, NS5A [173]. Jednakże, apoptoza może mieć także inne znaczenie. Powtarzające się cykle destrukcji i regeneracji komórek związane są z generowaniem stresu oksydacyjnego, który tworzy mikrośrodowisko sprzyjające kancerogenezie, a w połączeniu z wysokim poziomem replikacji wirusa świad-czy o aktywnej infekcji i uwalnianiu wirusów potomnych. Badania pokazują, że infekcja wirusem HCV może także sprzyjać zahamowaniu przebiegu cyklu komórkowego i promowaniu apoptozy, np. w wyniku aktywacji kaspazy 3 [174,175].

				Zakażenie komórek wirusem HCV w warunkach in vivo i in vitro aktywuje także proces neoangiogenezy. Jest to zwią-zane z indukowaną białkiem rdzeniowym nadekspresją TGF-β2 oraz czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF) [176,177]. Wzrost syntezy VEGF ułatwia wnikanie 
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				HCV do komórek. Aktywacja VEGF może być regulowana także poprzez angiotensynę 2 (Ang2), której ekspresję indu-kuje wirus HCV [178]. Infekcja HCV związana jest również z regulacją procesu metastazy, a dokładniej – przejściem epitelialno-mezenchymalnym (EMT, ang. Epithelial-Mezyn-chymal Transition). Kontrola EMT wynika z aktywacji przez białko NS5A kluczowego regulatora tego procesu Twist 2 lub białek E1/E2, indukujących szlaki sygnalizacyjne zależ-ne od TGF-β i VEGF [179,180].

				W zakażeniach HCV istotną rolę odgrywa także układ odpornościowy. Wirus HCV indukuje zarówno wrodzoną, jak i adaptacyjną odpowiedź immunologiczną, jednak ha-muje produkcję interferonu 1 (IFN-1), zaburza transforma-cję pomocniczych limfocytów T i funkcjonowanie cytotok-sycznych limfocytów T i komórek NK [181-183]. Aktywne komórki w stanie zapalnym wytwarzają ogromne ilości chemokin i cytokin prozapalnych (TGF-β, TNF-α, IL-1, IL-23, IL-6, LT-α i β), reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS) oraz indukują peroksydację lipidów, przyczyniając się do powstawania uszkodzeń DNA [184-187].

				Zakażenia HCV indukuje również stan zapalny poprzez aktywację komórek gwiaździstych wątroby (HSC). Komór-ki te, poprzez stymulację cytokinami, rozpoczynają następ-nie transformację do komórek przypominających miofibro-blasty i zwiększają stopień zwłóknienia wątroby. Ponadto, wirusowe białka aktywują uwalnianie indukującej fibroge-nezę cytokiny TGF-β, będącej jednocześnie czynnikiem im-munospuresyjnym [188].

				Zmiany w metabolizmie komórek gospodarza, np. na skutek cukrzycy czy otyłości, związane są także z czynnika-mi ryzyka rozwoju raka wątrobokomórkowego w przypad-ku przetrwałej infekcji HCV. Dochodzić może np. do zmian w metabolizmie tłuszczowców, prowadzącej do zwiększe-nia produkcji lipidów, zmniejszenia ich sekrecji i degrada-cji, przyczyniając się do akumulacji kwasów tłuszczowych i rosnącego stłuszczenia tkanki [189]. Akumulacja kwasów tłuszczowych generuje m.in. powstawanie ROS, uszkodze-nie mitochondriów i stres siateczki śródplazmatycznej, co w konsekwencji prowadzi do powstania stresu oksydacyjne-go, peroksydacji lipidów, uwalniania cytokin prozapalnych i utrzymywania się stanu zapalnego [146,148].

				Aby przetrwać w niekorzystnym mikrośrodowisku i zminimalizować uszkodzenia, wirus HCV ma jednak do dyspozycji mechanizm indukowany produktami perok-sydacji lipidów. Chroni materiał genetyczny spowalniając replikację RNA wirusa poprzez zmianę konformacji białek kompleksu replikacyjnego NS3/4A oraz NS5B [190].

				RETROWIRUSY

				Retrowirusy są pierwszymi poznanymi wirusami onko-gennymi. Na ich udział w procesie kancerogenezy zwrócił uwagę Peyton Rous w 1911 roku, badając mięsaka u kur-cząt [191]. Genom retrowirusów stanowią dwie nici ssRNA o polarności dodatniej, zawierające trzy zasadnicze geny (gag, pol i env), kodujące białka strukturalne i niestruktural-ne wirusa. Niektóre retrowirusy zawierają dodatkowe geny niestrukturalne (v-onc), odpowiedzialne za transformację 

			

		

		
			
				komórek zakażonych wirusem. Na przykład, retrowirus powodujący mięsaka u kurcząt RSV zawiera gen v-src po-chodzenia komórkowego, odpowiedzialny za powstanie mięsaka u kurcząt (Ryc. 7).

				Niektóre retrowirusy mogą także indukować proces no-wotworowy w wyniku integracji ich materiału genetyczne-go do genomu komórkowego (tzw. forma prowirusa), co może prowadzić do utraty kontroli nad ekspresją komórko-wych białek regulatorowych i rozwoju nowotworu. Retro-wirusy kodują również białka aktywujące ekspresję genów komórkowych, jak np. białko tax ludzkiego wirusa T-limfo-tropowego.

				Ludzki wirus T-limfotropowy typu -1

				Ludzki wirus T-limfotropowy typu 1 (HTLV-1, ang. Hu-man T-Cell Lymphotropic Virus-1) jest retrowirusem należą-cym do rodzaju deltaretrowirusów, wyizolowanym po raz pierwszy w 1979 roku [192]. Jest on endemiczny dla Japonii, Iranu, Karaibów, Hondurasu, Peru, Brazylii, Ekwadoru, Pa-pui-Nowej Gwinei i Zachodniej Afryki, gdzie jego częstość występowania w populacji waha się między 1–5% [193]. Transmisja wirusa następuje przez mleko matki, kontakty seksualne oraz zakażoną krew i jej produkty. HTLV-1 wy-wołuje białaczkę T-komórkową dorosłych (ATL, ang. adult T-cell leukemia), zwaną również chłoniakiem T-komórko-wym dorosłych (ATLL, ang. adult T-cell lymphoma), a także m.in. syndrom neurologiczny HAM/TSP (HTLV-1, ang. as-sociated myelopathy/tropical spastic paraparesis) [194,195].

				HTLV-1 ma bardzo długi okres latencji – objawy ATLL pojawiają się zazwyczaj 40-60 lat po początkowej infekcji, u osób pomiędzy 20. a 80. rokiem życia, ze średnią wieku 58 lat [196]. Z powodu długiego okresu latencji wirusa, obja-wy białaczki T-limfotropowej są często wynikiem zakażenia podczas karmienia danej osoby piersią przez matkę HTLV-1 dodatnią w okresie niemowlęcym [197]. ATLL jest bardzo złośliwym nowotworem, charakteryzującym się klonalnym rozrostem limfocytów T CD4+ [198]. Jego klinicznymi obja-wami są limfoadenopatia, powiększenie śledziony i wątro-by, zmiany skórne, hiperkalcemia, lityczne zmiany kostne, także zmiany w obrębie układu nerwowego i przewodu pokarmowego [199]. Częste w przebiegu ATLL są także za-każenia patogenami oportunistycznymi, np. drożdżakami Candida, grzybem Pneumocystis jirovecci, węgorkiem jelito-wym Strongyloides stercoralis, czy cytomegalowirusem [200]. Zmiany skórne w przebiegu ATLL są różnorodne, w tym wysypki, płytki, grudki oraz zmiany erytrodermiczne i pla-miczne [201].
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				Rycina 7. Schemat genomu RSV. 

				W obrębie genomu wyróżnia się gen gag kodujący białka strukturalne kapsydu; gen pol kodujący prekursor odwrotnej transkryptazy i integrazy; gen env kodu-jący prekursor glikoprotein otoczki oraz gen src kodujący białko Src. Na końcach genomu zaznaczono sekwencje LTR.
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				HTLV-1 zakaża głównie limfocyty T CD4+, CD8+ oraz komórki dendrytyczne [2]. Przyłączenie się wirusowej cząstki oraz rozprzestrzenianie u gospodarza wymaga współdziałania wielu białek. Wirusowy gen env koduje białko prekursorowe, które jest rozcinane do dwóch białek – transbłonowego (TU) i powierzchniowego (SU), niezbęd-nych dla infekcyjności wirusa. Cząstka wirusowa nabywa oba białka w czasie jego uwolnienia z zakażonej komórki [202 203]. Podczas infekcji białko SU przyłącza się recepto-rów na komórce gospodarza, do których należą transporter glukozy 1, neuropilina-1 i proteoglikany siarczanu hepara-nu, co wywołuje fuzję błony komórkowej z otoczką wiruso-wą i wniknięcie rdzenia wirionu do wnętrza komórki [204].

				Wirus przemieszcza się z komórki do komórki gospoda-rza poprzez dwa mechanizmy: podczas mitozy oraz wiru-sowego transferu synaptycznego [205,206]. W mechanizmie mitotycznym zainfekowane komórki dzielą się, a po po-dziale obydwie komórki potomne zawierają prowirusowy DNA w genomie komórki gospodarza. Z uwagi na to, że wirus HTLV-1 jest bardzo słabo zakaźny, w jego rozprze-strzenianiu ważny jest nie-mitotyczny transfer z komórki do komórki. Taki typ transmisji poprzez kontakt komórek jest 10 tysięcy razy bardziej wydajny, niż infekcja poprzez przyłączenie wirionu do receptora. Wyjaśnia to również dużą zakaźność płynów ustrojowych i wydzielin ludzkich zawierających komórki, jak krew, nasienie i mleko matki [207,208]. Transmisja międzykomórkowa wirusa przebiega z udziałem białek Gag i Env, które przemieszczają się do rejonu kontaktu z drugim limfocytem, przyspieszając fu-zję. Zakażona komórka przejściowo produkuje duże ilości wirusowych białek Tax i ICAM-1 (ang. intracellular adhesion molecule-1), tworzących tzw. wirusową synapsę (VS, ang. virological synapse) lub wirusowy biofilm [2,202], poprzez które wiriony, łącząc się z receptorami kolejnej komórki, przedostają się do niej, formując nowego prowirusa [207].

				Wirus HTLV-1 ma genom w formie (+)ssRNA o wielko-ści 9 tpz, kodujący trzy poliproteiny Gag (prekursor białek strukturalnych kapsydu), Pol (prekursor odwrotnej trans-kryptazy i integrazy) i Env (prekursor glikoprotein otoczki), a także sześć dodatkowych białek: Tax, Rex, p12, p13, p30 i HBZ [208] (Ryc. 8). Po wniknięciu do komórki i odpłasz-czeniu, wirusowy genom ulega odwrotnej transkrypcji do dsDNA i integruje do genomu gospodarza jako prowirus, przechodząc w stan latencji [209].

				W procesie nowotworzenia i rozwoju ATLL bardzo waż-ne są białka Tax i HBZ. Tax pełni rolę białka transaktywato-ra, kodowane w rejonie pX nici sensownej prowirusowego 

			

		

		
			
				DNA. Białko Tax oddziałuje z ponad setką białek komórko-wych, takich jak AP-1, NF-κB, CREB/ATF, czy CBP/p300, bezpośrednio lub pośrednio wpływając na regulację cyklu komórkowego, transkrypcję, czy proces naprawy DNA ko-mórkowego. Na przykład, interakcja Tax z CREB/ATF ob-niża poziom białek p53, cykliny A i c-myb. Tax aktywuje szlak NF-κB, prowadzący do nieuregulowanego rozwoju limfocytów, a także wzmacnia przejście z fazy G1/S przez aktywację cyklin D/CDK i G0/G1 przez hiperfosforylację hDLG. Tax przyczynia się także do zaburzeń w procesach naprawy DNA komórkowego, indukując niestabilność ge-netyczną komórki [210-212].

				HBZ jest kodowane przez nić antysensowną rejonu pX prowirusa HTLV-1. Jego główna funkcja polega na stymu-lacji proliferacji limfocytów przez wpływ na zwiększenie ekspresji genu E2F1, a także zapobieganiu apoptozie przez hamowanie pro-apoptotycznego genu Bim. HBZ przeciw-działa również starzeniu poprzez hamowanie klasycznego szlaku NF-κB. MikroRNA indukowane przez HBZ zagra-żają integralności genomu gospodarza, przyczyniając się w ten sposób do transformacji ATLL. Te różne funkcje wska-zują na onkogenne właściwości HBZ [209,210].

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem wirusa htlv-1

				Aby komórki zakażone HTLV-1 rozwinęły ATLL, musi wystąpić wiele zdarzeń komórkowych, a w procesie tym główną rolę pełnią białka Tax i HBZ. Tax ma kluczowe znaczenie dla inicjowania transformacji nowotworowej poprzez promowanie proliferacji komórek, niestabilności genetycznej i rozregulowania cyklu komórkowego [2,194], podczas gdy HBZ wydaje się konieczne do rozprzestrze-niania się transformowanych komórek [2]. Chociaż niepra-widłowości chromosomalne pojawiają się w praktycznie wszystkich przypadkach ATLL, nie wszystko jeszcze o nich wiadomo. Znane zmiany na poziomie genetycznym mają tendencję do występowania w pobliżu genów regulujących przejście faz G1/S, włączając w to inhibitory CKD, takie jak p15 (INK4A), p16 (INK4B), p18 (INK4C), p19 (INK4D), p21 (WAF1), p27 (KIP1) i p57 (KIP2), a także p53 i Rb [2]. Muta-cje p53 występują w 10–50% ATLL, a supresor nowotworze-nia Rb nie występuje w 50% ATLL [213-215]. Nieprawidło-wości epigenetyczne, w tym zmiany we wzorach metylacji DNA i modyfikacje histonów, również odgrywają rolę w transformacji ATLL [199].

				PODSUMOWANIE

				Mechanizm kancerogenezy z udziałem znanych wiru-sów onkogennych jest bardzo złożony i zróżnicowany. Jak-kolwiek opisane wirusy uznawane są za istotne czynniki w kancerogenezie, to do rozwoju nowotworu dochodzi najczę-ściej po długim okresie zakażenia. Zakażenie to prowadzi do uszkodzenia systemu naprawy DNA w komórce, nagroma-dzenia mutacji w genach związanych z regulacją wzrostu i proliferacji komórek, jak również stanu zapalnego. Wirus w procesie kancerogenezy współdziała z licznymi czynnika-mi komórkowymi i może być stymulowany przez czynniki środowiskowe. Poznanie tych czynników ma duże znacze-nie dla zapobiegania rozwojowi infekcji i w konsekwencji nowotworu. Istotne znaczenie w rozwoju nowotworu mają 
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				Rycina 8. Schemat budowy genomu HTLV-1. 

				W obrębie genomu wyróżnia się gen gag kodujący białka strukturalne kapsydu; gen pol kodujący prekursor odwrotnej transkryptazy i integrazy; gen env kodu-jący prekursor glikoprotein otoczki. Na końcach genomu zaznaczono sekwencje LTR.
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				także predyspozycje genetyczne. W przypadku kancero-genezy indukowanej przez onkowirusy ważną rolę pełni układ odpornościowy, receptory wirusowe, jak również mechanizmy komórkowe biorące udział w odpowiedzi na kancerogeny środowiskowe. Neoplazja indukowana przez onkowirusy odzwierciedla tropizm wirusa do komórek określonych typów. Na przykład, zakażenia wirusen HBV są ograniczone do hepatocytów, a HTLV-1 – do określonego podtypu T CD4 limfocytów T. Z kolei wirus HPV wykazuje tropizm do komórek nabłonkowych i doprowadza do roz-woju raka szyjki macicy, jak również nowotworów głowy i szyi. W niektórych typach nowotworów wirus wydaje się być czynnikiem niezbędnym w kancerogenezie, np. HPV w raku szyjki macicy, podczas gdy rak wątroby może się roz-wijać pod wpływem działania alkoholu, mykotoksyn, które działają same lub synergistycznie z czynnikami wirusowy-mi. Rak wywodzący się z komórek Merkel może być MCV pozytywny, jak również MCV negatywny (około 20% no-wotworów). Jednakże, nowotwory MCV pozytywne mają bardziej agresywną formę. W celu zapobiegania rozwojowi zakażeń onkowirusami i w konsekwencji rozwojowi proce-su nowotworowego, istotne znaczenie ma odpowiedź ukła-du odpornościowego gospodarza. Odpowiedź gospodarza na zakażenie jest zarówno niespecyficzna – związana z syn-tezą interferonu, apoptozą, lub wysoce specyficzna – łączą-ca się np. z syntezą swoistych przeciwciał, cytotoksycznymi limfocytami typu T. Zrozumienie i poznanie tych procesów ma istotne znaczenie w immunoterapii przeciwwirusowej, jak i nowotworowej.
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				ABSTRACT

				Oncogenic viruses (oncoviruses) are implicated in approximately 12% of all human cancers. Currently, the viruses known to cause human can-cer are: Hepatitis B and C viruses (HBV and HCV), Human Papillomaviruses (HPV), Merkel Cell Polyomavirus (MCV), Human Herpesvirus-8 (HHV-8), Epstein-Barr Virus (EBV) and Human T-cell lymphotropic virus-1 (HTLV-1). However, oncoviruses are not complete carcinogens, need additional factors andisplay different roles in transformation. Oncoviruses can directly disrupt important regulatory cell genes by inser-ting virus genom into the DNA of the host cell. They also contain their own genes that damage the regulation of the cell. Some viruses have v-onc that cause disregulation of cellular processes and can lead to cancerous growth.
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STRESZCZENIE

rusy onkogenne (onkowirusy) s zaangazowane w powstawanie okolo 12 nowotwo-
w u ludzi. Obecnie wirusy, o ktérych wiadomo, ze powoduja raka, to wirusy zapale-
nia watroby typu C i B (HCV i HBV), wirusy brodawczaka ludzkiego (HPV), wirus polyoma
Kkomorek Merkla (MCV), ludzki herpeswirus-8 (HHV-8) i ludzki wirus limfotropowy komé-
rek T (HTLV-1). Wirusy nie sa jednak pelnymi kancerogenami i w procesie transformacji
nowotworowej odgrywaja rézna role. Onkowirusy moga bezposrednio zakléca¢ funkcjono-
wanie genéw kodujacych komérkowe bialka regulatorowe w wyniku insercji wlasnego ge-
nomu do genomu komérkowego. Maja takze wlasne geny kodujace bialka, ktére zaburzaja
regulacje proceséw komérkowych lub zawieraja onkogeny wirusowe v-onc, ktére moga brac
udzial bezposrednio w rozwoju procesu nowotworowego.

WPROWADZENIE

Badania Kliniczne i epidemiologiczne wskazuja, ze przyczyna 20% nowotwo-
6w u ludzi sa czynniki infekeyjne, z tego 12% powstaje w wyniku zakazenia
wirusami onkogennymi (onkowirusami) [1,2]. Dotychczas opisano siedem on-
kowirus6w, ktérych udzial w etiologii nowotworéw jest najlepiej poznany. Do
tej grupy zalicza sie wirusa zapalenia watroby typu B (HBV, ang. Hepatitis B
Virus), wirusa zapalenia watroby typu C (HCV, ang, Hepatitis C Virus), wiru-
sy brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. Hiuman Papillomavirus), wirus polyoma
Komérek Merkla (MCPyV, MCV, ang. Mercel Cell Polyomavirus), ludzki herpe-
swirus typu 8 (HHV-8, ang. Human herpesoirus 8), wirus Epstein Barr (EBV, ang,
Ebstein-Barr Virus) i ludzki wirus limfotropowy typu 1 (HTLV- 1, ang, Human
T-Cell Lymphotropic Virus-1). Wirusy onkogenne zaangazowane w powstawanie
nowotworow zawieraja material genetyczny w formie RNA lub DNA i naleza
do réznych grup taksonomicznych (Tabela 1) [3-6].

Wszystkie wirusy wykazuja tropizm do komorek okreslnych typow. Jest
to zwiazane z obecnoscia swoistych receptoréw na powierzchni komérki oraz
czynnikow wewnatrzkomérkowych odpowiedzialnych za prawidlowy prze-
bieg cyklu replikacyjnego wirusa. Pelny cykl zyciowy wiruséw, zakoriczony
wytworzeniem wirusowych czastek potomnych, zachodzi w komérkach permi-
sywnych. W komérkach niepermisywnych wirusowy DNA jest najczesciej inte-
growany do réznych miejsc w genomie komérkowym i nie sa tworzone wiriony
potomne. Indukcja nowotworéw przez wirusy onkogenne nie jest , zapisana” w
ich cyklu replikacyjnym, a raczej stanowi skutek , biologicznego wypadku”, do
jakiego dochodzi w komérce w wyniku zablokowania wytwarzania wirionsw
potomnych. Wirusy onkogenne nie sa jednak wystarczajacymi czynnikami kan-
cerogennymi i odgrywaja r62na role w procesach transformadji nowotworowej
komorki, jej inicjacji, jak i rozwoju.

Do rozwoju nowotworu dochodzi najczesciej w wyniku zakazen chronicz-
nychi potrzebne sa dodatkowe czynniki komérkowe, hormonalne, zywieniowe,
niekiedy uwarunkowane czynnikami geograficznymi i kulturowymi. Z tego
wagledu proces nowotworowy rzadko Tozwija sie bezpostednio po zakazeniu,
a dopiero po kilkunastu latach (od 15 do 40 lat) [1]. W komérkach takich nie
dochodzi do replikacji wirusa i wytworzenia pelnych wirusowych czastek po-
tomnych. Wirusowy material genetyczny wystepuje najczesciej w formie episo-
malnej lub jest zintegrowany z komérkowym genomen [6]. Wirusy onkogenne
zawierajace material genetyczny w formie RNA przepisuja go na DNA z udzia-
lem odwrotnej transkryptazy. Integracja wirusowego materialu genetycznego
do komérki moze prowadzi¢ do uszkodzenia genow komorkowych, ktorych
produkty biora udzial w regulacji proceséw komérkowych, przede wszystkim
odpowiedzialnych za wzrost komérek, réznicowanie, podzialy i apoptoze. Wi-
rusy moga takze zawierac geny kodujace bialka, umozliwiajace szybkie namna-
sanie czastek potomnych wirusa, ale niekorzystnie oddzialujace na procesy ko-

https:/ / postepybiochemii. ptbioch.edu.pl/
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