ИСТОРИЯ УЧЕНИЯ О ВИРУСНОЙ ЭТИОЛОГИИ РАКА.

В развитии учения о вирусном происхождении злокачественных новообразований можно выделить ряд этапов, каждый из которых характеризуется своим собственным «коэффициентом» соотношения эмпирических и теоретических компонентов.

В I период (1903–1910 г.г.) явно преобладали теоретические, точнее умозрительные, элементы, поскольку вирусный онкогенез как таковой был неизвестен, и роль вирусов в происхождении раковых опухолей только предполагалась (Боррель, Мечников).

II период (1910 –1944 г.г.) характеризуется преобладанием эмпирических моментов, так как именно в это время были открыты специфические опухолеродные вирусы кур, мышей и ряда других животных.

Своеобразие III периода (1944 – 1968 г.г.) связано с развитием и утверждением вирусо-генетической концепции Зильбера о происхождении раковых опухолей.

Мысль о том, что вирус может быть причиной развития рака, была высказана впервые еще в 1903 г. сразу двумя исследователями – Боском и Боррелем. Их идея не вызвала сколь-нибудь серьезного интереса со стороны современных им исследователей. В 1909 г. это же предположение высказал И.И.Мечников.

В 1908 г. два датских исследователя, Эллерман и Банг доказали опытами, проведенными на курах, вирусное происхождение лейкоза кур.

В 1911 г. американский ученый П.Раус впервые показал, что одна из опухолей (саркома кур) может быть вызвана введением бесклеточного фильтрата из ткани опухоли  здоровым птицам. Раус по существу доказал вирусное происхождение этой опухоли, что в дальнейшем было подтверждено исследованиями, за что в 1966 г. ему была присуждена Нобелевская премия по медицине. Этот вирус был назван по имени его первооткрывателя вирусом саркомы Рауса.

Большой вклад в обоснование вирусной теории рака внесли открытия вируса фибромы и папилломы кролика (Р.Шоуп, 1932 г.), рака почек леопардовых лягушек (Б. Люке, 1934 г.), рака молочных желез мышей (Дж.Биттнер, 1936 г.).

Вирусная природа злокачественных опухолей официально признана. Экспериментаторы, инфицируя клетки онкогенными вирусами, превращали их в злокачественные, но при исследовании возникшей опухоли эти вирусы, как правило, найти не удавалось. Эту задачу попытался разрешить Л.А Зильбер, предложив вирусо-генетическую теорию рака.

По этой теории наследственные молекулы онкогенных вирусов встраиваются в наследственный аппарат клетки, которая после этого не гибнет, а, наоборот, чаще делится, так что в конце концов образуется опухоль, т.е. онковирусы представляют собой не инфекционные, а интеграционные агенты. Правомерность этой теории Л.А.Зильбер и Р.Далбекко (1965 г.) доказали для ДНК-содержащих онковирусов.  

В 1951 г. американский ученый Л.Гросс доказал вирусную природу лейкоза мышей. Он использовал в своих опытах редкую инбредную линию лабораторных мышей. Ему удалось перенести заболевание путем инъекции бесклеточных вытяжек из некоторых тканей больных животных новорожденным мышатам.  

В 1964 г. американский вирусолог Г.Темин высказал предположение, что есть путь для включения наследственной информации РНК-овых онкогенных вирусов в ДНК-овое наследственное вещество клетки. Этот путь – синтез «провируса» – отпечатка РНК вируса. В 1970 г. Темин, работавший в Висконсинском университете, и независимо от него в Массачусетском технологическом институте Д.Балтимор, обнаружили у некоторых РНК-содержащих вирусов до этого неизвестный  фермент, способный синтезировать ДНК-копию на матрице вирусной РНК. 

13 июня 1970 г. в журнале «Nature» Темин сообщает, что он обнаружил в вирусах саркомы Рауса принципиально новый фермент – РНК-зависимую ДНК-полимеразу. За короткое время этот фермент был обнаружен во всех онкогенных РНК-содержащих вирусах.

За это открытие Темин и Балтимор были удостоены Нобелевской премии в области медицины в 1975 г. 

Затем две группы ученых, группа Спигелмана и группа Темина, обнаруживают еще один новый фермент: он строит двухцепочечную ДНК на гибридной ДНК-РНК молекуле. Мало того, Темин публикует сообщение об открытии еще трех ферментов в вирусах рака, которые режут молекулу ДНК хозяина и вставляют в разрез ДНК провируса.

ВВЕДЕНИЕ.

Не все вирусы способны вызывать трансформацию клеток и рост опухоли. Среди РНК-содержащих вирусов это ретровирусы, а среди ДНК-содержащих в основном группы папова-, адено- и герпес-вирусов. 

Попав в клетку, вирус занимает ведущие позиции: на рибосомах вирусные мРНК передают программу синтеза вирусных белков. В клетке накапливаются чужеродные продукты.

Информация с генома вируса переписывается в две фазы - раннюю и позднюю. Первая обеспечивает синтез «ранних» белков, регулирующих дальнейшее переписывание информации с нуклеиновой кислоты вируса, а также некоторые другие процессы в клетке. Вторая фаза - переписывание информации с участков, ведающих «поздними» функциями. К ним относится синтез белков вирусной оболочки. Одни вирусы в ранней фазе, другие в поздней подавляют синтез клеточных мРНК, белков и ДНК, третьи не проявляют никакого угнетающего действия и, наконец, четвертые стимулируют синтез клеточной ДНК.

Как только в клетке накапливаются запасы вирусных нуклеиновых кислот и вирусных белков, начинается сборка вирусных частиц. Она происходит в ядре или цитоплазме. Вирусные частицы с дополнительной внешней оболочкой окончательно созревают на клеточных мембранах. У каждой группы вирусов: свое место, где формируются зрелые частицы.

ВИРУСЫ ПОЛИОМЫ И SV40.

Экспериментируя с лейкозом мышей, Л. Гросс сделал важное наблюдение: фильтраты из лейкозных тканей иногда вызывали у мышей не лейкоз, а опухоли околоушных желез. Гросс обнаружил в фильтратах вирус с иными свойствами, чем лейкозный.

Мыши восприимчивы к вирусу только в течение очень короткого времени после рождения. Затем их восприимчивость резко снижается. С молоком матери и через плаценту новорожденные мышата получают антитела к вирусу полиомы, и нужна весьма значительная его доза, чтобы преодолеть иммунитет. 

Выяснилось, что вирус полиомы вызывает опухоли не только у мышей и хомяков, но и у других грызунов.

Важные данные были также получены при исследовании вируса SV40, близкого по свойствам к вирусу полиомы. Первоначально его нашли в нормальной культуре клеток почек макаки резус (их широко используют для приготовления вакцин против полиомиелита). При активации вируса в клетках появляются многочисленные вакуоли, и клетки погибают. Вирус получил название вакуолизирующего агента и занял место в классификации обезьяньих вирусов как SV40.

У природных хозяев - обезьян резусов - вирус не вызывает опухоли, хотя сохраняется, размножается в их организме и выделяется во внешнюю среду. Его обнаружили во всех образцах вакцин против полиомиелита, готовившихся на культуре почек этих обезьян. Он был устойчив к теплу и формалину и поэтому сохранял активность как в живых, так и в убитых вакцинах. 

SV40 вызывает у человека бессимптомную инфекцию, может размножаться в организме, приводить к образованию специфических антител и выделяться во внешнюю среду. Опухолеродного действия SV40 на человека не обнаружено.

С вирусом SV40 провели интенсивные исследования на культурах ткани. Он трансформировал клетки хомяка, мыши, крысы, кролика, свиньи и человека. При введении таких клеток животным развивались опухоли. Это свидетельствовало о злокачественном характере трансформации.

Вирус полиомы и SV40 сходны по многим свойствам с вирусом папилломы кроликов. Все они содержат двухнитчатую суперскрученную кольцевую ДНК. Размножаются в ядре. Капсид состоит из 72 капсомеров. Вирусы устойчивы к теплу. Все три вируса опухолеродны. Их объединяют в группу «папова» (от первых слогов слов - папиллома, полиома и вакуолизирующий агент).

Группу папова подразделили на более крупные папилломатозные вирусы с размером частиц 53 нм  и массой ДНК 5 млн. МДа  и более мелкие полиомавирусы, диаметр частиц которых 43 нм, а ДНК - около 3 МДа.

SV40-подобные вирусы широко распространены среди людей. К примеру, антитела к вирусу ВК обнаружили у 30% обследованных здоровых людей. В естественных условиях эти вирусы находятся в почках человека в скрытом состоянии. Активируются они только при особых обстоятельствах. 

SV40-подобные вирусы были обнаружены у людей, никогда нe получавших полиомиелитной вакцины.

 В соответствии с малой молекулярной массой ДНК вирусы группы папова обладают ограниченным количеством наследственной информации: ДНК состоит из немногих генов и способна направить синтез только нескольких белков средних размеров. Она инфекционна и туморогенна при введении соответствующему хозяину.

Вирусные частицы адсорбируются на рецепторных участках клеточной оболочки, проникают внутрь клетки и продвигаются в направлении ядра. Здесь клеточные ферменты растворяют капсид вируса. Транскрипция сначала происходит только с ранних генов. К примеру, у вируса SV40 этот участок представлен только одним геном А. Для первого этапа характерна эффективная репликация вирусной ДНК, во втором к ней присоединяется синтез вирусных белков. Ранняя мРНК передает информацию для синтеза Т-антигенов. В клетке Т-антигены накапливаются в больших количествах.

Синтез ДНК вируса SV40 происходит в ядре. Наряду с вирусной ДНК, полностью копирующей родительскую, в клетке появляются и дефектные формы. С вновь синтезированных дочерних цепей вирусной ДНК (частично с родительской) информация переписывается на поздние РНК. В цитоплазме накапливаются белки вирусной оболочки, которые позднее поступают в ядро. 

Вирусные белки соединяются в ядре с ДНК вируса SV40, образуя частицы, которые заполняют всю клетку. Появляются многочисленные вакуоли, и клетка разрушается. 

Большая часть вирусных белков соединяется еще в клетке с дефектной ДНК вируса, образуя дефектные частицы, способные инфицировать клетки. Дефектные частицы не отличаются по строению и антигенным свойствам от нормальных, однако, они легче по массе, так как содержат меньше ДНК. В одной клетке может образоваться до 100 тыс. частиц, из них 99 тыс. легких и примерно 1 тыс. тяжелых.

Метод обнаружения наследственного аппарата вирусов в клетке основан на слиянии трансформированной клетки с клеткой, чувствительной к действию вируса, обеспечивающей условия для образования вирусных частиц. Обычно в опытах слияния используют убитый вирус Сендай. 

Слияние может произойти между одинаковыми и разными клетками одного и того же вида, между клетками разных видов и даже разных классов животных. Образуются  гибридные  клетки - гетерокарионы.

Методом слияния и другими способами удалось доказать, что в трансформированных клетках наследственное вещество вируса сохранилось. Из вирусных частиц выделили чистые суперскрученные молекулы ДНК и получили комплементарные к ним препараты РНК, в которые ввели радиоактивную метку. Опыты показали, что ДНК вируса химически  связывается  с   ДНК  клетки.

Включение генома вируса в геном клетки было названо интеграцией. Трансформированная клетка включает в себя интегрированный вирусный геном. 

РОЛЬ ДЕФЕКТНЫХ ВИРУСОВ.

Г. Уэстфал и Р. Далбекко в США провели специальные исследования и убедились, что в ядре опухолевой клетки находится от 5 до 20 молекул ДНК вируса полиомы и от 5 до 60 - вируса SV40. По более поздним подсчетам в опухолевой клетке содержится 1-3 копии наследственного аппарата вируса SV40. Между количеством возникших частиц и геномов вируса прямой связи не обнаружилось, т.к. в клетке наряду с нормальными были и неполноценные геномы вируса, полностью лишенные способности давать потомство инфекционных частиц.

Г. ди Майорка и Т. Бенджамен (США), А. Д. Альтштейн и Г. И. Дейчман (СССР), В. Дефенди и Ф. Йенсен (США), повреждая ДНК, искусственно вызывали дефектность вируса. Введение в нормальную культуру дефектных вирусных частиц приводило к появлению очагов опухолевых клеток. По сравнению с исходными частицами они легче превращали нормальные клетки в опухолевые. Следовательно, дефект нуклеиновой кислоты давал им в этом отношении некоторое преимущество. В клетке при длительной скрытой инфекции может накапливаться большое количество дефектного вируса. Дефектность вирусных частиц бывает не только структурной, но и функциональной, когда некоторые  вирусные гены не находят условий для своего проявления.

Установлено, что один и тот же вирус ведет себя неодинаково в различных клеточных системах. Вирус SV40 дает потомство в клетках зеленых мартышек, но дефектен в клетках хомяков. Подавление поздних функций - важный момент в его опухолеродном действии. Функциональная дефектность связана со свойствами клетки-хозяина, т.е. характер инфекции определяется и наследственным аппаратом вируса, и клеточными факторами. Принадлежность к тому или иному виду, линии, клеточному типу отражается на чувствительности к вирусу. Во многих случаях установлено влияние определенного гена(-ов) хозяина на вирусную активность. 

Многие виды коротковолновою излучения и химические канцерогенные вещества способны проникать через клеточные оболочки внутрь клетки и влиять на происходящие там процессы. Их вмешательство распространяется и на вирусные нуклеиновые кислоты, вызывая в них те или иные дефекты. Не исключено, что появление множества дефектных частиц изменяет внутреннюю ситуацию, и клетка оказывается неспособной противодействовать повышенной трансформирующей активности вируса.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВИРУСА С КЛЕТКОЙ.

Зародышевые, быстрорастущие, размножающиеся, облученные, с дефектами наследственного аппарата клетки более чувствительны к действию опухолеродного вируса. При заболеваниях, в основе которых лежат изменения хромосом, клетки превращаются в опухолевые во много раз легче. Влияют количество и особенности инфицирующего вируса. При наличии многих частиц трансформируются лишь небольшая часть клеток (5-10%). Внедрение ДНК вируса в наследственный аппарат клетки возможно лишь в фазе S. 

Включение вирусной ДНК не препятствует транскрипции клеточной ДНК. В  ядре  появляются смешанные  вирусно-клеточные молекулы  РНК. В смешанных молекулах  РНК клеточная часть разрушается, а оставшаяся в виде вирусной мРНК переходит в цитоплазму. Поэтому цитоплазматические мРНК по размерам значительно меньше ядерных. Они гибридизируются только с вирусной ДНК.

При транскрипции ДНК вируса в условиях ее слияния с наследственным веществом клетки информация переписывается только с части молекулы вирусной ДНК. В клетках, трансформированных вирусом полиомы и SV40, переписывается ранняя область вирусного генома - ген А. При этом поздние функции - синтез вирусной ДНК и  белков вирусной оболочки подавлены.

При превращении нормальной клетки в опухолевую на ее оболочке появляется особый антиген - трансплантационный, который вызывает специфическую иммунную реакцию в организме реципиента, ведущую к отторжению введенных опухолевых клеток и их рассасыванию. Он обладает вирусной специфичностью. Клетки приобретают такой антиген после включения в их наследственное вещество ДНК вируса. В отличие от Т-антигенов, которые на этой фазе уже находятся в ядре, трансплантационный антиген располагается на клеточной мембране. 

В клетке есть особые рецепторы, которые связываются с растительными веществами - агглютининами, вызывающими склеивание клеток. Эти рецепторы глубоко спрятаны в оболочке и только в фазе М открыты для действия агглютининов. 

Обычно рецепторы располагаются равномерно по поверхности клетки. При трансформации вирусом они перераспределяются, скучиваются на отдельных участках оболочки и «открываются». В норме подобное состояние рецепторов кратковременно. В трансформированной клетке они открыты постоянно. Эти изменения, по-видимому, связаны с дефектом в структуре оболочки, образующимся под прямым влиянием наследственного вещества опухолеродного вируса. Благодаря скучиванию и «обнажению» рецепторов опухолевые клетки гораздо легче склеиваются растительными агглютининами.

Если рецепторы находятся в открытом состоянии, понижается уровень очень важного регуляторного вещества в клетке - цАМФ. Падение уровня цАМФ в клетке - сигнал к клеточному делению. В естественных условиях после деления клетки уровень цАМФ повышается, и клетки переходят в состояние покоя. Все агенты, снижающие уровень цАМФ, стимулируют деление клеток. Эта способность резко выражена у опухолеродных вирусов. Скорее всего, вирус действует опосредованно  через подавление активности аденилатциклаз, которые находятся на клеточной поверхности и участвуют в синтезе цАМФ. Опухолеродные вирусы, снижая уровень цАМФ, создают условия для неограниченного клеточного размножения.

В трансформированных клетках уровень цАМФ всегда низкий, но если его искусственно поднять, по внешним проявлениям они станут неотличимы от нормальных. Такое возвращение к нормальному виду называется реверсией. При этом изменяется общественное поведение клеток.

Существуют гипотезы, согласно которым опухолевое превращение связано с изменениями, претерпеваемыми именно клеточной оболочкой. Изменяя поверхностные свойства клетки, опухолеродный вирус тем самым объявляет ей свободу размножения. Трансплантационные антигены препятствуют возврату к старому нормальному режиму жизнедеятельности клетки. 

РОЛЬ АДЕНОВИРУСОВ.

В 1940 г. американский ученый Ф. Дюран-Рейнальс показал, что, если ввести вирус куриной саркомы Рауса не молодым курам, а только что вылупившимся цыплятам, вместо саркомы разовьется сосудистое заболевание, сопровождающееся кровоизлияниями. Другие опухолеродные вирусы также иногда оказывались причиной развития процессов неопухолевого характера: вирус полиомы мышей вызывал водянку мозга, карликовость, вирус миксомы кроликов - воспалительные процессы в глазах, вирус саркомы мышей - параличи. 

По этому вопросу обширные исследования провел Н. П. Мазуренко. Он показал, что вирус осповакцины может быть активатором латентных опухолеродных вирусов.


Группа ученых Хьюстонского университета во главе с Дж. Трентином занялась испытанием аденовирусов на опухолеродность.

Аденовирусы вызывают воспаление верхних дыхательных путей, слизистой глаза и кишечника. Они часто обнаруживаются в миндалинах и у здоровых людей. Длительное скрытое состояние - одна из характерных особенностей, сближающая аденовирусы с вирусом полиомы и SV40. Геном аденовируса - двухнитчатая линейная молекула ДНК, состоящая из 35000-36500 п.н. Вирионы аденовирусов представляют собой икосаэдры. Капсид состоит из 252 капсомеров,  диаметр 70-90 нм. 

Дж. Трентин, И. Ябе и Г.Тейлор ввели новорожденным  хомякам   несколько   типов   аденовируса  человека.   В   группе   животных,   получивших   аденовирус 12-го типа, через несколько дней на месте введения стали появляться опухоли. У контрольных животных,   не   получивших   вируса,   опухолей не  было. 

Начались проверочные исследования опухолеродности аденовирусов. Данные Трентина полностью подтвердились. Вирусы 12, 18 и 31-го типов вызывали опухоли быстро и в высоком проценте, причем не только у хомяков, но и у крыс, мышей, африканских грызунов мастомис и трансформировали культуры клеток хомяков, крыс, кроликов и человека. Аденовирусы 3, 7, 16 и 21-го типов поражали только хомяков, и опухоли появлялись через большой промежуток времени. 

Описано более ста разных типов аденовирусов человека, обезьяны, крупного рогатого скота, лошади, свиньи, мыши, собаки, птицы. Среди аденовирусов животных также есть опухолеродные.

Аденовирусы человека делятся на четыре группы: группа А - высокоопухолеродные (типы 12, 18, 31), группа В - слабоопухолеродные (типы 3, 7, 11, 14, 16 и 21),  группы С и Д - неопухолеродные. 

Специальные   эпидемиологические   исследования   не   подтвердили   опасений   ученых, что аденовирусы могут проявить свои свойства в клетках  человека.   Хотя   аденовирус иногда выделяли   из   опухолей,   не   было   доказательств, что именно он - первопричина. 

Для процесса трансформации существенна способность генома вируса встраиваться в геном клетки. Ею обладают аденовирусы всех групп, но количественно это выражено у них неодинаково. Для аденовируса типа 7 подсчитано, что в геном клетки входит 10-20% его ДНК, в основном ранние гены вируса. Именно они функционируют при трансформации. В трансформированной клетке происходит синтез белков, в том числе Т-антигена и трансплантационного антигена, кодируемых вирусной ДНК.

ОНКОГЕНЫ ДНК-СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСОВ.

Геном вируса может быть представлен в трансформированной клетке как полностью, так и частично. Например, в клетках грызунов, трансформированных аденовирусом  типа 2, содержится только 15% генома вируса.

Не весь геном вируса необходим для трансформации: функционирует только ранняя часть, поздние гены подавлены. Утрата инфекционных свойств может не сопровождаться потерей трансформирующей активности. Следовательно, две эти функции, определяемые разными участками генома вируса, независимы.

Опыты с ts мутантами вирусов полиомы, SV40 и аденовирусов позволили точно установить, что с трансформацией связаны только ранние гены вируса. У аденовирусов эта область составляет 12-14% генома. Ts мутант вируса SV40, в котором поражена ранняя область генома (ген А), не трансформирует клетки. Мутанты, у которых поражены поздние гены, сохраняют свою трансформирующую активность в условиях, когда эти гены не работают. 

Последующие исследования полностью подтвердили, что «раковые гены» (онкогены) существенны не только для трансформации клетки, но и для самих ДНК-содержащих опухолеродных вирусов. Этим они коренным образом отличаются от ретровирусов, онкогены которых не нужны для вирусной репликации. Любое повреждение фрагмента ДНК, составляющего раннюю область генома SV40, лишает его способности трансформировать клетку - для этого нужна вся ранняя область целиком. Она обеспечивает не только начало трансформации, но и сохранение трансформированного состояния.

Считалось, что у SV40 и вируса полиомы существует лишь один ранний ген, кодирующий один белок - Т-антиген, который принимали за трансформирующий белок. Но при электрофорезе выявили вирус-специфические белки меньшей молекулярной массы. У вируса SV40 - два: большой и малый, у вируса полиомы - три: большой, средний и малый Т-антигены.

При изучении последовательности нуклеиновых оснований в ранней области кольцевой ДНК вируса SV40 была обнаружены терминирующие кодоны. Синтез нормального Т-антигена идет в обход этих стоп-сигналов. Было сделано предположение и вскоре получено экспериментальное подтверждение новой модели изменения мРНК после ее синтеза: небольшая область РНК (около 300 н.), содержащая стоп-кодоны, вырезается, а концы молекул сшиваются РНК-лигазой. Этот процесс был назван сплайсингом. В результате образуется укороченная молекула мРНК. Она может транслироваться в полипептидную цепь белка. Те молекулы мРНК, которые сохранили терминирующие кодоны, реализуют лишь часть своей генетической информации.

В зараженных вирусом SV40 клетках есть длинные и короткие молекулы мРНК, передающие информацию на синтез двух разных по размеру белков - большого антигена Т (94 кДа) и малого антигена t (17-20 кДа). Таким образом, в ранней области генома SV40 функционируют не один, а два гена, кодирующих два белка.

 Т-антиген находится в ядре клетки. Обнаружение его на ядерной мембране может говорить о рецепторно-сигнальном механизме действия. 

Остановимся на двух точках зрения. Согласно одной, Т-антиген - регулятор активности клеточных генов. Он активирует, в частности, синтез РНК в изолированных ядрах. Другая точка зрения основана на том, что Т-антиген может непосредственно запустить синтез ДНК клетки. Однако под влиянием Т-антигена не все ядра синтезируют ДНК, а лишь те, которые прошли фазу G1 клеточного цикла или уже вступили в фазу S. Т-антиген может играть роль инициатора, но требуются сложные подготовительные этапы, чтобы синтез ДНК начался.

Т-антигены составляют в ядре трансформированной клетки комплекс с клеточным белком, имеющим молекулярною массу 53000 (р53). В отношении этого белка выяснено, что он в значительном количестве находится в трансформированных клетках, в опухолях, индуцированных химическими веществами, радиацией, РНК-содержащими опухолероднымп вирусами, в спонтанных тератокарциномах. Во всех случаях содержание р53 в трансформированных клетках было значительно большим, чем в их нетрансформированных предшественниках. Были получены доказательства того, что р53 участвует в регуляции клеточного деления. 

Белки р53 имеют короткий период жизни - 25 мин. Связь с Т-антигеном стабилизирует их настолько, что в трансформированной SV40 клетке они сохраняются в течение 24 ч. 

У вируса полиомы из трех кодируемых областью ранних генов белков - большого, среднего и малого Т-антигенов - трансформирующую активность приписывают среднему Т-антигену. Аналогичного антигена у вируса SV40 не найдено. Не обнаружено связи среднего Т-антигена при трансформации клеток вирусом полиомы с белками р53. 

Замена в среднем Т-антигене вируса полиомы тирозина на фенилаланин резко снижает трансформирующую активность вируса. Имеются данные, согласно которым большой Т-антиген вызывает начальные явления трансформации, а средний завершает процесс. Трансформирующая область генома аденовируса составляет около 11%, расположена на левом конце вирусной ДНК и содержит две транскрипционные единицы EIA и EIB, совместная экспрессия которых необходима для трансформации клетки. EIA сообщает клетке способность к неограниченному росту, EIB определяет опухолевый фенотип.

Установлены факторы, влияющие на активацию транскрипции этих генов, и их белковые продукты. Это полипептиды с молекулярной массой 53 и 15 кДа.

ВИРУСЫ-ГИБРИДЫ.

Возьмем для примера аденовирус человека. В клетках  обезьян  он  не  размножается,  но,  попав в культуру, где имеются свои собственные обезьяньи аденовирусы либо вирус SV40, он начинает давать потомство инфекционных частиц. Второй вирус, находящийся в клеточной культуре, снабжает аденовирус человека белками, которых недостает для образования его оболочки. Наследственный аппарат вирусов в этот процесс не включается.

В начале 60-х годов в США при разработке вакцины против аденовируса человека 7-го типа, являющегося возбудителем аденовирусных вспышек среди призывников, неожиданно был получен вирус, который размножался в клетках обезьяны. Возникло предположение, что вакцина загрязнена вирусом SV40. Чтобы получить чистый препарат, использовали антисыворотку против SV40. После такой обработки клеточные культуры уже не содержали этого вируса, однако, размножение аденовируса в клетках продолжалось.

Исследования показали, что в результате взаимодействия аденовируса 7-го типа с вирусом SV40 образовались особые вирусы, которые имели размеры, структуру и белки оболочки аденовируса, но их наследственный аппарат был представлен двумя видами ДНК: аденовируса и вируса SV40. Это были настоящие гибридные частицы, которые получили название ПАРА (PARA - particles aiding replication of adenovirus). ДНК обоих вирусов в ПАРА-частицах представлены не полностью, поэтому они не могут сами производить белки оболочки и размножаться. Если же в клеточной культуре наряду с ПАРА находятся аденовирусные частицы, то и те и другие дают потомство.

Есть и другая форма отношений ПАРА-частиц - транскапсидация. Гибрид аденовируса 7-го типа и SV40 в присутствии аденовируса 2-го типа дает новый вид ПАРА-частиц, наследственный аппарат которых остается без изменения, а капсид строится из белка аденовируса 2-го типа. 

В эксперименте были получены многочисленные гибриды обезьяньего вируса SV40 со слабоопухолеродными и неопухолеродными аденовирусами человека. Каждый из таких гибридов отличался по количеству представленной в ее наследственном аппарате ДНК гибридных партнеров - аденовируса и вируса SV40. Большинство из них оказались дефектными.

Один из гибридов SV40 с аденовирусом 2-го типа - пара-аденовирус-7-SV40 оказался чрезвычайно опухолеродным; в клетках хомяка он был в десять тысяч раз активнее, чем каждый из двух исходных вирусов в отдельности. Высокая опухолеродность гибридных форм вирусов, несомненно, связана с их дефектностью.

Итак, одновременное действие двух вирусов может привести к неожиданным результатам. В организме подобные встречи, вероятно, являются скорее правилом, чем исключением.

ВИРУС ЭПШТЕЙНА-БАРР.

Английский хирург Д. Бэркит, работавший в течение многих лет в Уганде в Африке, собрал большой материал о весьма распространенных опухолях у детей и подростков. Опухоли поражали челюсть, но нередко захватывали глазную орбиту, совершенно обезображивая лицо. Они быстро развивались, размеры их за два дня увеличивались вдвое. Иногда наблюдалось временное обратное развитие. Все же спустя 6-12 недель ребенок погибал. Болезнь поражала детей от 2 до 14 лет, но чаще всего - пятилетних. После статьи Бэркита за этими опухолями, которые состояли из лимфоидных клеток, утвердилось название «лимфома Бэркита».

Зона распространения широким поясом охватывает Экваториальную Африку - от Дакара на западе до восточного берега. Внутри «лимфомного пояса» на возвышенностях с более высокой температурой и меньшей влажностью дети не болели. Связав распространение заболевания с климатическими условиями, Бэркит предположил, что оно передается москитами, которые часто являются переносчиками возбудителей различных болезней. Температурные условия зоны распространения лимфомы весьма подходили для вируса.

Лимфома Бэркита встречается и вне «лимфомного пояса» в других частях Африки, с иными климатическими условиями, исключающими роль гипотетического переносчика. Более того, заболевания, аналогичные лимфоме Бэркита, описаны в Новой Гвинее, США, Канаде. 

Из  «подозреваемых» агентов остался только один кандидат в возбудители - вирус из группы герпеса.

Новый агент отличался по антигенным свойствам от всех до того известных герпетических вирусов. По имени выделивших его английских ученых М. Эпштейна и Э. Барр он был назван ЭБ-вирусом или ЭБВ. Клетки содержат типичные для всех вирусов этой группы тельца-включения. Если в культуру нормальных лейкоцитов человека внести клетки лимфомы Бэркита, то в ней появляется вирус: переходит из опухолевых клеток в нормальные.

Изучая антитела к ЭБВ, американские ученые Г. и В. Хенле использовали в качестве контроля сыворотки кровь сотрудников лаборатории. Одна из сотрудниц вскоре заболела инфекционным мононуклеозом. При этом заболевании разрастается лимфоидная ткань, увеличиваются лимфатические узлы, и кровь наводняется одноядерными незрелыми кровяными клетками. Через несколько недель формула крови возвращается к норме. На шестой день заболевания у сотрудницы появились антитела к ЭБВ, которых не было до болезни, а лейкоциты приобрели способность длительно расти в культуре ткани, подобно клеткам лимфомы Бэркита. Эти результаты подтвердились во многих лабораториях.

Заражение вирусом ЭБВ, проходящее незамеченным в раннем детском возрасте, оставляет антитела и иммунитет к заболеванию. Мононуклеоз развивается главным образом у тех, кто не инфицировался в детстве. 

ЭБВ распространен среди людей весьма широко. Как правило, он проявляет свою болезнетворность лишь при совпадения целого ряда обстоятельств, создающих особые условия в организме. В Африке, в местности, где случаев заболеваний лимфомой много, антитела к ЭБВ имеет половина населения. Распределение антител колеблется в зависимости от возраста. Их часто обнаруживают у детей до двух лет. Вероятно, это антитела, полученные от матери. Позднее количество антител у детей снижается, но с возрастом снова повышается. Это указывает на постепенное инфицирование населения и приобретение иммунитета к вирусу.

Вирус ЭБВ распространен повсеместно, а случаи лимфомы единичны, за исключением двух точек на Земле – «лимфомного пояса» в Африке и Новой Гвинеи, где включаются дополнительные факторы, благоприятствующие болезни. В этих районах широко распространена тропическая малярия, при которой нарушается контроль В-лимфоцитов - носителей вируса ЭБВ - Т-лимфоцитами: В-лимфоциты начинают усиленно делиться. Их деление способствует хромосомным транслокациям. Особую роль играет перенос концевой области хромосомы 8 в хромосому 14. Под влиянием ЭБВ пролиферирующие В-лимфоциты претерпевают в конце концов полную трансформацию. Методом ДНК-РНК-гибридизации выяснено, что на клетку лимфомы, не образующую частиц инфекционного вируса приходится примерно 45-55 копий генома ЭБВ. Молекулы вирусной ДНК распределены в нескольких хромосомах  (особенно хромосомы 10-й пары).

Вскоре после введения ЭБВ в культуру лейкоцитов или эмбриональных человеческих клеток начинается синтез клеточной ДНК, образуется новый поверхностно расположенный антиген и характерный для инфекции этим вирусом ядерный антиген ЭБНА, и появляются все внешние признаки трансформации. 

Под подозрением оказались также вирус герпеса 1-го типа и цитомегаловирус - виновник многих врожденных пороков у детей, внутриутробной гибели плода, преждевременных родов. Цитомегаловирус обнаружили при саркоме Наноси человека, он может трансформировать клетки человека в культуре и имеет другие особенности опухолеродного вируса. Ему приписывают роль в развитии рака предстательной железы у человека.

ВОЗБУДИТЕЛЬ РАКА ПЕЧЕНИ.

Первичный рак печени широко распространен у людей в Африке и Юго-Восточной Азии. Смертность от заболевания колеблется по мировой статистике от полумиллиона до миллиона человек в год. Первичный рак печени часто отмечается у лиц, перенесших гепатит. Районы наибольшего распространения рака печени - это одновременно и очаги носительства вируса гeпатита В: носители вируса гепатита В подвержены в несколько сот раз большему риску заболеть первичным раком печени, чем остальное население. Роль вируса в возникновении этого заболевания подтверждают эпидемиологические, клинико-анатомические и вирусологические исследования. У больных первичным раком печени в значительном проценте обнаруживаются антитела к вирусу. Примерно у 90% больных находят маркеры вируса.

ДНК вируса гепатита В способна стабильно встраиваться в геном клеток хозяина. Это служит причиной пожизненного антигеноносительства у зараженных лиц. Подобное носительство при определенных условиях может перейти в иное состояние, при котором вирус приобретает возможность проявить свое трансформирующее действие.

Геном вируса гепатита В человека - двухнитчатая кольцевая ДНК с однонитчатым участком в 600 н. Размер частиц вируса 42-45 нм, размер сердцевины около 27 нм в диаметре. Вирус кодирует всего несколько белков, связанных с сердцевиной и оболочкой частиц. Вирус-специфическая ДНК-зависимая ДНК-полимераза повышает синтез ДНК клеток печени и скорость их деления. При соответствующих условиях это способствует трансформации клетки. Раньше считали, что ДНК вируса гепатита В встраивается только в клетки печени, однако показано, что ДНК вируса обнаруживается и в других соматических (плацента, почки) и половых (сперматозоиды) клетках человека. Чувствительны к вирусу только человек и некоторые виды обезьян. Все вирусы гепатита человека и животных, связанные с первичным раком печени, предложено объединить в особую группу.

ОТКРЫТИЕ РЕВЕРТАЗЫ.

После того как было доказано, что при инфекции ДНК-содержащими опухолеродными агентами происходит включение ДНК вируса в ДНК клетки и что это является важным моментом в опухолеродном действии, естественно, встал вопрос о ретровирусах.

Первые важные данные получил американский ученый Г. Темин. В 60-х годах он обнаружил, что вирус Рауса не размножается в присутствии антибиотика актиномицина D. Это было непонятно, т.к. актиномицин D не действует прямо на РНК и не препятствует ее синтезу. Он подавляет лишь синтез тех РНК, которые образуются на матрице ДНК. 

Темин предположил, что при образовании дочерних молекул РНК этого вируса включается промежуточная фаза переноса информации с РНК на ДНК. Актиномицин D прерывает этот процесс на фазе ДНК → РНК и таким образом препятствует размножению вируса.

Г. Темин подтвердил результаты, полученные с актиномицином D, в опытах с другими веществами, препятствующими синтезу всех ДНК в клетке. Введенные вместе с вирусом Рауса, они также защищали от инфекции. 

Темин придумал опыт, который показал, что ДНК - необходимое звено в репликации вирусной РНК. Он использовал в нем комбинацию двух факторов: первый фактор - сыворотка, которая содержит специфический сложный белок, стимулирующий деление; в культуре без сыворотки вирус не размножался, но стоило ее добавить - начиналось деление клеток и образование вирусных частиц. Если в культуру без сыворотки одновременно с вирусом Рауса вводили второй фактор - вещество, задерживающее синтез ДНК, клетки не заражались, хотя оставались вполне жизнеспособными и при добавлении сыворотки начинали делиться. Итак, суть не в прекращении деления, а в подавлении синтеза ДНК. Следовательно, ДНК является промежуточным продуктом для синтеза РНК вируса.

Темин приступил к поискам фермента, участвующего в промежуточном синтезе ДНК на матрице вирусной РНК. У вируса Рауса разрушали внешнюю оболочку, затем добавляли меченые соединения, необходимые для построения молекулы ДНК. Если в вирусе есть искомый фермент, по подобию РНК будет построена ДНК.

Таким образом было доказано: вирус саркомы Рауса содержит фермент, участвующий в образовании цепи ДНК, комплементарной к его РНК.

Лишь после того, как выявили ревертазу, образующую ДНК на матрице РНК, стало ясно, что интеграция ретровирусов в геном клетки возможна, и, значит, механизм трансформации клеток может быть аналогичным таковому для ДНК-содержащих вирусов.

КОЕ-ЧТО О РЕТРОВИРУСАХ.

Среди опухолеродных вирусов ретровирусы занимают особое положение, так как в их число входит большинство возбудителей природных опухолей животных. Они подразделяются на три рода: С, В и D. Род С имеет три подрода: вирусы типа С рептилий, вирусы типа С птиц и вирусы типа С млекопитающих.

По первой классификации французского ученого В. Бернара, взявшего за основу морфологические особенности вирусных частиц, были выделены три их типа: А, В и С. Его номенклатура нашла отражение в названии родов ретровирусов.

Все ретровирусы - крупные сферические частицы, размером 80-100 нм, с хорошо выраженной наружной липидсодержащей оболочкой. От внешней ее стороны отходят отростки наподобие шляпки гвоздя. Эти отростки более всего выражены у частиц типа В, у частиц типа С они короче, у частиц типа D плохо видны, их оболочка выглядит почти гладкой. К наружной оболочке тесно примыкает внутренний слой. В центре (у частиц С) или эксцентрично (у частиц В и D) - располагается сердцевина. В ней различают капсулу икосаэдралыюго строения и нуклеоид. Последний у частиц В и С округлый, у частиц D цилиндрический. Общим для всех типов является участие в формировании  и  созревании клеточной оболочки: от нее идет «отпочковывание» вирусных частиц. Это характерная особенность ретровирусов.

Сердцевина частиц типа С формируется непосредственно под цитоплазматической оболочкой в составе почки, типов В и D - в цитоплазме. Частицы в готовом виде переходят к цитоплазматической мембране, где образуется почка, полное созревание их происходит после окончания процесса почкования. У зрелых частиц нуклеоид оптически плотный. У частиц типа А (незрелых) он оптически полый, и в электронный микроскоп они выглядят как бублики. 

Наследственный аппарат состоит из двух одинаковых цепей РНК и является диплоидным. У всех остальных вирусов геном гаплоидный. Одна геномная единица представляет собой длинную нить РНК с коэффициентом осаждения 30-35 S. Две такие полинуклеотидные цепи соединены друг с другом в димер, который осаждается с коэффициентом 60-70 S. Еще один важный показатель, отличающий ретровирусы от других вирусов: плотность частиц - 1,16-1,18 г/мл. 

Химический состав частиц ретровирусов разных типов примерно одинаков: РНК составляет около 2%, белки - 60-70%, из них 3-7% приходится на сложные гликопротеиды, липиды - 30-40%, углеводы - 1-2%. Клетки хозяина, в которых происходит размножение вируса, влияют на химический состав частиц: при отпочковании от клеточной оболочки в них входят некоторые компоненты клеточного происхождения - белки, углеводы, липиды.

Белки ретровирусов весьма различны по своему характеру (простые белки, гликопротеиды и пр.) и по антигенной специфичности. Все вирусы лейкоза и саркомы птиц типа С, к примеру, имеют общий групповой антиген. У ретровирусов млекопитающих типа С два рода групповой специфичности: межвидовая и видовая. Межвидовой антиген является общим для всех ретровирусов млекопитающих типа С, независимо от видовой принадлежности естественного хозяина. Видоспецифический антиген позволяет определить вид млекопитающего - хозяина данного вируса. По типоспецифическому антигену можно выяснить, с каким же собственно вирусом типа С данного вида животных мы имеем дело. Обнаружение группоспецифического антигена даже в отсутствие инфекционных вирусных частиц всегда указывает на зараженность опухолеродным вирусом. 

Главными носителями типовой специфичности являются гликопротеиды оболочки частиц ретровирусов. Некоторые опухолеродные вирусы включают в свой состав и клеточные антигены, захваченные при отпочковании от клеточной оболочки.

Среди белков ретровирусов особое место занимают  ферменты. Многие из них клеточного происхождения, попадают в частицу при ее  формировании и располагаются вне нуклеоида.

Наиболее характерный фермент ретровирусов – ревертаза. Ее выделили в чистом виде из ряда ретровирусов. В качестве матрицы, может служить РНК того вируса, из которого выделен фермент, а также из клеток кролика или человека. С помощью ревертазы синтезированы структурные гены животных и человека. Вирусный ген, кодирующий ревертазу, обозначают pol - от слова «полимераза». Каждый вид опухолеродного вируса имеет иммунологически отличный фермент. Каждый фермент представляет собой белок, обладает свойствами антигена, участвует в реакциях иммунитета, вызывает образование антител. Ревертазы ретровирусов мелких млекопитающих (мышей, крыс, хомяков, кошек) дают перекрестные реакции иммунитета, т. е. родственны. Но хотя антитела к ферменту вируса животного одного вида реагируют с ферментами вирусов других видов, полного перекреста не наблюдается. Следовательно, ферменты отличаются друг от друга. Ревертаза обладает и межвидовой специфичностью. Ревертазы вирусов типа С не реагируют с ферментом вирусов типа В и D.

В составе генома любого ретровируса, кроме гена pol, есть еще гены gag, env. Ген gag кодирует внутренние  структурные  белки  вириона.   Ген  env  кодирует белок оболочки вирусной частицы. Сначала каждый из этих генов кодирует большую молекулу белка, которая в процессе созревания разрезается на более мелкие. 

В вирусной трансформации клетки главную роль играет особый  «опухолевый» ген onc или онкоген. Характерная особенность структуры генома ретровируса - наличие на обоих его концах одинаковых участков - длинных концевых повторов (LTR: long terminal repeat). LTR включает вирусный промотор и энхансер. При интеграции вируса в клетку LTR повышает активность близлежащих генов вируса и клетки.

В структуре вируса саркомы Рауса гены располагаются в следующем порядке (начиная с 5'-конца нити РНК):

5' - LTR - gag - pol - env - src - LTR - 3'.

src - ген, ответственный за трансформацию клетки (саркомный ген), кодирующий продукт, который не входит в состав вирусной частицы, не является структурным белком.



ЗАРАЖЕНИЕ РЕТРОВИРУСОМ.

Сначала вирус адсорбируется на поверхности клетки. В этом процессе особую роль играют белки оболочки и клеточные рецепторы. Клетки без соответствующих рецепторов не заражаются. В чувствительных клетках адсорбированный вирус проникает через клеточную мембрану, сбрасывает свою белковую оболочку и создает условия для функционирования ферментов, заключенных в вирусной частице. Вирусная РНК перемещается в ядро клетки. На матрице РНК вируса при участии ревертазы происходит синтез двухнитчатой ДНК - ДНК-провируса.

Наличие провируса свойственно только ретровирусам, для размножения которых необходима промежуточная фаза ДНК. Все другие однонитчатые РНК-содержащие инфекционные агенты синтезируют свои РНК через промежуточную фазу двухнитчатой РНК. Начальный продукт при синтезе ДНК-провируса - гибридная молекула РНК-ДНК. Образуемый ДНК-провирус равнозначен геному вируса.

 При переходе провируса из цитоплазмы в ядро наряду с превалирующей линейной формой провируса появляются и кольцевые формы с одним или двумя LTR. Последние служат предшественниками интегрированного провируса. Перед встраиванием под влиянием ферментов кольцевые молекулы провируса размыкаются между двумя длинными концевыми повторами и «вшиваются» в определенные участки хромосомы клетки хозяина. В ДНК клетки есть много мест для включения провируса, но нет оснований считать, что оно может произойти в любом участке.

Встроенные в ДНК клетки провирусы надолго сохраняются в ней, передаваясь от одного клеточного поколения другому. Они в значительной степени подчинены клеточному регуляторному механизму. Их состояние во многом зависит от того, попали ли они в активную или неактивную область генома, а также от состояния клетки (покоящаяся, делящаяся, степень дифференцировки). При экспрессии провируса вирусная информация переписывается ферментами клетки.

Образующаяся в результате транскрипции вирусная РНК переходит из ядра в цитоплазму.
На рибосомах начинается синтез вирусных белков. Клеточные полимеразы работают и на вирус. Клеточные ферменты участвуют в образовании гликопротеидов для вирусной оболочки, присоединяя к вирусным белкам углеводы. Этот процесс сопровождается изменением клеточных мембран. Формирование вирусных частиц происходит путем сборки вирусной РНК и вирусных белков в период почкования от клеточной мембраны. Окончательно дозревают частицы вне клетки. 

Если вирус попадает в клетки невосприимчивого организма, его РНК и белки синтезируются в столь незначительном количестве, что вирусные частицы почти или совсем не образуются.

Клетки приобретают свойства опухолевых вне зависимости от того, образуются или не образуются в них вирусные частицы. По-видимому, здесь играет роль особый вирусный продукт: трансформирующий белок. ДНК-провирус, снабженный вирусным регуляторным аппаратом (промотор, энхансер), может длительно находиться в инфицированной клетке, не образуя этою продукта. Но при соответствующих условиях он может активироваться и внести коренные изменения в клетку, превратив ее в опухолевую.

ЧЕЛОВЕК, РАК И ВИРУС.

ВИРУС  Т-КЛЕТОЧНОЙ ЛЕЙКЕМИИ - ЛИМФОМЫ ЧЕЛОВЕКА.
Р. Галло с коллегами (США) проводил опыты с лейкозами человека, которые более чем какие-либо другие новообразования, напоминают вирусные заболевания.

Связав неудачи прежних поисков ретровируса лейкоза человека с неправильным выбором типа ткани и клеток, в которых его искали, типа изучаемой лейкемии, а также с неподходящими культурами, использованными в исследованиях, Р. Галло с коллегами приступил к изучению неоплазм, происходящих из Т-лимфоцитов. В 1976 г. ученые сообщили о найденном ими факторе, поддерживающем длительный рост зрелых человеческих Т-клеток в культуре ткани - TCGF (T-Cell Growth Factor), который представлял собой в очищенном виде белок с молекулярной массой 12000-13000 кДа.

Фактор выступал как вторичный сигнал для роста клеток. И только зрелые Т-лимфоциты больных с кожной лимфомой и другими неоплазиями, захватывающими именно Т-клетки, прямо отвечали на сигнал фактора роста Т-клеток. Видимо, при этих заболеваниях имела место экспрессии необходимых ему рецепторов.

Тщательные исследования обнаружили при электронной микроскопии типичные частицы ретровируса и ревертазу, обладавшую всеми параметрами этого фермента у ретровирусов животных.

Ревертаза из Т-клеток больного была связана с высокомолекулярной РНК (70 S), имела молекулярную массу около 95000 Да, но она лучше работала при преобладании ионов магния, чем марганца в качестве двухвалентных катионов. По этой особенности фермент приближался более к ревертазам ретровирусов типа В и D, чем типа С. Иммунологически вновь выделенный фермент отличался от всех известных для ретровирусов типа В и С.

Ретровирусу дали название HTLV или человеческий вирус Т-клеточного типа лейкемии-лимфомы (Human T-Cell Lymphoma Virus). Плотность частиц в градиенте сахарозы составляла 1,16 г/см3. Главный белок вирусного нуклеоида имел молекулярную массу 24000 (р24), биохимически он не отличался от белков нуклеоида других ретровирусов (р24-р30).

Группа японских исследователей во главе с Ю. Хинума выделила от больных Т-клеточиой лимфомой вирус, близкородственный вирусу HTLV. Антитела к нему были обнаружены у 100% больных лимфомой и у 20-40% здоровых людей в эндемическом очаге. В составе вирусного нуклеоида содержались еще два структурных белка (р19 и р15) - носителя вирусной специфичности.

 Другим эндемическим регионом оказался бассейн Карибского моря. Позднее Т-клеточпая неоплазия была зафиксирована в Израиле, Венесуэле, Бразилии, Эквадоре, на Аляске. Вирусные агенты, выделенные от больных, были идентичны или близкородственны.

Возбудитель Т-клеточной лимфомы передается путем длительного интимного контакта или  при переливании крови. О горизонтальной передаче инфекции говорят семейные случаи заболевания. 

 Механизм опухолеродного действия вируса Т-клеточной лимфомы, вероятно, - включение вирусного промотора и запуск клеточных генов, аномальная экспрессия которых приводит к лейкемической трансформации: провирус включается в геном Т-клетки вблизи гена, играющего важную роль в пролиферации (в области гена фактора роста, или рецептора этого фактора, или гена, который влияет на его экспрессию). Результат такого включения - продукция фактора роста и его рецептора, ведущая к аутостимуляции и усиленной клеточной пролиферации. 

Детальное изучение вируса Т-клеточной лимфомы выявило, что в его геноме есть особая область х, расположенная между геном env и правым LTR. Кодируемый ею продукт х активирует вирусный промотор и соседние клеточные гены, выступая как регуляторный белок. Молекулярная масса белка х составляет 40 кДа. Структура вируса Т-клеточной лимфомы такова:

5' - LTR - gag - pol - env -х- LTR - 3'.


Наличие х гена позволяет вирусу трансформировать клетки in vitro вне зависимости от места его включения в геном хозяина. Наиболее чувствительны к трансформирующему действию вируса Т-лимфоциты, в меньшей степени - В-лимфоциты.

Описаны три представителя лимфотропной группы НТLV-вирусов (HTLVl, НTLV2, HTLV3). Первый и второй из них, подобно вирусу ЭБВ, трансформируют нормальные лимфоидные клетки в культуре до состояния безграничной пролиферации. Главным образом это относится к Т-лимфоцитам, которые в наибольшей степени допускают начальную экспрессию гена х.
Вирус НТLVЗ оказался тождественным с ранее выделенным французскими исследователями под руководством Л. Монтанье возбудителем синдрома приобретенной иммунологической недостаточности (AIDS).

ОНКОГЕНЫ РЕТРОВИРУСОВ.

П. Фогт, Г.Мартин и П. Дусберг описали мутанты вируса Рауса, совсем лишенные трансформирующей активности. Оказалось, что в них недостает от 10 до 20% вирусной РНК. Это свидетельствовало в пользу присутствия в геноме вируса особого участка, связанного с трансформацией. Выяснилось, что в мутантном штамме не хватает участка вблизи одного из концов генома. Эта область принадлежит онкогену, который у саркоматозных вирусов представлен геном src.

Ген src не играет никакой роли в размножении вируса, но важен для трансформации. У дефектных по свойству трансформации мутантов саркоматозных вирусов потерян ген src или большая его часть.



Опыты с вирусом саркомы Рауса показали, что трансформацию вызывает только ген src. Размер его 1600-2000 н. Продукт гена src обозначили как pp60v-src (рр – фосфопротеин, 60 - молекулярная масса в кДа, v - вирус). Выяснилось, что pp60v-src обладает протеинкиназной активностью.

Обычно в белковой молекуле под действием клеточных протеинкиназ фосфорилируются две аминокислоты - серин и треонин. Клеточные протеинкиназы  должны обладать  высокой специфичностью,  фосфорилируя  нужные  белки  в строго  определенных  точках. Нарушение  специфичности этого  процесса  может расстроить сложную систему регуляции активности генов в клетке. 

В отличие от других протеинкиназ pp60v-src фосфорилирует тирозин. Под воздействием протеинкиназы pp60v-src количество фосфорилированных тирозиновых остатков в белках возрастает примерно в 10 раз.

На внешней мембране клетки продукта гена src очень много. Посредством метода микрофотосъемки трансформированных в культуре клеток показано, что pp60v-src связывается с бляшками на поверхности клеточной мембраны, которые прикрепляют клетки к стеклу. При трансформации бляшки разрушаются, и это открывает клеткам простор для перемещения. Предполагают, что бляшки разрушаются именно под влиянием pp60v-src, воздействующей на один или несколько входящих в их состав белков. Подобным белком может служить винкулин, который представляет собой один из нормальных компонентов цитоскелета клетки. Высказано предположение о связи трансформации с воздействием вирусной протеинкиназы на белки нитей, образующих цитоскелет.  Используя ts мутанты по гену src ДНК - и РНК-содержащих онковирусов, удалось показать, что изменение организации цитоскелета становится зависимым от температуры.

Трансформирующие белки, обладая высоким сродством к белковым компонентам цитоскелета, могут этим путем вызвать ту цепочку взаимосвязанных процессов, которая приводит к опухолевому перерождению клетки. Они не просто нарушают морфологию и метаболизм клетки, а делают это состояние постоянным, передающимся от одного клеточного поколения другому.



Были выделены и охарактеризованы онкогены большинства ретровирусов животных. У вируса саркомы Рауса -  ген src, у других вирусов куриных сарком гены jps, yes, ros, ski, у вируса миелобластоза птиц - myb, у вируса эритробластоза птиц их два - jerb-А и erb-B, у вируса миелоцитоматоза кур - myc, у вируса лейкоза кур - ets, у вируса ретикулоэндотелиоза птиц - rel, у вирусов мышиной саркомы - mos и raf, у вирусов мышиной и крысиной саркомы Харви и Кирстена соответственно гены ras-Ha и ras-Ki, у вируса остеосаркомы мышей Френд - fos, у мышиных саркоматозных вирусов - bas, has, у вируса мышиной лейкемии Абелсона - аbl, у кошачьих саркоматозных вирусов - гены fes, fgr и fms, у вируса саркомы обезьян - ген sis, у вируса карциномы кур - mil.
Выяснилось, что некоторые онкогены кодируют протеинкиназы. Из них по меньшей мере семь - src, fgr, аbl, fps, fes, ros и yes - фосфорилируют тирозин, а другие шесть - mos, erb-B, raf, fms, mil представляют собой, видимо, потенциальные протеинкиназы, так как обладают последовательностями аминокислот, родственными тирозиновым протеинкиназам.

У белка erb-B протеинкиназная активность уже обнаружена. Продукты онкогенов группы ras и src связаны с цитоплазматической мембраной клетки, продукты онкогенов fos, myc, myb, ski - с ядром, а онкогенные белки mil, mos, erb-A находятся в цитоплазме. Продукт онкогена fps обнаруживается в цитоплазме и на плазматической мембране, а продукты онкогенов erb-B и fms - на внутренней и наружной мембране клетки

Клетки-ревертанты, ведущие происхождение из клеток млекопитающих, трансформированных вирусом саркомы Рауса, содержат продукт гена src в энзиматически активной форме. Следовательно, одно наличие трансформирующего белка не определяет еще морфологической трансформации. 

РАБОТА ТРАНСФОРМИРУЮЩЕГО ГЕНА.

Для   функционирования   ретровируса   существенна структура его генома. Особое внимание привлекли находящиеся на обоих концах генома вируса LTR,   содержащие промотор и энхансер.

Вирусные энхансеры могут работать на расстоянии до нескольких т.п.н. Они способны влиять как на элементы своего генома, так и на клеточные гены, специфичны в отношении вида клеток и, видимо, отличаются по нуклеотидной последовательности, но все содержат ГТГГХХХГ, где X - А или Т. Включаясь в геном клетки, ретровирусы благодаря концевым повторам активируют транскрипцию  близко расположенных клеточных генов, в том числе протоонкогенов. При хромосомных перестройках, транслокациях повышается шанс того, что протоонкоген окажется под влиянием вирусного регуляторного участка. Главной причиной одной из форм лимфомы кур считают включение вирусного концевого повтора рядом с протоонкогеном myc. Вирус птичьего лейкоза ALV не содержит своего онкогена и работает исключительно путем активации у птиц протоонкогена. Если включение вирусного генома в клеточный происходит вблизи протоонкогена myc, то последний начинает усиленно работать. Таким способом  вирусы вызывают несколько видов неоплазм. 

Не только ретровирусы содержат энхансер транскрипции, но и ДНК-содержащие вирусы, такие, как SV40 и вирус полиомы. 

ОНКОГЕН = ФАКТОР РОСТА?

Ученый из Новой Зеландии П. Стокуэлл, работавший в Англии, сравнивал с разными белками расшифрованную английским ученым М. Уотерфилдом и его группой структуру белковой молекулы фактора роста, происходящего из тромбоцитов, именуемого сокращенно ФРТ. Он обратил внимание на близкое сходство аминокислотной последовательности фактора роста ФРТ с трансформирующим белком - продуктом онкогена v-sis обезьяньего саркоматозного вируса (90% гомологии). 

При сравнении первичной структуры тромбоцитарного фактора роста человека и онкогена v-sis выяснилось, что они тождественны на 87%. Разница в 13% отражала различия в эволюционном положении обезьяны и человека.

Тромбоцитарный фактор роста - небольшой белок, состоящий из 104 аминокислотных остатков, расположение которых в точности повторяет структуру трансформирующего белка, кодируемого саркоматозным обезьяньим вирусом. Белок ФРТ отличается большой устойчивостью. На поверхности клеток соединительно-тканного происхождения есть особые рецепторы для тромбоцитарного фактора роста. Он стимулирует в них тирозинкиназную активность, способствует реорганизации цитоскелста, во многом определяющего состояние клеточной оболочки, влияет на накопление цАМФ и другие процессы. Митогенный каскад ведет к росту клеток, который прекращается с гибелью пластинки, выработавшей фактор роста. ФРТ - главный белок сыворотки крови, необходимый для выращивания нормальных клеток в культуре ткани. Без добавления сыворотки они не растут. Опухолевые же клетки предъявляют сниженные требования к факторам роста. Во всех клетках позвоночных, включая клетки человека, находится ген, кодирующий тромбоцитарный фактор роста, но работает он только в кровяных пластинках, в остальных же неактивен. 

Вирусный онкоген v-sis ведет свое происхождение от протоонкогена sis. Этот единственный его гомолог в клетке и был признан геном, кодирующим тромбоцитарный фактор роста.

Если ген sis начнет работать в кожной, мышечной или любой другой клетке, клетка будет безудержно расти и делиться, отвечая на воздействие фактора, который сама стала вырабатывать. Установится цикл, который и приведет к развитию опухоли.

Тромбоцитарный фактор роста оказывает действие лишь на клетки, имеющие к нему рецепторы: клетки мезенхимального  происхождения. В линиях опухолевых клеток, ведущих свое происхождение из костной и соединительной тканей и поддерживаемых в культуре, обнаружили активную выработку фактора роста, сходного с ФРТ. Он был открыт в остеосаркоме человека, в клетках, трансформированных вирусом SV40. 

При исследованиях вируса Т-клеточной лейкемии-лимфомы человека показана его связь с фактором роста Т-лимфоцитов. Аналогичные отношения установлены между продуктом онкогена v-erb-B вируса эритробластоза птиц с рецептором фактора роста эпидермиса. 

Рецептор ЭФР имеет сложную структуру. Различают внеклеточную часть, внутримембранную связующую область и внутриклеточную часть, ответственную за тирозинкиназную активность рецептора. Рецепторный белок имеет общую молекулярную массу 170-180 кДа. Это гликопротеид. Ученью изучили структуру и функцию рецептора и его гена, который y человека находится в хромосоме 7. Клетки эпидермоидного рака тетраплоидны в отношении этого гена. Усиленную продукцию рецепторного белка связывают с транслокацией в хромосоме 7.

Сейчас установлено, что вирусный онкоген v-erb-B не что иное, как укороченный рецептор ЭФР, включающий участки, ответственные за стимуляцию клеточной пролиферации. Роль видоизмененных рецепторов играют и онкобелки, активность которых в отличие от нормальных клеточных рецепторов не зависит от внешних специфических сигналов. Предполагают, что, выступая как рецепторы (или псевдорецепторы) ростовых факторов, они индуцируют их синтез и включают цепь трансформационных событий в клетке.

Некоторые онкобелки ретровирусов сходны с продуцируемым в опухоли трансформирующим фактором роста (ТФР). Два трансформирующих белка онковирусов частично повторяют структуру таких митогенов - стимуляторов клеточного деления, как гастрин и трансферрин: первый - это средний Т-антиген вируса полиомы, второй - продукт онкогена лимфомы кур. В ряде случаев вирусный онкоген способен стимулировать синтез фактора роста в клетке или изменять его. Весьма вероятно, что разнящиеся между собой опухоли мезенхимального происхождения сходны по признаку пускового механизма, но у каждой группы новообразований пусковым механизмом могут оказаться иные онкобелки со свойствами факторов роста или их рецепторов.

Мембраносвязанные, а также цитоплазматические онкобелки, давая сигналы на клеточную оболочку, могут включать каскад событий, сообщающих клетке трансформированный фенотип. Онкобелки фосфорилируют по тирозину медиаторы, передающие сигнал новым мишеням, и т. д. Вероятно, и те и другие не только индуцируют синтез факторов роста, но, служа для них рецепторами, создают замкнутый цикл саморегуляции, не зависящий от внешних сигналов. Однако для полной трансформации клетки, кроме онкобелков, вызывающих фенотипические изменения (цитоплазматических, мембраносвязанных), необходима работа и ядерных онкобелков. 

Естественно, что ученые попытались классифицировать онкобелки по их функциональным и другим особенностям. Так, различают: 1) локализованные на цитоплазматической мембране клетки тирозин-специфические протеинкиназы; 2) ядерные белки, связывающиеся с ДНК или хроматином; 3) влияющие на внутриклеточные мембраны гликопротеиды, белки, связывающиеся с ГТФ и его производными.
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