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INTRODUCCIO

Un nombre important de virus tenen potencial oncogenic, és a dir, tenen la
capacitat d'induir en ceHules animals el tipus de proliferacié cellular que porta al
desenvolupament de tumors malignes. Tant virus amb ADN com virus amb ARN
poden produir aquest canvi al comportament cellular, alguns al seu hoste natural
i d’altres a hostes diferents. En qualsevol cas, depen de determinants genétics
tant del virus com de I'hoste, és a dir, que igual com amb altres caracteristiques
genctiques hi ha una variabilitat de les dues caracteristiques esmentades.

En el cas del virus es podria buscar una semblanca amb la diferéncia de
virulencia entre soques de bacteris patogens. Igualment entre una espécie de virus
oncogenics hi ha soques més oncogeniques que d’altres. Similarment com hi ha
hostes més susceptibles que d’altres a un bacteri patogen, també dins la mateixa
especie hi ha individus més susceptibles que d’altres que un virus provoqui on-
cogenesi.

Es clar que un coneixement dels factors genetics que sén responsables d’amb-
dues variabilitats €s necessari per a una millor comprensié i un possible control de
I'oncogenesi viral. En el treball que es desenvolupa a continuacié es revisen breu-
ment ambdos aspectes, a la vegada que es presenten dades experimentals de dos
tipus de recerca fets per a intentar una millor comprensié del factors genctics de
virus i hoste que afecten I'oncogeénesi viral.

VARIABILITAT DE LA CAPACITAT ONCOGENICA DELS VIRUS

No tractem aqui de fer una revisié6 a fons del tema, sin6 que només volem
descriure uns exemples iHustratius. Observant fets no provocats en el laboratori
trobem exemples tant entre els virus ADN com entre els ARN. El virus d’Epstein-
Barr és un herpesvirus aillat originalment de cultius de limfoblasts provinents
de biopsies de limfomes de Burkitt (Epstein i Barr, 1964). Adams i collaboradors
(1976) han demostrat que ’ADN del virus d’Epstein-Barr isolat d’un limfoma de
Burkitt té un pes molecular de 106 X 10¢ daltons, mentre que el dels virus aillats
de malalts de mononucleosi infecciosa té un pes molecular de 94 X 10% daltons.
Tanmateix, proves d’hibridacié dels respectius ADNs indiquen que son el mateix
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virus i que tan sols es diferencien perque el segon ha perdut un tros del seu ADN
de manera que poden ser considerats virus defectius.

També hi ha una serie d’interaccions entre membres del grup de virus del
sarcoma i de la leucosi de les aus ben demostratives del fet. Dins aquesta espécie
de virus hi ha diferents subgrups, alguns dels quals tenen més potencial oncogeénic
que d’altres. Alguns dels altims, com el RAV-60, poden veure incrementat el seu
potencial oncogenic per recombinacié amb virus endogens defectius de la mateixa
especie viral. Aqui també proves d’hibridacié demostren que els virus de més
gran potencial oncogenic, com la soca de Praga del virus associat al sarcoma de
Rous, tenen informacié genctica que falta per exemple al virus RAV-60 (Hana-
fusa i col., 1980).

A nivell d’estudis genctics de laboratori s’han trobat en certs casos soques
mutants defectives en la funcié génica necessaria per dur a terme la transforma-
ci6 celular (prova d’oncogénesi “in vitro”). En aquest sentit cal ressaltar els
estudis del gen A, el producte genic del qual és necessari perqué el virus tingui
potencial transformador. Mutants sensibles a la temperatura en aquest gen no
poden transformar a temperatura no permissiva i a més fan que quan es passen
les ceHules transformades de temperatura permissiva a temperatura no permissiva
perden les seves caracteristiques de cc¢Hules transformades i adquireixen el feno-
tip normal, i viceversa, és a dir, si es tornen a colocar a temperatura permis-
siva retornen a l'estat transformat. Per tant, es demostra que el producte del
gen A ¢és necessari per a l'establiment i el manteniment de l'estat transformat i,
per tant, possiblement de l'oncogenesi (Brugge i Buttel, 1975; Martin i Chou,
1975).

També els diferents virus de la leucosi i sarcoma de les aus han estat ob-
jecte d’estudi per Hanafusa i collaboradors (1979). Aquests autors han aillat di-
ferents soques mutants defectives en el gen src que no poden transformar. Tam-
bé han descrit que, utilitzant mutants sensibles a la temperatura, la transformaci6
¢és dependent d’aquesta. Estudis més recents indiquen que, encara que indirecta-
ment, hi podria haver un altre producte genic implicat en I'oncogénesi produida
pels virus tumorals ARN (Hanafusa i col., 1980).

ESTUDIS GENETICS A HERPESVIRUS

Encara que els herpesvirus constitueixen el grup de virus ADN amb més
representants oncogenics, la seva organitzacié genctica ¢s molt menys coneguda
que en els grups esmentats anteriorment. Aquesta manca de coneixenca és de-
guda amb tota seguretat al fet que el genoma dels herpesvirus és més gran i
complex. Dins d’aquest grup de virus I'’herpes simple de tipus 1 (HSV-1) ha estat
elegit per diferents laboratoris per a fer estudis genetics, ja que creixen damunt un
bon nombre de ceHules en cultiu, sén facils de manipular, i, encara que a petites
freqiiencies, indueixen transformacié ceHular (Duff i Rapp, 1971). També en
aquest cas molts dels estudis genetics a HSV-1 estan principalment dirigits al
descobriment del producte o productes génics implicats en I'oncogeénesi.

Aqui es descriuen breument alguns aspectes de la caracteritzacié d’un mu-
tant sensible a la temperatura de HSV-1, denominada tsJ12, que podria aportar
informacié d’alguna funcié genica que, encara que indirectament, pot influir en
la capacitat de HSV-1 de transformar c¢Hules.
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La soca mutant tsJ12 aillada per Schaffer i collaboradors (1973) produeix
nombres normals de virions envolts després d’un cicle de multiplicaci6é a la tem-
peratura no permissiva, segons s’observa al microscopi electronic. Malgrat aixo,
aquestes particules obtingudes a temperatura no permissiva sén molt poc efi-
cients en la iniciacié d’'un nou cicle de multiplicacié quan s’utilitzen per a infec-
tar c¢Hules a temperatura permissiva. A la taula 1 es pot veure que la relacié

TAauLa 1. — PRODUCCIO DE PARTICULES FISIQUES (PF)
UNITATS FORMADORES DE CALVA (UFP) DEL MUTANT
TsJ12 A 39 °C.

Estoc PF/ML, UFP/ML.
1 5,0 X 108 7,0 X 103
2 7,2 X 10° 1,0 X 10°
3 4,5 X 1010 1,0 X 10°

entre unitats infeccioses (UFP) i les particules fisiques (PF) és aproximadament
1.5 X 1075, mentre que en estocs de virions del tipus salvatge aquesta relacié sol
ser d’1 X 107 i en el pitjor dels casos és 1 x 1072, Es sabut que en els estocs
de virus sempre hi ha un nombre molt gran de particules no infeccioses.

A més, aquestes particules no poden induir a les célules que infecten cap
tipus de resposta de les produides per les particules infeccioses, és a dir: a) efecte
citopatogenic; b) sintesi d’ADN viral; c) sintesi de proteines viriques, i d) inhi-
bicié de la sintesi de macromolécules de I'hoste.

Per un altre costat, tenim que ’ADN extret d’aquestes particules no infec-
cioses, en experiencies de transfeccid, és tan infecciés com I’ADN extret de virus
del tipus salvatge (Taula 2).

TAuLA 2. — INFECTIVITAT A 34 °C I 39 °C DE L'ADN EX-
TRET DE VIRIONS DEL MUTANT T1sJ12 OBTINGUTS

A 39°C.
Experiéncia Virus UFP/G (34 °C) UFP/G (39 °C)
1 TSJ12 35 0
2 TSJ12 175 0
3 TSJ12 30 0
4 TsJ12 25 0
5 TS (tipus 23 14
salvatge)

Per tal de veure per que els virions d’aquest mutant obtinguts a temperatura
no permissiva fallen en el procés d’infeccid, es varen fer dos tipus d’experiéncies
ben diferenciades.
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En primer lloc, es varen fer créixer virus del mutant a temperatura no per-
missiva en presencia de *H-timidina. Després es va infectar una monocapa de
ceHules amb aquests virions marcats. Al cap d’una hora es varen separar els nu-
clis de la resta del material cellular. Es va recuperar de la fraccid nuclear un
percentatge d’ADN marcat del mateix ordre tant a les céHules infectades amb
tsJ12 com en les cclules infectades amb virus del tipus salvatge (Taula 3), i es

Taura 3. — LOCALITZACIO DE L’ADN DE T1sJ12 DESPRES D'INFECCIO AMB
VIRIONS PRODUITS A 39 °C I MARCATS AMB *H-TIMIDINA.

% de cpMm a la

% d’incorporacié de % de cpM a la fraccié citoplasma-
*H-Timidina (cpMm) fraccié nuclear tica
Experiment T8J12 TS T8J 12 TS
1 NC NC 85/15 58/42
2 20 21 46/54 43/57
3 17 18 63/37 63/37
4 23 25 72/28 61/39
5 NC NC 71/29 58/42

demostrava aixi que les fases d’absorcid, penetraci6é i perdua de cobertes tenen
lloc i que 'ADN arriba al nucli on, aixi i tot, no es multiplica.

Finalment, les dades de complementacié genica entre particules de tsJ12
obtingudes a temperatura no permissiva i d’altres mutants (Taula 4) indiquen que

Taura 4. — DADES DE COMPLEMENTACIO UTILITZANT
VIRIONS DE T7sJ 12 PRODUITS A 39 °C 1 34 °C RESPECTI-

VAMENT.
Mutant complementari 18J12 (39 °C) 18J12 (34 °C)
TSB2 70,0 6,9
TSE6 8,1 10,0
TSF18 3,6 300,0
TSG8 4,7 5,3
TsK13 37,0 540,0
TSN20 49,1 550,0
1SO22 10,0 160,0

aquestes particules es multipliquen sempre que alt'res mutants aportin una fun-
ci6 genica que falla en aquestes particules. Es a dir, que el mutant tsJ12 t¢ un
defecte en el seu genoma que fa que quan els virions creixen a temperatura no
permissiva presentin un defecte en algun tipus d’interaccié entre alguna protei-
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na del viri6 i TADN que fa que aquest no pugui ser tan sols transcrit una vegada
dins del nucli de la celula infectada.

Si considerem que en els virus ADN la transformacié implica la incorpora-
ci6 de 'ADN viric a 'ADN cellular, un defecte d’aquest tipus podria fer que les
particules que el duen tinguessin un poder oncogeénic incrementat, ja que la pre-
séncia de ’ADN en el nucli de ceHules que no seran destruides per la multipli-
caci6 virica augmenta les probabilitats que tingui lloc la integraci4é en I’ADN
cellular i per tant que tingui lloc el procés de transformacié oncogenica.

VARIABILITAT DE LA SUSCEPTIBLITAT DE L’HOSTE A L’ONCOGENESI VIRAL

La preséncia de gens de virus tumorals en c¢Hules que aparentment no pre-
sentaven cap tipus d’infecci6 ja va ser intuida per Duran-Reynals (1953) en els
seus treballs sobre carcinogeénesi viral i quimica. Aquest fet implica I'existéncia
de certs factors genctics de I'’hoste que exerceixen la seva accié sobre uns quants
virus oncogenics.

En aquest treball esmentarem només uns quants casos dels més coneguts
i després tractarem de forma més completa un d’ells a tall d’exemple.

Els estudis més complets sobre el tema corresponen a factors de I'hoste que
estan relacionats amb l'oncogenesi causada per virus que pertanyen a dues fa-
milies virals; herpesvirus i retrovirus. Dins dels herpesvirus un dels més seriosos
candidats per a ser considerat com oncogenic és el virus d’Epstein-Barr. El lim-
foma de Burkitt es presenta predominantment en certs grups de nens africans, en
zones de molta calor i alta pluviositat. Es dona també en altres llocs en condi-
cions climatologiques similars a les esmentades abans. El virus d’Epstein-Barr
no ha pogut ser isolat directament en biopsies del tumor, perd s’hi han trobat di-
versos antigens especifics (Henle i Henle, 1973). S’ha vist posteriorment que molts
adults normals son portadors d’anticossos contra el virus d'Epstein-Barr. Hi ha
teories que afirmen que aquests virus també relacionats amb el cancer nasofarin-
gic, actuen com potencials oncogens que es troben reprimits per algun factor de
I'’hoste pel qual és necessaria 'accié d’un cofactor, geograficament distribuit, com
pot ser la malaria, perqué s’inicii el mecanisme que déna lloc a la neoplasia (Ka-
fuco i Burkitt, 1970).

Dins els retrovirus s’han desenvolupat estudis molt complexos sobre la rela-
cié hoste-virus i la seva influencia en I'oncogeénesi. Els virus de la leucosi de les
aus causen diferents malalties neoplasiques en els pollastres. Tots ells hereten
congenitament el material genctic viral integrat en forma de provirus en el genoma
celular, malgrat que poden no expressar mai el virus infecciés. Un altre virus
oncogenic d’aus, el virus del sarcoma de Rous, ha estat objecte d’estudis molt
complets, els quals han portat al coneixement de cinc genotips diferents en el
pollastre que manifesten una especificitat determinada per quatre subgrups del
virus (Duff i Vogt, 1969).

El virus del tumor mamari del ratoli presenta també una restriccié dependent
de I'hoste. La infeccid, la transmissi6 i el potencial oncogeénic d’aquest virus de-
penen del genotip de la soca de ratoli infectada (Daams i col., 1968).

Tractarem ara amb més detall la relacié hoste - complex viral en la leucémia
murina.



72 XI.. CONGRES DE METGES I BIOLEGS DE LLENGUA CATALANA

LA LEUCEMIA MURINA

La denominada leucemia murina o del ratoli és una limfosarcomatosi disse-
minada que apareix espontaniament en el ratoli amb una incidéncia molt varia-
ble, dependent de la soca de ratoli que la pateix. Es va considerar com I’agent
etiologic de la malaltia un virus de tipus C de la leucémia del ratoli (MuLV)
aillat per Gross (1951) i que és transmés a la descendéncia amb caracter domi-
nant. Es coneixen actualment tres subespécies del virus de la leucémia de Gross
que estan relacionades amb els limfomes que esmentem. En primer lloc, es troba
en animals joves de soques d’alta freqiiéncia de leucémia un virus ecotrdpic, és
a dir, que replica només sobre ceHules de ratoli, de tropisme N, o sigui, que
replica preferentment sobre céllules derivades a partir d’embrions de ratoli NIH.
Els virus de tropisme B repliquen millor sobre cé¢Hules d’embrions de ratoli
BALB/c. La susceptibilitat d’'una soca de ratoli enfront d’aquests virus ecotro-
pics ve determinada pel locus Fv-/ situat en el cromosoma 4 (Hartley i col.,
1970). Posteriorment, va ser detectada una altra subespécie del MuLV deno-
minada xenotropica en ratolins amb més de sis mesos d’edat de soques que pre-
senten una alta incidencia de leucémia espontania. Aquesta subespecie viral ve
definida per la seva incapacitat a replicar sobre c¢Hules de ratoli, malgrat que
ho pot fer sobre celules d’altres especies heterdlogues (Levy, 1973). Finalment,
s’ha descrit en ratolins leucémics una tercera subespecie de MuLV, denominada
amfitropica, que té caracteristiques tant ecotropiques com Xxenotropiques i que
apareix com a producte de la recombinacié de les dues subespécies descrites abans
(Hartley i col., 1977).

Taura 5. — DADES SOBRE LA INCIDENCIA DE LEUCEMIA
DESENVOLUPADA ESPONTANIAMENT PELS RATOLINS
ESTUDIATS.

Tant per cent

Nombre d’animals  Vida mitjana
Ratoli d’animals leucémics de I'animal
AKR 25 96 246 D
ST/b 30 10 > 500 b
BALB/c 27 4 > 500 b.
RF/J 25 36 > 500 p.
AKR X ST/b 21 88 280 b
AKR X BALB/c 40 5 > 500 p.
AKR X RF/J 22 33 > 500 b.

En la Taula 5 es presenten dades sobre la incidéncia espontania de leucemia
que desenvoluparen quatre linies consanguinies i els hibrids dels encreuaments de
la soca AKR amb les altres tres. La soca AKR presenta una incidéncia molt
alta en individus de pocs mesos, mentre que els ratolins RF/J, BALB/c i ST/b
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la pateixen amb una incidéncia molt més petita i més tard. En els hibrids veiem
que només els AKR X ST/b tenen una incidéncia comparable a la dels pares
AKR. Hom pot deduir que mentre que el ratoli ST/b sembla no posseir cap gen
dominant que pugui suprimir el fenotip d’alta leucemia de 'AKR, les soques
BALB/c i RF/J exerceixen aquesta supressié de la malaltia.

En la Taula 6 es troben esmentats els resultats de les titulacions d’ambdos
virus ecotropics de tropisme N i xenotropic, en els ratolins estudiats. S’observa

TavLa 6. — NIVELLS DE MuLV TROBATS EN ELS RATOLINS ESMENTATS EN
AQUESTA PUBLICACIO.

MuLV ecotropic de MuLV xenotropic

tropisme N als 2 me- als 6 mesos d'edat
Ratoli Tipus de Fv-1 sos d’edat (a) (b)
AKR Fv-1n + + + +
ST/b Fv-1n R —
BALB/c Fv-1b R —
RF/J Fy-In + -
AKR X ST/b Fy-1n/Fy-In + + + +
AKR X BALB/c Fv-11/Fy-1? - -—
AKR X RF/jy Fy-1n/Fy-In —
(a) +++ UFP/O,1 g. de melsa > a 10%.
+ UFP/0,1 g de melsa > a 10
(b)y + Focus antiserum fluorescent > 60 %.

que un titol elevat de MuLV ecotropic no és suficient perqué aparegui la leucémia
amb una incidéncia alta, ja que els hibrids AKR X RF/J tenen un titol molt alt
de virus i una incidéncia baixa de leucémia. Els resultats de les determinacions de
P'activitat xenotropica mostren que aquesta també es troba en les soques que
tenen una elevada incidéncia de limfoma espontani.

El gen Fv-1 té dos allels que determinen la susceptibilitat d’'una soca de
ratoli a ser infectada per un virus ecotropic. Els ratolins homocigotics Fv-1" sén
susceptibles a la infeccié d'un virus de tropisme N i resistents a un virus de tro-
pisme B. Els homocigotics Fy-1? presenten el model contrari. Els heterocigdtics
Fv-1n / Fy-1? s6n resistents a ambdos virus. En les linies consanguinies que es-
mentem només la BALB/c és portadora de I'allel Fv-1?. En I’encreuament d’a-
questa soca amb ’AKR, I'allel Fv-1?, heretat del pare BALB/c, suprimeix I'ele-
vat titol infecciés de ’AKR. Per aquest motiu, aquests hibrids tenen una incidén-
cia de leucemia baixa i tardana. Els altres dos encreuaments estudiats sén homo-
cigotics Fv-I1", la qual cosa fa que el virus de tropisme N, que és transmeés del
ratoli AKR a les respectives descendencies, no es trobi suprimit per I'allel d’a-
quest locus genctic, i el titol ecotropic viral dels hibrids és similar al del pare AKR.

Quin és, llavors, el mecanisme que suprimeix la leucémia en els hibrids
AKR X RF/J, aparentment relacionat amb una repressié del virus xenotropic?
De sortida, aquest mecanisme sembla no poder estar en funcié del locus Fv-1.
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Malgrat aquesta suposicio, varem voler assegurar-nos de la no participacié d’a-
guest gen en la resistencia a la leucemia d’aquest encreuament. Varem estudiar
el desenvolupament de la malaltia en retroencreuament (AKR X RF/J) X AKR,
la qual es presentava amb una incidéncia de prop d’un 50 %. Aixo ens indicava
que el mecanisme anava regit per un sol gen. El gen Gpd-1, que codifica dues
varietats electroforeticament diferents de I'enzim glucosa-6-fosfat deshidrogenasa
esta intimament acoblat al locus Fv-I (Rowe i col., 1973), per la qual cosa el
varem utilitzar com a marcador per a esbrinar si realment existia una diferéncia
en el locus Fv-1 entre els ratolins resistents i susceptibles a la leucémia. En la
taula 7 presentem les incidéncies de leucémia espontania en funcié del gen Gpd-t

TaurLa 7. — INCIDENCIA DE LEUCEMIA ESPONTANIA EN FUNCIO
DEL GEN Gpd-1 EN ELS RATOLINS (AKR X RF/J) X AKR

Num. total Num. ratolins Als 450
Alel Gpd-1 de ratolins (%) leucémics dies (%)
Gpd-1Y/Gpd-1° 23 57,5 19 82,6
Gpd-14/Gpd-1? 17 42,5 6 35.2
Totals 40 100 25 62,5

Gpd-1 mostrades pels ratolins (AKR % RF/J X ). Es comprova que els animals
homocigotics Gpd-1?, com el pare AKR, tenen una freqiicncia de leucémia molt
més elevada que els heterocigotics Gpd-1?/Gpd-1¢ com els ratolins de la primera
generacié filial. Aquestes dades indiquen que I'allel Fv-1" del ratoli RF/J és
capa¢ d’exercir una supressié de la leucémia de I'AKR. Aquest alel diferent
del Fv-1" de 'AKR i del Fv-1? del BALB/c, ha estat provisionalment denominat
Fy-nr i suprimeix la leucémia espontania del ratoli AKR en efectuar una repres-
si0 sobre el virus xenotropic sense afectar el virus ecotropic (Lilly i col., 1977).

Aquests resultats impliquen la necessitat de la preséncia simultania d’amb-
dues subespecies virals, ecotropica i xenotropica, per al desenvolupament espon-
tani de la leucémia. Només en una c¢Hula on estiguin presents les dues subes-
pécies virals esmentades podra apareixer un virus amfitropic, originat per una re-
combinacié dels virus ecotropic i xenotropic i que sembla que és Pautentic agent
causal de la leucemia del ratoli. Donat el cas que els genomes d’aquests virus
es transmeten a la descendéncia amb caracter dominant, es troben necessariament
en el ratolins hibrids d’encreuaments de soques d’alta i baixa incidencia de leu-
cémia. Quan el fenotip leucémic apareix com un tret recessiu, aixo es deu a la
preséncia d’algun gen de I'hoste, com el Fv-I que interfereix en el desenvolupa-
ment de la malaltia. Aquests gens poden en alguns casos ser inhibits per factors
externs, com agents carcinogens fisics i quimics, que provoquen en I’hoste una
immunosupressio i es desreprimeix I'efecte dels gens reguladors sobre els geno-
mes virals (Kaplan, 1967; M.L. Duran-Reynals i col., 1978).
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