Trans-membranous Spike of envelope
glycoprotein (gpd1) o . /" glycoprotein (gp120)

Host cell
pﬂlll'in

RNA with protein
surround (p7
_nucleocapsid)

MUBF. Iva Slaninova, Ph.D.
Biologicky ustav LF MU

Reverse transcriplase . Ribonucleic protein (p24)




Rakovina je vysledkem poruseni prekdzek
bunécné proliferace. Jsou 2 zdkladni
skupiny gent, jejichZ poruchy vedou k
neomezenému bunécnému déleni:
protoonkogeny a fumor supresorové geny.

Viry se ic¢astni nddorové transformace,
protoze nesou kopii onkogenu nebo
harusduji expresi vyse zminénych gend.
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Onkogeny X tTumor sSupresorove
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Onkogeny

Byly objeveny diky retrovirim nesoucim virové analogy
lidskych onkogent

Objev na viru Rousova sarkomu (RSV) - izolovan z kureciho
sarkomu - transformujici gen v-src nebyl nezbytny pro
virovou replikaci

Zjistila se homologie s bunecnym genem c-src -
konzervovan u vsech eukaryont

Virové onkogeny jsou derivovany z lidskych protoonkogent

Dnes je znamo asi 100 onkogenu



Onkogeny

Protoonkogen

Onkogen

Aktivace protoonkogenu proces premény protoonkogenu
na onkogen.

Mutace protoonkogenu:
- aktivujici
- dominantni




Funkce protoonkogen

Kontrola bunééného rustu a déleni

1. Rustové faktory - PDGF (sis- simian sarcoma virus),
EGF, FGF

2. Receptory rastovych faktord - tyrozin kindzovd
aktivita - erb Bepidermal growth factor receptor

3. Signalni transduktory (proteiny signdlnich kaskad) -
src, ras

Nereceptorové proteinkindzy - abl/, Ick, src, rafl,
mos,piml

G- proteiny -gsp, gip,
ras

Activated Always Activated

, ,

NORMAL CELL DIVISION EXCESSIVE CELL DIVISION

www.bioteach.ubc.ca/ CellBiology/Oncogenes/
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Funkce protoonkogeni

4. Transkripcni faktory - jun, myb, c-myc, fos,
..vetsinou aktivovany chromozomadlnimi translokacemi
u hematologickych malignit, fazni proteiny c-myc-
z(¢astnény v proliferaci (leukémie, lymfomy)

5. Reguldtory programované bunécné smrti -
apoptozy - bc/2 antiapoptoticky gen




Mechanizmy aktivace
protoonkogeni

1.Retroviry

2. Mutace

3. Genove amplifikace
4.Chromozomalni prestavby



Mechani
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Mutace

ras rodina protoonkogent - bodové mutace 15-20%
lidskych nddorl nese mutaci v ras

K-ras - 30% plicnich adenokarcinomt, 50% Ca tlustého
streva, 90% Ca pankreatu

N-ras - hematologické malignity

1. Deletion or Point Mutation in Coding _ Proto-ongogene
Sequence: constitutively active protein
produced in normal
amounts — DNA
E Protein produced

www.bioteach.ubc.ca/ CellBiology/Oncogenes/



Genove amplifikace

Stovky kopii genu - redundantni replikace DNA -
nadbytecnd exprese

double minute chromosomes (DMs) - minichromozomy
bez centromer

homogenous staining regions (HSRs) - segmenty ch.
postrddajici typické pruhovani

myc, erb, ras

2.Gene Amplification: normal protein . .

produced in much higher
amoun ts

- - -
T . T—

www.bioteach.ubc.ca/ CellBiology/Oncogenes/



Chromozomalni prestavby

Abnormality karyotypu - chromozomadlni prestavby,
ztraty chromozomi nebo jejich ¢dsti - malé ch.
(CML)

1. Transkripéni aktivace protoonkogenu - translokace
presune protoonkogen do blizkosti genu pro
imunoglobuliny nebo T-recetory - exprese

Burkitiv lymfom -v 85% 1(8;14)(q24:932) c-myc
lokalizavany na 8q24 se dostane pod kontrolu
regulacnich elementt lokusu tézkych retézct
imunoglobulint na 14932




2. Tvorba fuznich geni pokud ke zlomim dojde v
mistech 2 rlznych geni - chimérni _proteiny

Philadelphsky ch. CML - 1(9:22)(q34:q11) -
translokace vede k flzi c-ab/9q34 s bcrna 22ql1
ber/abl-koduje chimericky protein 210 kD s vyssi
tyrozinkindzovou aktivitou a abnormadlni bunécnou

lokalizaci

3.Chromosome Rearrangement:

a) placement of strong enhancer nearby
causes overproduction of normal protein

OR

b) fusion to another actively transcribed
gene results in either increased levels of
the fusion product {(normal activity
overproduced) or the fusion protein is
hyperactive (increased activity in normal
amounts)

i) o)

www.bioteach.ubc.ca/ CellBiology/Oncogenes/



Philadelphsky chromozom

The Philadelphia Chromosome and Chronic Myelogenous Leukemia (CML)

Normal Chromosomes Translocated Chromosomes
' Trans... L
-

- ...location - fused
abl gene abl-ber
9 22 9 22 (Philadelphia
elongated chramosome)

The translocated abl gene inserts into the ber gene. The two genes fuse.
The altered abl gene functions improperly, resulting in CML.

©2006 The University of Utah



Turmor supresorové geny
(antionkogeny)

I dédi¢né rakoviny
Asi 40 genll
Mutace tumor supresorovych genu:
- inaktivujici
- recesivni (spojeno s LOH loss of heterzygocity
- ztrdta heterzygocity) (.recesivni onkogeny")

- vyskytuji se v somatickych a také v zarodecnych
bunkach



Turor supresorove geny (antionkogzny)

Retinoblastom - deldi raménko 13.ch

Protein Rb1l - fosfoprotein o Mr=110kDa - v
jadrech vsech bb, stupen fosforylace zdvisi na
fazi BC (zaéina G1/S, vrcholi G2/M),
fosforylace inaktivuje - regulace BC

2 formy - dédicna (heterozygoti - staci 1 dalsi
mutace) (vyskyt 1:20 000) - postiZzeny obé oci,
vice loZisek

Nedédicna forma - vzdcnéjsi vyzaduje 2
mutace (na kazdém homolognim ch) -
postiZzeno jen 1 oko 1 nddorem

Vyskytuje se i u nhadort plic,mo¢ového
méchyre prostaty, prsu




Dédiény x nedé

NORMAL, HEALTHY INDIVIDUAL
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Mechaniz

ELL WITH ONLY 1 NORMAL Rb GENE COPY

B normal Ab gene
in paternal chromosome

cSIBLE WAYS OF ELIMINATING NORMAL Rb GENE
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nondisjunction mitotic gene deletion point
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notion J
duplication




Tumor_supresorové geny (antionkogeny)

Protein p53 - kratké raménko 17. Ch - fosfoprotein -
homotetramery, sekvencné specificka vazba DNA -
transkripcni faktor - brzda vstupu bb do S-faze - zdstava

BC v 61 fdzi - umoznuje prestavku nutnou k opravam
DNA

Nefunkcnost - smrt bb nebo geneticka nestabilita

Mutace p53 - nejcastéjsi genetickd zména v lidskych
nadorech (50%) ceeafo 52

Troji vyznam - kontrola BC

apoptoza

udrZeni genetické stability

Aktivita se zvysuje pri oxidacnim stresu a po UV zdreni a
pri zvydené expresi onkogenl Ras a Myc



Ovlivnéni bunééného cyklu proteinem p53

P53 - vdze se na
DNA a indukuje
transkripci p21 - p21
blokuje vazbou na
Cdk -vstup a prichod
S-fazi

Pokud nefunguje
nedochazi k
pozdrzeni cyklu pri
nutnosti oprav DNA
- zlomy DNA -
abnormadlni ch.

DMA damage
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Nefunkéni p53

1) poskozené mutované bb pokracuji v bunéé¢ném cyklu
2) umozni poskozenym bb vyhnout se apoptdze

3) vznik genetické instability, umoziujici akumulaci
mutaci
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Onrovie
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RNA Onkoviry

Re'l'r'ovir'y (RNA viry, onkornaviry):

- nddory béhem nékolika dni po
injekci vnimavému zvireti (nesou onkogen) transformuji i
buniky v kulture

- po mésicich,
netransformuji buriky v kulturdch - nemaji onkogen -
inzeréni mutageneze (leukemické viry)

-inzerce v blizkosti proto-onkogenu - aktivace- prepis diky
virovému promotoru (myc,myb, erb B)

Retroviry ziskaly onkogeny rekombinaci s hostitelskou DNA
- retrovirova transdukce



Genom retroviru

Mize obsahovat i onkogen

enc H
q —Lem |

Geny pro kap5|du polymerazu obal

Signal pro obaleni viru :

Repetitivni sekvence — obsahuji enhancery, umoziuji inzerci




Retroviry

Inzerce retrovirt do bunééného genomu (transdukce)
ovliviiuje kontrolu bunéénych gent silnymi retrovirovymi
(enhancery) coz mad za ndsledek
konstitutivni produkci normalniho proteinu ( ) =
pokud se zacleni vedle protoonkogenu (napr. c-myc nebo
c-erbB) vede ke vzniku nesmrtelné bunécné linie, ale
nestaéi to k zahdjeni kompletni maligni transformace.

Jako transduktory se uplatiuji zejména tzv. akutné
transformujici retroviry jako napr. virus Rousova
sarkomu.



Zivotni cyklus retroviru

A% Binding

Transcrip tion I;". . Muclear bcalization
5o licing : Uncoating
RINA export pRa n 9
Genomic RNA I Bt Modification Assemb ly
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Mechanizmy
Tre

_}.

Fizure 2. Three molecular mechanisms of retroviral transformation.
a, Insertional activation of nncugm b, Transduction of oncogens;
&, T:m—achﬂhnnafmnugm

CURRENT SCIENCE, WVOL. B1, WO, 5, 10 SEPTEMBER 2001



Retroviry

Oncovirinae

lidsky lymfotropni virus typu I (HTLV-1) - T-leukemie
(lymfom) dospélych (ATTL), doba latence asi 30 let,
vysoka proliferacni aktivita napadenych bb- vétsi
pravdépodobnost mutaci

Lerntivirinae

*Viry HIV-1 a HIV-2 nddory spojené s jejich infekci -
non-Hodkintv lymfom, primdarni mozkovy lymfom,
Kaposiho sarkom



DNA Onkoviry

DNA nadorové viry (onkodnaviry) - nestejnorody
soubor

Bud' probéhne v bb replikace viru, kterd vede k zaniku
bb - nevede k transformaci -permisivni bb

Nebo se virus bb prizplsobi (nepermisivni bb) a
replikuje se spolecné s jejim genomem - cilem viru
neni bb zahubit, ale ridi svou i jeji replikaci a v tom
mlZe nastat chyba

Extrachromozomadlni cirkuldrni DNA - episomy
neobsahuji lidské onkogeny - kéduji proteiny, které
interaguji s nadorovymi supresory (RB, p53, p300/CBP)
- virové onkoproteriny, antigeny T (tumor antigens)
jsou nezbytné pro virovou replikaci

Aktivuji replikaci blokadou tumor supresorovych
genu, ovlivnéni kontroly BC




DNA Onkoviry i 2

Nesou geny kédujici proteiny, které
interaguji s nékterymi produkty
antionkogeni a bréni jejich supresivnimu = %
Géinku (pro viry je vyhodné, aby burika 1
postupovala do S-fdze a mitdzy)
Adenoviry:

Onkogeny E1A interaguje s Rb a p300/CBP;
v jadre interakce s transkripénimi faktory

E1B interaguje s p53

Kazdy kdduje 2 hlavni a nékolik vedlejsich
bilkovin - sestrih primdrniho transkriptu

-regulace exprese virovych i bunéénych
gendl

Kancerogenni u zvirat




DNA Onkoviry

- 1 oblast genomu kOdLlJe vice nez 1 bilkovinu -
$V4O velky T antigen (90kD) riznymi doménami interaguje
s p53, Rb, p300/CBP

+ maly antigen T (19 kD)

- nékolik malych bilkovin -
HPV-16, HPV-18: bilkovina E6 interaguje se 2 zdkladnimi
tumor supresorovymi geny - p53, p300/CBP; E7 interaguje s
Rb + interakce s DNA - derequlace exprese gent
podilejicich se na proliferaci
Epitelidlni bb - genitdlni nadory, nddory ustni dutiny,
bradavice
V benignich nddorech - ve formé episomt, v malignich
intfegrace do genomu



DNA Onkoviry

-, Hit and run" mechanizmus onkogeneze

EB (Epstein Barrové virus) - nukledrni antigen EBNA-1
- neni transformaénim proteinem - znemozhuje dozrdni
viru a udrzuje ho v episomdlnim stavu - 2 transformacni
proteiny - EBNA-2 - ovliviiuje prijem signdlu (rustové
faktory a receptory), LMP1 - transaktivator bunécnych
a virovych gent

-HSV-2

-- Burkitttv lymfom (BL), Hodgkintv lymfom (HD),
lymfomy, nazofaryngdlni karcinomy (NPC)
-Transformace lidskych B-lymfocytt in vitro

Infekéni mononukledza

- u nékterych lidi nadory, u nékterych infekcel?




DNA Onkoviry

Lidsky herpesvirus typu 8 (HHV8) - Kaposiho sarkom
(KS)

‘Herpes simlex II - cervikalni rakovina

‘Virus hepatitidy B (HBV) -chronicka infekce- integrace
do chromozomu- hepatoceluldrni karcinom (HCC) - u muZi
az 50% pravdépodobnost, po 20-30 letech od infekce

Virus Rousova sarkomu (RSV) obsahuje v-src



Onkogenni viry a lidské nadory

Table 9-2 Some Oncogenes Originally Identified Through Their Presence in Retroviruses That Cause Cells
to Become Cancerous

Oncogene Proto-oncogene Function Source of Yirus Yirus-induced Tumor
il protein kinase (tyrosine) Touse pre-B-cell leuketia
cat sarcoma
it epidermal growth factor (EGF) receptor chicken erythroleukemia, fibrosarcoina
-y protein kinase (tyrosing) catfchicken sarcoma
Jhas macrophage colony-stimulating factor cat sarcoma
(M-CSF) receptor
s associate to form a gene regulatory protein - mouse osteosarcoma
chicken fibrosarcoma
B gene regulatory protein chicken sarcoma, myelocytoma carcinoma
ra protein kinase (serine/threoning) chicken/mouse sarcoma
Senes GTP-binding protein rat sarcorna; erythroleukermia
sl gene regulatory protein turkey reticuloendotheliosis
aF platelet-derived growth factor, B chain monkey SArcoIa
e protein kinase (tyrosine) chicken SArcoma

The fiar, mo, s and s proto-oncogenes encode proteins normally locaed in the noclens, where they regulate gene tranacyiption. The &#-£ and
Ly proto-oncogenes encode proteins located on the ower membrane of cells that recelve siznals fom owside the cell and tranamit that informaton o
the inzide of the cell {zee Chapter 15). £47 B e e and Or oncofenes encode proteins located in the cyoplasim that are components of 2ignaling

pathwraws (Chapter 15). The & proto-oncogen:s encodes a secreted protein that sipnals other cells 10 divide.
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