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1. UVOD

Ljudski herpes virus 5, poznatiji pod imenom citomegalovirus, spada u potporodicu
Betaherpesvirinae te ima najveci genom od svih herpes virusa. Ime je dobio zbog ¢injenice da
se stanice zarazene njime znatno povecavaju (gré. kytos — stanica, megale — velik) zato $to se

u jezgri stvaraju velike virusne uklopine i takav se proces odvija i in vivo i in vitro [1].

,uUumnozava se u jezgri samo ljudskih stanica (fibroblasti, makrofagi) u kojima se prepisuju
neposredno rani, rani i kasni stadij. Virusna ovojnica nastaje tijekom sazrijevanja

nukleokapside i njezina pupanja kroz jezgrenu ovojnicu.* [1]

Procjenjuje se da je u razvijenim zemljama ovim virusom zarazeno 0,5 do 2,5%

novorodencadi i oko 50% odraslih [1].

Moze uzrokovati bolesti s jasnim simptomima, ali i latentne infekcije kod kojih se virus ¢ak i
dozivotno odrzava u pojedinim organima poput bubrega, stanica limforetikularnog sustava,

zlijezda slinovnica i sl. [1].

Moguca je fizikalna i kemijska inaktivacija virusa dok nije u domacinu. Virus se moze
inaktivirati zagrijavanjem na 56 °C 30 minuta, otopinama niske pH vrijednosti, djelovanjem

etera, ultraljubiCastih zraka i opetovanim zamrzavanjem i odmrzavanjem [1].

Patogeneza infekcije slicna je onoj drugih herpes virusa. Virus ¢e se najprije $iriti od stanice
do stanice u prisutnosti humoralnih antitijela, zatim dolazi do latentne infekcije i reaktivacije
infekcije u sluc¢aju smanjenja djelovanja imunoloskog sustava. Ono po ¢emu se razlikuje u
odnosu na druge herpes viruse je Cinjenica da dovodi do kratkotrajne imunosupresije u
domacdinu i stvara neprimjetnu infekciju za razliku od infekcije ostalim herpes virusima koja
je prepoznatljiva po karakteristi¢cnim promjenama na kozi ili sluznici pojedinih organa. Ostali
herpes virusi inficiraju manji broj razli¢itih tipova stanica, tj. viSe su lokalizirani. Najprije se
siri preko leukocita. U latentnom stanju se moze na¢i u mononuklearnim leukocitima te
bubreznim i sréanim stanicama. Reaktivacija se dogada za vrijeme imunosupresije i
alogeni¢ne stimulacije. Zbog umnozavanja virusa u bubrezima i1 sekrecijskim Zlijezdama
dolazi i do njegovog izluCivanja preko mokrace i tjelesnih sekreta. Sama infekcija je

imunosupresivna, tj. uspostavlja se latentna infekcija i sprje¢ava pojava imunopatogeneze i



znakova bolesti. Za vrijeme primarne infekcije broj supresorskih limfocita se povecava.

Kasnije, tijekom akutne infekcije, dolazi do dodatnog slabljenja uloge limfocita [1].

Virus se moze pronaci u uzorcima mokrace, brisa zdrijela, sline, krvi, maj¢ina mlijeka, suza,
sjemene tekuéine, amnionske tekucine, sekreta rodnice, stolice, tkiva uzetog =za
transplantaciju. Prenosi se spolnim i oralnim putovima, transplacentarno, transfuzijom Kkrvi i

transplantacijom tkiva. Postoji nekoliko razli¢itih na¢ina infekcije [1].

Kongenitalnom infekcijom je do 5% novorodencadi u SAD-u zarazeno virusom. NajceSce
posljedice infekcije su mikrocefalija, intercerebralna kalcifikacija, hepatosplenomegalija,
Zutica, gubitak sluha i poremecaji u mentalnom razvoju. Majke te djece su tijekom trudnoce
imale primarnu infekciju virusom. Plod se moze zaraziti preko majcine krvi ili virusom koji se
Siri uzlazno iz vrata maternice. Kongenitalna infekcija se dokazuje utvrdivanjem virusa u
uzorku mokrace tijekom prvog tjedna Zivota novorodenceta. Novorodence se moze zaraziti 1
tijekom radanja tzv. perinatalnom infekcijom kod trudnica koje su bile zarazene
citomegalovirusom prije trudnoce, a isti se izluCuje iz vrata maternice tijekom treceg
tromjesjecja te dolazi do infekcije novorodenceta prolaskom kroz zaraZzeni porodajni kanal.
Takoder, moguca je 1 zaraza preko maj¢inog mlijeka. Kod prijevremeno rodene djece moguce
je da dode do pojave bolesti poput hepatitisa ili pneumonije, no kod zdrave, na vrijeme rodene
novorodencadi, nema simptoma bolesti. Kod odraslih, posebice pripadnika slabijeg
ekonomskog statusa i stanovnika nerazvijenijih zemalja, moguca je postneonatalna infekcija
virusom zbog oskudnih higijenskih uvjeta i slabijeg imunoloskog sustava koji je posljedica
lose prehrane i zdravstvenog sustava te se javljaju sindromi nalik na infektivnu mononukleozu
s blaZzim faringitisom 1 limfadenopatijom. Osnovna razlika citomegalovirusa u odnosu na
uzro¢nika mononukleoze Epstein-Barrova virusa jest ¢injenica da inducira samo tvorbu
atipi¢nih limfocita, ne i1 tvorbu heterofilnih antitijela. Infekcija se relativno Cesto javlja i kao
posljedica transfuzije ili transplantacije. Primjetna infekcija u ovom slu¢aju ukljucuje pojavu
sindroma infektivne mononukleoze, vrulice, splenomegalije, atipi¢nih limfocita, ali i
hepatitisa i pneumonije. Kod imunokompromitiranih osoba infekcija virusom HHV5 se
o€ituje retinitisom, kolitisom ili egzofagitisom. Kolitis je obi¢no popracen proljevom,

vrué¢icom, gubitkom tjelesne tezine pa i anoreksijom [1].

Histoloski se infekcija prepoznaje pojavom karakteristicnih citomegali¢nih stanica s
bazofilnim inkluzijskim tjeleScima u stani¢noj jezgri. Inkluzijska tjeleSca se otkrivaju

postupkom bojenja po Papanicolaou ili hematoksilinom i eozinom. Za dijagnostiku se mogu



koristiti obiljezena specifi¢na antitijela, uglavnom monoklonska, i DNA-probe za detekciju
HHV5-antigena. Vrlo je bitna i izolacija virusa u stani¢noj kulturi. U inokuliranim stani¢nim
kulturama se pretrazuju neposredni rani i rani virusni antigeni imunofluorescentnim i
imunoenzimskim postupcima. Prilikom dijagnosticiranja infekcije rabe se 1 seroloske metode.
Naime, tijekom reaktivacije infekcije u serumima se mogu naci specificna antitijela IgM i

IgG, no rezultati ovakvih testova se tumace samo uz poznate klinicke podatke o bolesniku [1].

Kao najces¢i lijekovi u suzbijanju infekcije se koriste Ganciclovir i Foscarnet koji inhibira
DNA polimerazu. Prevencije u Sirenju virusa su usmjerene na spolno prenoSenje uporabom
prezervativa i provjerom donora prilikom transplantacije i transfuzije. Vrlo je tesko sprijeciti
kongenitalne i perinatalne infekcije. Postoje 1 Ziva 1 atenuirana cjepiva, ali trajanje imunosti
kao i zastita od buducih infekcija i onkogeneze nisu poznata. Primarni cilj je zastititi djecu 1

seronegativne zene u dobi radanja, slicno cijepljenju protiv rubeole [1].

Citomegalovirus se javlja kod oboljelih od karcinoma dojke, debelog crijeva, prostate,

glioblastoma, neuroblastoma, rabdomiosarkoma te tumora zlijezda slinovnica. U preko 90%

Ljudski citomegalovirus nije onkogeni virus, ali sudjeluje u procesu onkomodulacije, tj.
inficira tumorske stanice i povecava njihovu malignost. Virus svoje onkomodulacijsko
djelovanje ne moze potaknuti u normalnim, zdravim stanicama, ali u tumorskim stanicama, u
kojima su naruseni signalni putovi, transkripcijski faktori te tumor-supresorski proteini, moze.
Onkomodulacija moze biti posljedica djelovanja regulacijskih proteina ili nekodiraju¢e RNA
virusa koji ¢e dovesti do proliferacije, prezivljavanja tumorskih stanica ili proizvodnje

angiogenetskih faktora [4-8].



2. PRINCIP DJELOVANJA ONKOMODULACIJE

2.1. Molekularni mehanizam onkomodulacije potaknute citomegalovirusom

Regulacijski proteini virusa HHVS moraju sprijeciti replikaciju domac¢inove DNA i omoguditi
replikaciju virusne DNA [9,10]. U stanicama inficiranim citomegalovirusom uocena je
ekspresija mnogih gena i obiljezja S-faze stani¢nog ciklusa poput ciklina E i kinazne
aktivnosti ciklina A, hiperfosforilacije proteina retinoblastoma (pRB), ali i izostanak

ekspresije ciklina D1.

Virusni proteini 1E1-72, IE2-86, pp71 inaktiviraju proteine pRb, p107 i p130 i na taj nacin
poticu prelazak iz G1 u S-fazu. Takoder, protein IE2-86 pomocu ATM kinaze aktivira p53 i
dovodi do njegovog nakupljanja te zaustavljanja stani¢nog ciklusa. Vazno je naglasiti da IE1-
72 ne moze inducirati prelazak u S-fazu u stanicama koje imaju divlji tip gena TP53, kao §to i
IE2-86 dovodi do zastoja u prijelazu G1 u S-fazu samo u stanicama s divljim tipom pRb-a.
Utjecaj koji ¢e virus imati na stanicu uvelike ovisi o uvjetima u njoj, ali ovisi i 0 samom
virusu. Primije¢eno je da virusi u tumorskim stanicama mogu mutirati u kodiraju¢im

sekvencijama za regulacijske proteine koji dovode do zaustavljanja stani¢nog ciklusa [11-14].
2.2. Uloga u apoptozi

Karcinomske stanice su otporne na apoptozu. Dokazano je da virus HHVS pomocu proteina
IE1-72 i IE2-86 inhibira apoptozu u fibroblastima inficiranim adenovirusom E1A i stani¢noj
liniji HelLa, takoder stanicama inficiranim adenovirusom te induciranima tumor-nekroznim
faktorom a [15]. Antiapoptotsko djelovanje pomocu proteina IE se ostvaruje i mehanizmom
ovisnim i neovisnim o p53. U nekim stanicama, poput onih glatkih misiénih, IE-86 veze se za

p53 i sprjeava njegovu transaktivirajucu ulogu u apoptozi [16-20].

Produkt virusnog gena UL36 stupa u interakciju s prodomenom kaspaze-8 i na taj nacin
inhibira apoptozu, dok je produkt virusnog gena UL37 odgovoran za mitohondrijsku
inhibiciju apoptoze neutraliziranjem proapoptiskih ¢lanova porodice BCL-2, BAX i BAK [21-
24]. Protein kodiran genom UL38 sprjecava apoptozu stanica uzrokovanu infekcijom
adenovirusom ili tapsigarginom te je pokazano da pUL38 stupa u interakciju s tumor-

supresorskim proteinima tuberozne skleroze/Bournevilleove bolesti (lat. sclerosis tuberosa)



[25,26]. Nekodirajuca virusna RNA sprjeava apoptozu stabiliziraju¢i kompleks respiratornog

lanca u mitohondrijima stanica glioblastoma [27].

Za sprjeCavanje apoptoze vazna je proteinska kinaza B. Nju aktivira vezanje virusa za
receptore, integrine, te se preko fosfatidilinozitol 3-kinaznog signalnog puta sprjecava
apoptoza. U stanicama glioblastoma pokazano je i da se samo ekspresijom proteina IE1-72
postize aktivacija proteinske kinaze B. Virusni regulacijski proteini i glikoproteini koji se
vezu za receptore faktora rasta nastalim iz trombocita (PDGFR) dovode do aktiviranja
razli¢itih signalnih putova koji ukljucuju proteinske kinaze aktivirane mitogenom (MAPK),
proteinsku kinazu aktiviranu mitogenom koja aktivira kinazu MAPK (MEK) i c-Jun NH2-
terminalne kinaze (JNK) [4,11,28,29]. Kod stanica neuroblastoma je uocena ekspresija
antiapoptotskog proteina BCL-2 i akumulacija izoforme ANp73a koja ima negativan utjecaj

na apoptozu ovisnu o p73a i p53 [7,30-32].

2.3. Utjecaj na invaziju i migraciju stanica malignih tumora te adheziju na

endotel

Stanice neuroblastoma inficirane virusom pokazuju poveéanu adheziju za endotel koja je
postignuta aktivacijom integrina pBias na povrsini tumorskih stanica $to dovodi do fokalnog
prekida cjelokupnosti endotelnih stanica koji olakSava transmigraciju samih tumorskih
stanica. Ljudski citomegalovirus inhibira ekspresiju molekula potrebnih za adheziju Ziv¢anih
stanica (NCAM) preko p73. U inficiranim stanicama se suprimira ekspresija p73 koji je
odgovoran za transaktivaciju NCAM [32]. U stanicama karcinoma prostate adhezija se
postiZze ekspresijom B1 integrina, fosforilacijom kinaze fokalne adhezije (FAK) i pove¢anom
ekspresijom kinaza vezanih uz integrine. Kod glioblastoma se adhezija takoder postiZe
fosforilacijom FAK na Tyr397. Migracija stanica arterijskih glatkih misic¢a se postize pomocu
virusnog proteina US28 signalizacijom preko nereceptorskih tirozinskih kinaza Src i
fosforilacije FAK [11,33-36].

2.4. Utjecaj na angiogenezu

Tumorske stanice stvaraju vlastitu mrezu krvnih zila pomocu kojih se hrane, rastu i Sire
organizmom, a sam taj proces naziva se angiogeneza. Ljudski citomegalovirus utjece i na
angiogenezu tumora i to na nekoliko nac¢ina. UoCeno je da kemokinski receptor US28 kodiran
virusom potice stvaranje proangiogenskog fenotipa fibroblasta misa [37]. Kod mutanata u

genu US28 primijeceno je zakasnjelo stvaranje tumora. Takoder, dokazano je da US28 dovodi
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do angiogeneze u stanicama glioblastoma tako $to inducira stvaranje vaskularnih endotelnih
faktora. Zabiljezeno je i1 da ljudski citomegalovirus potice ekspresiju interleukina-8,
promotora angiogeneze tumora, tako $to njegov protein IE1-72 transaktivira 1L-8 promotor
preko transkripcijskih faktora NF-kB i AP-1. Kod glioblastoma je utvrdeno da
citomegalovirus sprjecava ekspresiju inhibitora angiogeneze trombospondina 1 i 2. Infekcija
endotelnih stanica dovodi do proangiogeneze tako §to se virus veze I prenosi signale preko

integrina 1, B3 i receptora epidermalnih faktora rasta [38-42].
2.5. Utjecaj na imunogeni¢nost karcinomskih stanica

Tumorske stanice moraju biti u stanju izbje¢i djelovanje imunoloskog sustava organizma u
kojem tumor nastaje. Proteini US2, US3, US6 i US11 ljudskog citomegalovirusa smanjuju
ekspresiju proteina klase 1 i klase Il glavnog kompleksa histokompatibilnosti. Virusna
mikroRNA (miR-UL112) sprjeCava ekspresiju lanca B povezanog s klasom 1 glavnog
kompleksa histokompatibilnosti. 1 lanac B povezan s klasom | glavnog kompleksa
histokompatibilnosti i UL16 protein virusa djeluju kao stani¢ni ligandi koji aktiviraju receptor
NKG2D u prirodnim ubilackim stanicama, ¥/6 T stanicama, CD8+ (citotoksi¢nim T
limfocitima) stanicama. Drugi virusni proteini poput UL18 i UL40 inhibiraju odgovor
ubilackih stanica preko receptora CD94/NKG2A [43-48]. Imunoloski odgovor stanice Se
izbjegava i proizvodnjom imunosupresivnih citokina. Primjerice virusni IL-10 (cmvIL-10)
ima sli¢na imunosupresivna svojstva kao 1 onaj kojeg stvaraju ljudske stanice. Javlja se
tijekom latentne infekcije tako S$to dolazi do alternativnog prekrajanja regije UL11lla
transkripta. Uoceno je i da ljudski citomegalovirus poti¢e stvaranje stani¢nog
imunosupresivnog transformirajuéeg faktora rasta f1 (TGF-B1) u stanicama glioblastoma,
osteosarkoma i akutne limfoblasti¢ne leukemije. Sam TGF-B1 stimulira replikaciju virusa u
stanicama kulture (Slika 1). Primijecena je i regulacija transkripcije TGF-B1 preko interakcije
virusnog IE2-86 proteina s proteinom koji se veze na DNA Egr-1. Aktivacija TGF-B1 se
postize i djelovanjem integrina a,fs, dOK se ekspresija samog integrina u endotelnim
stanicama inducira virusom. Na taj nain se postize replikacija virusne DNA 1 utjeCe na

odgovor imunoloskog sustava na pojavu tumorskih stanica [49-56].
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Slika 1. (A) Utjecaj genskih produkata virusa HHV5 na lizu tumorskih stanica preko T-
stanica. (B) Utjecaj genskih produkata i mikroRNA virusa HHV5 na lizu tumorskih stanica

preko prirodnih ubilackih stanica [11].
2.6. Utjecaj virusa na stabilnost kromosoma

Jo§ od 1972. se zna da infekcija citomegalovirusom dovodi do loma kromosoma te u
kombinaciji s citotoksi¢nim tvarima uzrokuje povecanje genotoksicnog uc€inka. Lomovi se
najc¢e$¢e dogadaju u regijama gq42 i 21 kromosoma 1. Mjesto cijepanja ukljucuje lokus
ADPRT vazan za replikaciju i popravak DNA. Smatra se da se gen za supresiju tumora
karcinoma dojke nalazi na mjestu 1g21-31 [57-63].



3. LJUDSKI CITOMEGALOVIRUS | KARCINOM
DOJKE

Vodeéi uzrok smrti kod zena oboljelih od malignih tumora predstavlja karcinom dojke koji
nastaje u stanicama koje okruzuju kanale za produkciju mlijeka u mlije¢nim zlijezdama. Rijec
je o heterogenoj bolesti. Klasificiraju se u 5 intrinzi¢nih podtipova: bazalni tip, normalni tip,
luminalni karcinom tipa A i B te tip ERBB2+. Karcinomi dojke luminalnog tipa A imaju
visoku ekspresiju estrogenskih i progesteronskih receptora, dok su oni luminalnog tipa B
pozitivni na ekspresiju estrogenskih receptora, ali imaju visoki histoloski gradus i visoki

stupanj proliferacije [64-66].

Dugo se pokuSavalo pronai poveznicu izmedu razli¢itih virusa i karcinoma dojke. U
uzorcima oboljelih su dosad pronadeni Epstein-Barrov virus, ljudski endogeni adenovirus,
ljudski papiloma virus, JC i BK poliomavirusi te ljudski citomegalovirus [67-71]. Primije¢ena
je pozitivna korelacija virusa HHV5, razine antitijela 1gG i razvoja karcinoma jer je kod osoba
oboljelih od karcinoma dojke evidentirana povec¢ana koncentracija HHVS5 IgG [72]. Najveci
izvor transmisije virusa kod rodilja je mlijeko [73,74]. Antigeni virusa su pronadeni u epitelu
zdravog tkiva dojke kao i karcinomskog. Vise studija je pokazalo prisustvo nukleinskih
kiselina i proteina virusa HHVS u tkivu oboljelih, ali su postojala i istrazivanja kod kojih nije

dokazana povezanost virusa i razvoja karcinoma dojke [75,76].

Monociti i makrofagi su vazna spremista virusa HHV5 u organizmu. Infekcija monocita (M1)
virusom moZe dovesti do njthove polarizacije u upalne makrofage (M2) koji pokazuju
osobine imunosupresivnih makrofaga (M3) (Slika 2). Makrofagi M1 luc¢e upalne faktore
poput TNFalpha, IL-6, i sintaze 2 dusikova oksida te se sekrecija ovih citokina povezuje s

nastankom malignog tumora.
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Sika 2. Polarizacija makrofaga djelovanjem HHV5 [77].

Najveci dio makrofaga vezanih uz tumore ¢ine polarizirani makrofagi M2 koji luce velike
koli¢ine imunosupresivnih citokina poput IL-10 i TGFp te vrlo malo proupalnih citokina [78-
83].

Postoji nekoliko zajednickih signalnih putova u djelovanju virusa HHV5 i razvoja karcinoma
dojke koji ukljucuju aktivnost kaskadnih reakcija STAT3, PI3K, NF-kB, MAPK. Jedan od
lijekova koji djeluje na ove kaskadne reakcije i koristi se u lijeCenju karcinoma dojke je
Sorafenib. Za Sorafenib se zna i da sprjecava replikaciju HHV5 in vitro tako §to inhibira
djelovanje nekoliko tirozinskih proteinskih kinaza kao §to su VGFR, PDGFR i sli¢no [84-87].



4. LIJUDSKI CITOMEGALOVIRUS | RABDOMIOSARKOM

Rabdomiosarkom je maligni tumor koji se razvija iz embrijskih mezenhimskih stanica s
potencijalom da se diferenciraju u popre¢no prugaste misice. Najce$¢e se razvija kod djece.
Javlja se u tri podtipa: pleomorfni, embrijski (botrioidini) i alveolni. Pleomorfni je jedini
podtip koji se CeS¢e javlja kod odraslih. Kod oboljelih od ovog podtipa javljaju se velike
stanice s velikom jezgrom i nepravilne vakuole u citoplazmi. Ucestale su mitoze. Histoloski
se prepoznaje po popreénim prugama u citoplazmi stanice. Embrijski podtip se najcesce
razvija kod djece do pet godina starosti i to u uretri, rodnici, mokraénom mjehuru i Zu¢nim
vodovima. Nalik je na grozdastu masu, a na histoloskom prerezu je bijelosive boje, mekan i
drobljiv. Alveolni podtip se moze razviti kod djece i mladih osoba i to naj¢esée na nadlaktici i
podlaktici. Izgleda kao mekan, sivobijeli tumor koji na histoloSkom prerezu moze biti cistican
i nekrotican [88].

U jednom istrazivanju utvrdena je prisutnost proteina IE1 ljudskog citomegalovirusa u svim
uzorcima pleomorfnog rabdomiosarkoma te u 90% pedijatrijskin rabdomiosarkoma
(embrijskih i alveolnih).

HHVS-pp6s &%

B
100%
80%
60%
40% pedijatrijski RMS
(n=10)
20%
0%
HHYSJEI HHV5-pp65
antigen antigen

Slika 3. (A) Imunohistokemijsko odredivanje prisutnosti IE1 i pp65 virusa HHV5 [89].
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(B) Prisutnost antigena IE1 i pp65 u pleomorfnim i pedijatrijskim rabdomiosarkomima (C)
hibridizacija in situ za dokazivanje prisutnosti virusa HHV5 u pleomorfnim
rabdomiosarkomima. Poli T RNA, komercijalno dostupna RNA-proba koja prepoznaje rane

nespecifiéne gene virusa HHVS5, koriStena kao pozitivna kontrola [89].

Lancanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu dokazana je i ekspresija gena za
proteine UL83 i UL146. U svim uzorcima, i pleomorfnim i pedijatrijskim, utvrdena je
prisutnost virusne RNA . Zdravo tkivo nije bilo pozitivno ni za proteine ni RNA virusa.
Takoder, u svim pleomorfnim te vec¢ini pedijatrijskih rabdomiosarkoma pronaden je protein
pp65 koji se javlja tijekom aktivne virusne transkripcije. Pretpostavlja se da citomegalovirus
moze potaknuti tumorigenezu u organizmima s genetskim aberacijama poput heterozigotnih

Trp53"" miseva koristenih u ovom istrazivanju (Slika 3) [89].

Dosad su u primije¢ene Ceste mutacije TRP53 kod oboljelih od rabdomiosarkoma. Takoder,
zna se da citomegalovirus utjeCce na mnoge signalne putove dovode¢i do pojave
rabdomiosarkoma djeluju¢i na faktore rasta nastale iz trombocita (PDGFR), faktore rasta
fibroblasta (FGF), faktore rasta koji nalikuju inzulinu (IGF), ali, virus HHV5 stupa i u
interakcije s p53 tako §to UL44 inhibira transkripciju p53 [11,90].

U istraZivanjima provedenim na miSevima heterozigotnim za Trp53+/'zara2enim s MCMV-om
(mi§jim citomegalovirusom, eng. murine cytomegalovirus) je pokazano da MCMV ubrzava
proces stvaranja tumora kao $to su limfomi, osteosarkomi, fibrosarkomi, ali i pleomorfni

podtip rabdomiosarkoma [89].
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5. POVEZANOST GLIOBLASTOMA | MEDULOBLASTOMA S
LJUDSKIM CITOMEGALOVIRUSOM

Najces¢i maligni tumori koji se javljaju na mozgu su glioblastomi kod odraslih te

meduloblastomi kod djece.

Prosje¢na dob oboljelih od glioblastoma je 64 godine [91,92]. Prema malignosti se svrstavaju
u Cetiri stupnja ili gradusa. Prvi stupanj je benigan, stanice sporo rastu i moze se lijeciti
kiruskim uklanjanjem. Drugi stupanj tzv. difuzni astrocitom ceS¢e zahvaca mlade odrasle
osobe i moZe napredovati prema visem stupnju. Cak 82% oboljelih spada u tre¢i, anaplasti¢ni
astrocitom, ili Cetvrti, glioblastoma multiforme, graduse koji se smatraju najzlocudnijim i
pokazuje najmanju stopu prezivljavanja [92]. Samo 25-30% pacijenata dozivi dvije godine
nakon lijecenja koje ukljuCuje prilicno agresivne metode poput kiruskog odstranjivanja i

adjuvantne kemoterapije [93,94].

Dijele se na Cetiri podtipa. Proneuralni podtip pokazuje najveéi stupanj mutacija u tumor-
supresorskim genima IDH1 i PDGFRA. Prekomjerna ekspresija PGDFRA dovodi do
pojacanog rasta i ovaj podtip se najéeSce javlja kod mladih pacijenata. Klasi¢ni podtip
pokazuje povecanu koncentraciju EGFR, receptorskog proteina za epidermalne faktore rasta
koji, kad se faktori rasta vezu, $alje signale stanici da nastavi rasti. Mezenhimski podtip
ukljuéuje mutacije u tumor-supresorskom genu NF1. Cetvrti, neuralni, podtip pokazuje
mutacije u prethodno navedenim genima, ali i u nekim neuralnim markerima poput NEFL,
GABRAL, SYT1 i SLC12A5 [95].

Meduloblastomi su tumori koji zahvacaju mozdano deblo. LijeCenje obuhvaca operacije,
kemoterapiju, radijaciju mozga i ledne mozdine i transplantaciju mati¢nih stanica. Veca je
stopa prezivljavanja u odnosu na glioblastome, ali se ¢esto kasnije javljaju problemi u razvoju

te neuroloski, neuroendokrini i psihosocijalni problemi [96,97].

Kod meduloblastoma je =zabiljezeno manje mutacija u odnosu na glioblastome.
Karakteristicne promjene ukljucuju promjene u signalnim putovima Shh i Wnt, prekomjernu
ekspresiju transkripcijskih faktora MYC i MYCN i aktivaciju protoonkogena GFI1 i GFI1B
[96,98-100]. Neki meduloblastomi ne pokazuju navedene pojave pa se smatra da je uzrok

njihovog nastanka epigeneticka promjena. Meduloblastomi se takoder mogu podijeliti u Cetiri
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podtipa s razli¢itim mjestom nastanka: Wnt (wingless), Shh (Sonic Hedgehog), 3. grupu
(,,klasi¢ni) 1 4. grupu (eng. prototypical medulloblastoma) [101-103].

| glioblastomi i meduloblastomi pokazuju visoku prisutnost ciklooksigenaze-2 (COX-2).
COX-2 je odgovorna za pretvorbu arahidonske kiseline u prostaglandine i eikozanoide i
sekreciju prostaglandina E2 koji poti¢e upalne procese. Stovise, §to je kod glioblastoma bila
veca ekspresija COX-2, doslo je i do vece proliferacije te se pretpostavlja da upalni procesi

igraju znacajnu ulogu u progresiji tumora [104-106].

Uz sve navedene promjene, veéina meduloblastoma i glioblastoma je i inficirana
citomegalovirusom. Citomegalovirus mora izbjeé¢i odgovore imunoloskog sustava domacina
te je stoga samo 45 od 180 njegovih proteina zaduzeno za virusnu replikaciju, dok ostali
obavljaju druge funkcije [107-112]. Neka novija istrazivanja pokazuju da citomegalovirus
translatira i veéi broj proteina [113,114]. Infekcija citomegalovirusom potice ekspresiju
ciklooksigenaze-2 i 5-lipoksigenaze koje ¢e dovesti do sekrecije prostaglandina E2.
Prostaglandin E2 djeluje kao inhibitor apoptoze, potice stani¢nu proliferaciju, angiogenezu te

stvara upalni mikrookolis koji pogoduje razvoju tumora [106,115-117].

Citomegalovirus inducira i transformirajuéi faktor rasta TGFB koji dovodi do tranzicije
epitelnihn  u mezenhimske stanice stvaranjem prekida kontakta medu stanicama i
remodeliranjem citoskeleta. U stanicama epitela uzgojenim in vitro zarazenim
citomegalovirusom pokazano je da virus aktivira TGFp preko metaloproteinaze-2 (MMP-2).
Pretpostavlja se da se indukcija metaloproteinaze-2 vrsi preko virusnih proteina CMV IE72 ili
IE86 te da sama MMP-2 dovodi do degradacije izvanstanicnog matriksa §to u konacnosti
moze dovesti do pojave metastaza. Takoder, smatra se da protein CMV-a US28 ulazi u
interakcije s kinazom GSK3p koja fosforilira i kontrolira onkogene transkripcijske faktore
[118-120].

Dokazano je za transformirajuéu regiju II (mtrll) da moze promijeniti fibroblaste glodavaca.
Rijec je o fragmentu DNA virusa HHV5 velikom 980-bp ¢iji se protein veze za p53 i inhibira
transkripciju gena aktiviranu pomocu p53 [121-125]. Brojna istrazivanja su pokazala
prisutnost virusne DNA i virusnih proteina u meduloblastomima i glioblastomima. U
stani¢noj kulturi meduloblastoma je utvrdena ekspresija markera “mati¢nih” stanica
meduloblastoma CD133 i CD15. Rije¢ je o “nezrelim” stanicama koje slabije proliferiraju, ali

su i otpornije na terapije u odnosu na diferencirane karcinomske stanice. Mogu se jo$ pronaci
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pod nazivom stanice koje iniciraju tumore. Kad se takve stanice zaraze virusom HHV5, mogu

se odvojiti i pronaci u cirkulaciji i u krvozilnom i limfnom sustavu [3,126-128].

Virus HHV5 najvjerojatnije potice ekspresiju COX-2 u meduloblastomima. Inhibitori COX-1
I COX-2 se, u kombinaciji s anti-CMV lijekovima poput Ganciclovira i Valganciclovira,
koriste za sprjecavanje replikacije virusa. Mnoga istrazivanja potvrduju njihovo sinergisti¢no
djelovanje [3,116,129,130]. Nekoliko istrazivanja dosad je pokazalo da Aspirin, neselektivni
COX inhibitor, znazajno sprjecava razvoj karcinoma i metastaza. Aspirin trajno inhibira i
COX-1i COX-2 acetiliraju¢i hidroksilnu skupinu Ser516 u aktivnom mjestu ciklooksigenaze.
Ciklooksigenaze umjesto prostaglandina proizvode lipoksine koji ne dovode do upalnih
procesa i na taj nacin se sprjeCava nastanak i Sirenje tumora [131-135]. Cidofovir, anti-CMV
lijek, se takoder pokazao uspjeSnim u sprjecavanju rasta tumora glioblastoma. On selektivno
inhibira DNA polimerazu virusa. Inhibira i ljudsku, ali u puno manjoj mjeri. Ugraduje se u
virusnu DNA i tako sprjecava njezinu sintezu tijekom umnozavanja virusa [136]. Uocena je i
mogucénost imunoterapije pomocu T stanica specificnih na HHVS. Dokazano je da takve
stanice mogu unistavati autologne stanice glioblastoma u uvjetima in vitro, ali ta metoda se

jos uvijek istrazuje [137,138].
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6. UTJECAJ LJUDSKOG CITOMEGALOVIRUSA NA
POJAVU KOLOREKTALNOG KARCINOMA

Kolorektalni karcinom je tre¢i naj¢eséi uzro¢nik smrti kod ljudi oboljelih od malignih bolesti.
Na pojavu karcinoma utjecu brojni ¢imbenici kao §to su ishrana, nacin zivota, okolis, genske
promjene, ali i infekcije patogenima poput bakterije Haemophilus influenze ili infekcija
razli¢itim virusima. Neki od virusa ¢ija je prisutnost dosad uocena u tkivima kolorektalnog
karcinoma su Epstein-Barrov virus, ljudski papiloma virus, herpes virus i ljudski
citomegalovirus. Terapija je ili kiruSka ili adjuvantna. Histoloski je rije¢ o adenokarcinomu, a

u debelom crijevu razlikujemo dva oblika: polipoidni i anularni [139-141].

Pretpostavlja se da se u karcinomskim stanicama reaktivacija virusa iz latentne faze odvija
zbog utjecaja polimorfizama gena za citokine. Za razliku od istrazivanja na tkivima drugih
karcinoma, u adenokarcinomima je prisutnost virusne DNA i proteina znatno varirala, tj. u
nekim tkivima adenokarcinoma je utvrdena prisutnost virusa (Slika 4), dok u drugim nije
uocena prisutnost ni virusne DNA ni proteina. Razlog tome moze biti da su virusni proteini
bili mutiranog fenotipa pa se na njih nisu mogla vezati specificna antitijela ili su se tkiva
drzala u formalinu tijekom pripreme uzorka predugo $to je dovelo do razgradnje njihove
DNA pa prepoznavanje virusne DNA nije bilo uspjesno u usporedbi sa svjezim tkivima, a

moguce je i da se virus nije detektirao PCR-om jer tkivo nije bilo inficirano virusom [139].

Slika 4. Detekcija virusa HHV5 u tkivu kolorektalnog tumora (1-13); c- negativna kontrola,
c+ pozitivna kontrola; M: marker 100 pb; Detekcija virusa HHV5 u netumorskom tkivu (14-
27) [139].
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Iako su rezultati istrazivanja povezanosti virusa HHVS 1 kolorektalnog karcinoma bili
oprecni, ranije navedeni primjeri utjecaja virusa HHV5 na pojavu drugih tumora upuéuju na
vaznost nastavka istrazivanja u smjeru dokazivanja ili opovrgavanja korelacije virusa i

kolorektalnog karcinoma.

7. ZAKLJUCAK

Proteini i DNA ljudskog citomegalovirusa pronadeni su u tkivima brojnih malignih tumora te
se pretpostavlja da imaju znacajnu ulogu u njihovom razvoju i $irenju. Neki od mehanizama
kojima CMV utjeCe na transformaciju stanica ve¢ su otkriveni i opisani u dosadasnjim
istrazivanjima, ali je joS puno toga vezanog uz njegovu funkciju i princip djelovanja ostalo
neistrazeno 1 nepoznato te je vazno nastaviti proucavati njegovu ulogu u tumorigenezi.
Potrebno je i razvijati terapeutike koji ¢e utjecati na replikaciju virusa jer bi se na taj nacin
vjerojatno moglo utjecati i na napredovanje karcinoma, posebice proucavati sinergisti¢ne

ucinke vise razli¢itih antivirusnih lijekova.
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9. SAZETAK

Ljudski citomegalovirus je herpes virus koji uzrokuje latentne infekcije s moguénoséu
reaktivacije. Prisutnost njegovih proteina i nukleinskih kiselina je zabiljezena u tkivima
brojnih  malignih  tumora poput glioblastoma, meduloblastoma, neuroblastoma,
rabdomiosarkoma, karcinoma dojke, kolorektalnog karcinoma, itd. Ne smatra ga se
onkogenim virusom, nego virusom koji sudjeluje u procesu “onkomodulacije”. Preko svojih
proteina i nekodiraju¢ih RNA utjece na proliferaciju, prezivljavanje, invaziju, imunogeni¢nost
tumorskih stanica i stvaranje faktora angiogeneze. Usprkos brojnim istrazivanjima, sam
proces onkomodulacije jo§ uvijek nije u potpunosti definiran. Potrebno je jo$ raditi na
standardizaciji metoda detektiranja infekcije virusom, ali je bitan cilj i razviti terapeutike koji
¢e sprijeciti replikaciju virusa ili djelovati na njegove regulacijske proteine i nekodirajuce
RNA.

10. SUMMARY

Human cytomegalovirus is a herpes virus that causes latent infections with a possibility of
reactivation. Viral proteins and HHV5 nucleic acids have been found in tissues of numerous
malignant  tumors such as glyoblastomas, medulloblastomas, neuroblastomas,
rhabdomyosarcomas, breast carcinoma, colorectal carcinoma, etc. HHVS is not regarded as
oncogenic virus, but rather as a virus that takes part in process known as “oncomodulation”.
Activity of its proteins and noncoding RNAs influence proliferation, survival, invasion and
immunogenicity of tumor cells and production of angiogenic factors. Despite the fact that
many researches have been done on this topic, the process of oncomodulation is not fully
understood. It is necessary to standardize sensitive techniques to detect infection, but one of
the central aims remains to be development of therapeutic strategies that will prevent HHV5

replication or target its regulatory proteins and noncoding RNAs.
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