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Characterization of Epstein-Barr virus proteins - their participation in latency and relation to oncogenesis

Abstract: Although the Epstein-Barr virus (EBV) infects more than 90% of the human population, the infection can have a broad range
of health consequences. The primary infection usually occurs during childhood, without any symptoms or with a mild illness. During
adolescent infection mononucleosis occurs in around 50% of individuals. This most extensively studied gammaherpesvirus is also
associated with various human malignancies such as Hodgkin's and non-Hodgkin's lymphomas, Burkitt's lymphoma, nasopharyngeal
carcinoma, AIDS-related lymphoproliferative disorders and X-linked lymphoproliferative disorder (Duncan's disease). All these tumors
are associated with the EBV latency cycle. Latently infected lymphocytes express the six nuclear antigens (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C
and -LP), three latent membrane proteins (LMP-1, -2A and -2B) and small, non-polyadenylated RNAs (EBER-1 and EBER-2). EBV can
transform and immortalise resting B-cells in cultures, which suggests that it may have oncogenic specificity. EBV has broad spectrum
of proteins, which mimic cellular proteins regulating cell cycle (BCRF-1, BDLF-2, BARF-1 and BHRF-1). These proteins interact with
or exhibit homology to a wide variety of antiapoptotic molecules, cytokines and signal transducers, hence promoting EBV infection,
immortalization and transformation.
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1. Wprowadzenie

Wirus herpes typu 4 (HHV-4), powszechnie nazy-
wany od nazwisk odkrywcéw wirusem Epsteina-Barr
(EBV), nalezy do podrodziny Gammaherpesvirinae,
rodziny Herpesviridae. Wspdlng cechg tej rodziny
jest zdolnos¢ ustalania latencji w komodrkach gospo-
darza. Podrodzina gammaherpeswirusow, do ktorej
oprocz EBV nalezy takze herpeswirus typu 8 (HHV-8)
wyrodznia si¢ nie tylko zdolnoscia do ustalania latencji
w limfocytach, lecz takze zdolnoscig do pobudzenia ich
proliferacji [74]. Znane sa dwa podtypy wirusa herpes
typu 4: EBV-1 i EBV-2 réznigce si¢ miedzy soba regio-
nem kodujacym antygen jadrowy wirusa Epsteina-Barr
(EBNA). Istnieje rdznica w lokalizacji geograficznej obu
typow wirusa: EBV-1 jest cze$ciej spotykany i dominuje
w Europie, EBV-2 wyodrebniony zostal w Afryce Cen-
tralnej i w Nowej Gwinei [27, 90].

Wedlug réznych zrédet zakazonych EBV jest 90-95%,
a w krajach rozwijajacych si¢ nawet 100% populacji.

Zakazenie najcze$ciej szerzy sie droga kropelkowa, rza-
dziej przez przetoczenie preparatéw krwiopochodnych
i przeszczepy. Okres inkubacji wynosi 30-50 dni [62].

2. Perspektywa historyczna

W 1958 roku Denis Burkitt prowadzit w Afryce
badania nad nowotworem rozwijajagcym si¢ u dzieci
mieszkajacych w rejonach dotknietych malarig. W swo-
jej pracy wysunal $miala na owe czasy hipoteze, ze
czynnikiem etiologicznym tego chloniaka moze by¢
wirus [7]. W 1961 roku z pracg tg zapoznal si¢ patolog
i ekspert mikroskopii elektronowej Michael Epstein.
W 1963 roku otrzymat on z Ugandy probki a w 1964
Michael Epstein i Yvonne Barr wyprowadzili
z biopsji chloniaka Burkitta (BL) linie¢ komorkowg
i odkryli w niej wirusa, ktory od ich nazwisk zostat
nazwany wirusem Epsteina-Barr [20, 21]. W surowi-
cach o0s6b chorych na BL stwierdzono réwniez wyzszy
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poziom przeciwcial przeciwko EBV niz u 0séb zdro-
wych. W 1968 roku He nle wykazal zwigzek pomiedzy
zakazeniem EBV a mononukleozg zakazng [36]. W tym
samym roku Pope udowodnil, ze EBV moze unie$mier-
telnia¢ limfocyty ludzkie [68]. W 1975 roku w komor-
kach chloniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardiowej
(NPC) metoda hybrydyzacji wykryto obecnos¢ DNA
EBV [63]. Dzigki tym eksperymentom oraz doswiad-
czalnemu wywolaniu chfoniakéw u naczelnych poprzez
zakazenie ich wirusem Epsteina-Barr udowodniono,
ze EBV jest wirusem powigzanym z rozwojem nowo-
tworéw. Bylo to pierwsze odkrycie wykazujace udziat
wirusa w procesie powstawania nowotworéw [80].
Obecnie EBV uwazany jest réwniez za istotny czynnik
ryzyka w rozwoju raka jamy nosowo-gardlowej, oraz
innych choréb nowotworowych uktadu krwiotwodrczego.

3. Budowa genomu

Wirus Epsteina-Barr zbudowany jest z ikosahedral-
nego kapsydu skladajacego sie ze 162 kapsomerdw,
o $rednicy okolo 100 nm, ktéry okrywa dwuniciowg
czasteczke kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA).
Kapsyd otoczony jest tegumentem czyli wnikajaca
miedzy kapsomery warstwa biatkowg i ostonka, ktora
tworzy podwojna warstwa lipidowa z glikoproteinami
(Rys. 1A). Ostonka zawiera antygeny, ktore wigza swo-
iste przeciwciata neutralizujgce wirusa i czesto réwniez
receptor dla Fc fragmentu immunoglobuliny.

Genom EBV to czastka linearnego, dwuniciowego
DNA, diugosci 172 kbp, kodujacego ponad 85 gendw
(Rys. 1B). Sklada si¢ z sekwencji krotkiej i diugiej, zawie-
rajacej fragmenty powtoérzone, sekwencje wewnetrznie
powtdrzone i terminalne.

Po fuzji z komodrka gospodarza nukleokapsyd
uwalniany jest do cytoplazmy a material genetyczny
transportowany do jadra komoérkowego. W zakazonej
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komorce genom wirusa przyjmuje zazwyczaj forme
pozachromosomalnego, kolistego episomu, ale czasami
moze tez ulega¢ integracji z chromosomami w formie
linearnego DNA. Forma episomalna zwigzana jest z fazg
latentng, liniowa z fazg lityczng wirusa [47, 73].

4. Zakazenie pierwotne - mechanizmy wnikania
wirionow i replikacji EBV

Zakazenie pierwotne zaczyna si¢ w jamie nosowo-
-gardlowej. Nastepuje tam fuzja wirionéw z komoérkami
epitelialnymi oraz limfocytami B. Rzadziej wirus zakaza
limfocyty T badz komérki NK (natural killer) [89]. Do
limfocytéw B wirus wnika do komorki taczac si¢ bial-
kami ostonki: gp350 i gp220 z receptorem komorkowym
CD21, ktory jest takze receptorem skladowej dopelnia-
cza C3d. Chociaz czgs¢ limfocytow T moze prezentowac
CD21 to jednak mechanizm wnikania do komérek T
i NK nie jest do konca wyjasniony. Komorki epitelialne
nie posiadaja w ogodle receptora CD21, zatem EBV musi
wykorzystywa¢ inny receptor [47, 48]. Proces ten jest
przedmiotem wielu badan i pojawiaja si¢ doniesienia
o wykorzystaniu jako alternatywnej drogi wnikania do
komorek epitelialnych migdzy innymi receptora IgA,
Czy wykorzystania kompleksu glikoproteinowego gHgL
do wigzania integryny avp6 i avp8 [13, 40, 96].

Po 4 godzinach od zakazenia rozpoczyna si¢ eks-
presia EBNA-2 (Epstain-Barr Nuclear Antigen-2)
i EBNA-LP (Epstain-Barr Nuclear Antigen-Leader
Protein), a w nastepstwie deregulacja cyklu komoérko-
wego i indukcja czynnikéw wzrostu. Po 12 godzinach
nastepuje ekspresja: LMP-1 (Latent Membrane Pro-
tein-1) oraz EBNA-3A, -3B, -3C co powoduje indukcje
receptora dla czynnikéw wzrostu, transformacje wzrostu
komorki, zahamowanie apoptozy i immunomodulacje.
Po 20 godzinach nast¢puje cyrkularyzacja genomu (two-
rzenie episomu) EBV i ekspresja EBNA-1 [49].

Glikoproteina

Ostonka

EBNA-1 LMP-1  LMP2A/2B

)}

) [allslfc] ] |

Wy

Rys. 1. A - budowa wirusa Epsteina-Barr, B - schemat budowy genomu EBV
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Rys. 2. Schemat wzajemnych oddziatywan pomigdzy biatkami EBV, czastkami regulatorowymi
i ekspresja DNA komoérkowego i wirusowego

Pomiedzy 24 a 72 godzing od zakazenia komorka
gospodarza ulega zmianom morfologicznym: $rednica
zwieksza si¢ o okolo 30%, jadro powieksza sie¢ i naste-
puje ekspresja HLA-DR [75]. W wyniku dziatania biatek
wirusa ekspresji ulega antygen CD23, ligand dla CD21,
co pozwala przekazywac sygnal pobudzajacy komorke
do proliferacji. Po 3-4 dniach nastepuje wejscie w faze S
cyklu komoérkowego [87]. Jednoczesnie z replikacja
DNA komorki nastepuje replikacja DNA wirusa.

W ponad polowie przypadkéw pierwotne zakaze-
nie EBV przebiega bezobjawowo lub bardzo tagodnie.
W wieku mlodzienczym zakazenie moze przybierac
posta¢ mononukleozy zakaznej (IM), samoograni-
czajacej si¢ choroby limfoproliferacyjnej krwi. Wsrod
wystepujacych dos¢ sporadycznie powikian wymienia
sie zesp6t Guillaina-Barra lub inne objawy ze strony
ukladu nerwowego. Niezwykle rzadko dochodzi do roz-
woju przewlektego zakazenia EBV [16, 19].

5. Molekularne podstawy zakazenia latentnego EBV

Odpowiedz immunologiczna, zaréwno humoralna
jak i komérkowa nie eliminuje EBV z zakazonego orga-
nizmu. Wirus ten wyksztalcit szereg mechanizméw
obronnych pozwalajacych na utrzymywanie infekeji
w komorkach gospodarza. Stan latencji ustala si¢ w lim-
focytach, material genetyczny wirusa przyjmuje forme

episomalnag, replikuje si¢ i jest przekazywany do komoérek
potomnych. W odrdznieniu od cyklu litycznego EBV,
podczas ktérego ekspresji ulega ponad 80 antygenow
w czasie zakazenia latentnego ma miejsce synteza tylko
czesci bialek wirusowych: szesciu antygenéw jadro-
wych (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, LP) , trzech biatek
membranowych (LMP-1,-2A i -2B) oraz dwoch matych
fragmentéw RNA (EBERs-1 i -2). Prawdopodobnie
ograniczenie ekspresji gendw w fazie latencji jest jed-
nym z gtéwnych mechanizméw ucieczki wirusa przed
mechanizmami obrony ze strony gospodarza [60].

Na rysunku 2 przedstawiono schemat wzajemnych
oddzialywan pomigdzy bialkami EBV, czgstkami regula-
torowymi i ekspresja DNA komodrkowego i wirusowego.

W ustalaniu latencji biorg udzial biatka: EBNA-1,
EBNA-2 i LMP-1, przy czym kluczowe jest EBNA-2,
ktore wraz z EBNA-1 stymuluje promotor LMP-1 [89, 98].

W zaleznosci od ekspresji antygenéw wyrdzniamy
cztery typy latencji. W przypadku latencji typu 0 wigk-
sz0$¢ limfocytoéw spoczynkowych pamieci nie wykazuje
ekspresji zadnych antygenéw wirusowych, co pozwala
im pozosta¢ niewidocznymi dla systemu immunolo-
gicznego gospodarza. Typ I latencji zwigzany z ekspre-
sja EBNA-1 i EBERs jest obserwowany w krazacych
komérkach B podczas ich podziatu oraz w chloniaku
Burkitta. W typie IT latencji obok EBNA-1 i EBERs ule-
gaja ekspresji takze LMP-1 1 LMP-2. Ten typ latencji
wystepuje w przypadku raka jamy nosowo-gardlowej,
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raka zoladka, choroby Hodgkina i chloniaka z ko-
morek T. W najbardziej immunogennym typie III laten-
cji dodatkowo wykrywane sg biatka z rodziny EBNA 3
(-3A, -3B i -3C). Dzieje sig¢ tak w przypadku pacjentow
poddanych immunosupresji, u ktérych rozwineta si¢
potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (PTLD)
oraz u chorych na AIDS, u ktérych stwierdzono chto-
niaka [30, 37, 98].

6. Bialka fazy latentnej

EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear Protein-1) to fosfo-
proteina wigzaca DNA, niezbedna do replikacji i zacho-
wania genomu EBV. Odgrywa kluczowg role w utrzy-
maniu autonomii episomu EBV w fazie latentnej [57].
Dimery EBNA-1 wigzg si¢ do krotkich sekwencji (DS-
-dyad symmetry) regionu OriP w genomie wirusa, ktory
zawiera dwa odrebne miejsca wigzagce EBNA-1, kazdy
o wielkosci 18 pz. Podczas wigzania si¢ EBNA-1 do OriP
wirus wykorzystuje enzymy gospodarza do sterowania
wszystkimi potrzebnymi etapami replikacji. Miejsce
wigzania EBNA-1 ulokowane jest w pozycji +10 i +30
w dot od promotora Qp. Promotor ten dziata w odpo-
wiedzi na wiele czynnikéw transkrypcji zabezpiecza-
jac i utrzymujac odpowiedni poziom EBNA-1 ale jest
on regulowany sprze¢zeniem zwrotnym przez nadmiar
EBNA-1. Lee i wsp. wykazali, ze EBNA-1iOri P regu-
luja replikacje wirusa, jednak nie wyjasniono do konca
mechanizméw tego dzialania. Wiadomo natomiast, ze
podczas cyklu latentnego replikacja genomu wirusa jest
zsynchronizowana z cyklem komérkowym [3, 46, 51].

EBNA-1 kontroluje podzial genomu EBV podczas
podziatu komoérki poprzez faczenie z biatkiem EBP2
(EBNA-1 binding protein 2) zwigzanego z chromoso-
mem mitotycznym [49].

Poprzez wigzanie do proteazy HAUSP (herpes-virus-
-associated ubiquitin-specific protease) EBNA-1 jest
zaangazowane w regulacje p53, czynnika transkryp-
cyjnego zaangazowanego w szczegdlnosci w aktywacje
mechanizméw naprawy DNA lub indukcji apoptozy
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. [49].

Bialko EBNA-1 warunkuje przezycie zakazonych
limfocytéw B poniewaz koduje fragmenty tripletéw
aminokwasow gly-gly-ala, ktére blokuja degradacje
biatka na drodze proteolizy a w konsekwencji prezen-
tacje antygendw wirusowych przez uklad HLA I limfo-
cytom cytotoksycznym. [61].

EBNA-1 jest obecne we wszystkich typach latencji,
a takze jako jedyne z biatek typu EBNA jest produko-
wane takze w czasie aktywacji do cyklu litycznego [93].

Biatko EBNA-2 (Epstein-Barr Nuclear Protein-2)
to glowny transkrypcyjny czynnik regulujacy ekspresje
genow wirusowych. Koordynuje pozytywnie ekspre-
sje gendw wirusa w latencji typu III. EBNA-2 posiada

ANNA ZUK-WASEK

domeng aktywacji transkrypcji, jednak nie wiaze si¢ bez-
posrednio z DNA lecz z biatkami, ktére wigza si¢ z DNA
w regionie promotora. Oddzialuje zaréwno z wiruso-
wymi jak i komdérkowymi promotorami transkrypcji.
EBNA-2 aktywuje miedzy innymi promotor LMP-1 oraz
LMP-2 (Latent Membrane Protein-1 i Latent Membrane
Protein-2). Transaktywuje takze wiele genéw komor-
kowych odgrywajacych kluczowsa role w uniesmiertel-
nianiu i proliferacji komorki po zakazeniu [95]. Razem
z EBNA-LP (Epstein-Barr Nuclear Antigen- Leader Pro-
tein) wzmacnia ekspresje receptoréw CD23 (powierzch-
niowych markeréw aktywowanych komoérek B), pobu-
dzajac w ten sposdb inne limfocyty do proliferacji, oraz
receptora CD21 (ligandu dla gp350). Reguluje pozytyw-
nie réwniez ekspresje wirusowego promotora EBNA-
-3C oraz komoérkowego protoonkogenu c-myc, przez
co wplywa na proliferacje limfocytéw B [79]. EBNA-2
wigze si¢ specyficznie z RBP-Jk (Retinoblastoma Bin-
ding Protein), ktére wiaze si¢ specyficznie z DNA i jest
zaangazowane w Sciezce przekazywania sygnalow
Notch. Geny Notch koduja powierzchniowe recep-
tory komorkowe, ktore reguluja réznicowanie wielu
typow komorek [89, 55]. Mutacja loci Notch prowadzi
do anomalii: od postrzepienia skrzydelek Drosophila
melanogaster po rozwoj nowotworéw w komorkach T
u ludzi. EBNA-2 jest tez pierwszym biatkiem latentnym
wykrywanym (razem z EBNA-LP) po zakazeniu EBV
[62]. Wyrdzniamy dwa typy EBNA-2 rdznigce sie sero-
logicznie, korespondujace z typami EBV-1i EBV-2 [77].

Po zakazeniu limfocytéw B wirusem Epsteina-Barr
EBNA-LP, jak wczesniej wspomniano, ulega ekspre-
sji jako jedno z pierwszych bialek. Wraz z EBNA-2
uczestniczy w procesie wprowadzania spoczynkowych
limfocytow B w faze G, cyklu komérkowego, poprzez
wigzanie i inaktywacj¢ komoérkowego biatka p53 i pro-
duktu genu supresorowego Rb (retinoblastoma protein)
[83]. Wspolnie z EBNA-2 indukuje tez promotor LMP-1
w niektorych typach chioniaka Burkitta oraz $ciezce
przekazywania sygnatéw Notch. EBNA-LP Iaczac si¢
z kompleksem bialek komoérkowych ISI i X-1 two-
rzy kompleks HAX-1 (HS-1-associated protein X-1),
ktorego sekwencja aminokwasow wykazuje podobien-
stwo do komdrkowej proteiny Nip3 (nineteen kD inter-
acting protein-3), wchodzacej w interakgje z inhibitorem
apoptozy Bcl-2 lub BHRF-1 jego wirusowym homolo-
giem, przez co pelni potencjalnie funkcje regulujaca
apoptoze zakazonych limfocytéw B [56]. EBNA-LP
odpowiada takze za redystrybucje EBNA-3A w jadrze
oraz bierze udzial w splicingu RNA (skladaniu pre-
“mRNA) [69].

EBNA-3A, -3B, -3C to bialka indukujace proces
unie$miertelniania limfocytéw B oraz wywolujace
wzmozong odpowiedz immunologiczng. Biatka te kodo-
wane s3 przez trzy geny sasiadujace ze sobg w genomie
wirusa; sekwencja tych gendw jest homologiczna odpo-
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wiednio w 84, 80 i 72%. Na podstawie roznic w struk-
turze EBNA-3A, -3B, -3C wyrdzniono dwa typy EBV-1
i EBV-2 [44, 95]. Wszystkie bialka z rodziny EBNA-3
oddzialuja z czynnikiem RBP-Jx, a takze z czynnikiem
wigzacym Cp-1, ktéry wchodzi w sklad $ciezki przeka-
zywania sygnalow Notch. Nadekspresje bialek biorgcych
udziat w $ciezce Notch obserwowano u ludzi w nowo-
tworach z limfocytow T. Jednak sposéb w jaki biatka
EBNA-3 wplywaja na czynnik Cp-1 nie jest do konca
poznany [49].

EBNA-3A i EBNA-3C, w przeciwienstwie do EBNA-
-3B s3 niezbedne w procesie transformacji i immorta-
lizacji komérek B in vitro [62]. EBNA-3C moze prze-
tama¢ punkt kontroli retinoblastomy i znie$¢ supresje
genu retinoblastomy w fazie G, cyklu komorkowego
[84]. Wykazano tez, ze EBNA-3C zwieksza synteze
LMP-1 w niektérych nowotworach [1, 50]. Wykazano,
ze EBNA-3A i EBNA-3C ttumig transkrypcje aktywo-
wang przez RBP-Jk-EBNA-2 poprzez zahamowanie
wigzania RBP-Jk do DNA. EBNA-3C i prawdopodobnie
EBNA-3A moga wspolnie z EBNA-2 odgrywac role jako
aktywator genu LMP-1 [53]. Wskazuje to na istnienie
sieci wzajemnych powigzan, ktora, wptywajac na siebie
nawzajem, tworza biatka EBNA-3 i wszystkie czynniki
transkrypcji EBNA [49].

Bialko LMP-1 jest integralnym biatkiem btony plaz-
matycznej, o wielkosci 62-kD, zbudowanym z trzech
segmentow. W pierwszym segmencie krotki, cytoplaz-
matyczny N-koniec (24aa) jest odpowiedzialny za
zorientowanie biatka w blonie komdrkowej i przyta-
czenie ubikwityny. Drugi segment z szescioma hydro-
fobowymi domenami (161aa) ma zdolno$¢ oligomery-
zacji czgsteczki LMP-1 i aktywacji malej GTPazy Cdc42
inicjujacej reorganizacje cytoszkieletu. Analiza mutacji
dowiodla, Ze koniec -NH, i segment transmembranowy
biatka LMP-1 sg odpowiedzialne za agregacje btony, a ta
agregacja jest kluczowa dla immortalizacji komoérki [59].
LMP-1 tworzy w blonie plazmatycznej agregaty takie jak
zwigzane z ligandem receptory czynnika wzrostu [14].
W trzecim segmencie dlugi cytoplazmatyczny C-koniec
(~200aa) dzieli si¢ na trzy wazne regiony aktywujace
- CTAR (C-terminal activating regions). Regiony te
s3 miejscem przylaczania i aktywacji swoistych biatek
komorkowych. CTAR1 i CTAR2, nazywane réwniez
miejscami transformacji efektora, sg niezbedne do
transformacji limfocytéw B. Konicowa domena -COOH
bialka LMP-1 wykazuje powinowactwo do TRAF-1
i TRAF-2 (TNF tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor-1 i -2) oraz TRADD (biatko wzmacnia-
jace z powinowactwem do domeny $mierci receptora
TNFa, TNFa-receptor associated death domain) [15,
17]. Miejsce transformacji efektora-1 CTAR1 wigze
TRAF, a miejsce wigzania efektora-2 CTAR2 wigze
TRADD [41, 88]. LMP-1 bierze udzial w transforma-
cji komorki przez polaczenie z tymi samymi biatkami
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adaptorowymi zwigzanymi z TRAFs, ktore laczg si¢
z receptorem CD40. Nasladuje w ten sposob sygnaty
wzrostu komoérkowego, ktére zwykle sg wynikiem wia-
zania ligandu CD40 [26]. Wigzanie biatek do LMP-1
indukuje kaskade sygnalow, ktére wzmacniaja zywot-
no$¢ i wzrost komorki. W chwili obecnej potwierdzona
jest aktywacja przez LMP-1 siedmiu $ciezek przekazy-
wania sygnaléw. Na N-koncu LMP-1 nastepuje: ubi-
kwitynizacja, aktywacja Cdc42, natomiast na C-koncu
nastepuje aktywacja: NFkB (nuclear factor kappa B)
poprzez kinaze indukujgcg czynnik NFkB (NIK), czyn-
nika aktywujacego transkrypcje-2 (ATF-2) poprzez
p38/aktywujaca mitogen kinaze biatkowa (MAPK),
czynnikow transdukgji i transkrypcji (STATs) poprzez
kinaze Janusa (JAK) biatka aktywatorowego 1 (AP-1)
poprzez N-terminalng kinaze (JNK) oraz kinazy Akt
poprzez kinaze fosfatydylinozytolu (PI3K) [78, 97].
Schemat dziafania tych $ciezek pokazano na rysunku 3.

Receptor dla TNF wystepuje w dwoch odmianach,
kazda z nich mobilizuje inny rodzaj biatek adaptorowych
i wywoluje przeciwstawny efekt komérkowy: apoptoze
(receptor 55) lub proliferacje (receptor 75). Poprzez
zwigzanie z bialkami TRAF-1 i TRAF-2 polaczonymi
z fragmentami receptora p75 powoduje wewnatrzko-
morkowa aktywacje antyapoptycznych czynnikéw trans-
krypcyjnych; NFxB, AP-1iSTAT-1 a w nastepstwie pro-
liferacje zakazonych limfocytéw B [64, 78].

Kaskada aktywacji sciezek przekazywania sygnalow
wspotdzialajaca z LMP-1 prowadzi do wzmocnienia eks-
presji czastek adhezyjnych komoérek B (LFA-1, CD54,
CD58), wzmocnienia ekspresji markeréw aktywacji
komérek B (CD23, CD39, CD40, CD44 i HLA klasy II)
i morfologicznych zmian takich jak aglutynacja (zle-
pianie komorek) [52]. Interakcje z LMP-1 powoduja
réwniez nadekspresje biatek BCL-2 i A20, ktére chro-
nig zakazone komorki przed p53-zalezng apoptoza
[25, 92]. Ponadto uwaza si¢, ze LMP-1 jest powigzany
z onkogeneza réowniez przez zdolnos¢ wbudowywania
i rearanzacji genéw komorkowych.

LMP-2A i LMP-2B to dwa integralne z btong komor-
kowg biatka hydrofobowe, kodowane przez gen LMP-2.
Roéznig sie migdzy sobg domeng N terminalnag, zawie-
rajacg motyw aktywujacy tyrozynozalezny immunno-
receptor. LMP-2A zawiera dodatkowa domeng, kodo-
wang w egzonie 1, podczas gdy w biatku LMP-2B
egzon 1 jest niekodujacy. Wykazano, ze w komérkach
epitelialnych ekspresja obu biatek LMP-2 jest zwigzana
ze wzrostem zdolnosci tych komoérek do rozprzestrze-
niania si¢ i migracji w matriks miedzykomoérkowej [2,
71]. LMP-2A nie jest niezbedne w transformacji limfo-
cytéw B ale interferuje z ich receptorami sygnatowymi.
Zebrane wyniki sugeruja udzial LMP-2A w utrzymy-
waniu latencji i modyfikacji rozwoju komoérek B [28,
62]. LMP-2A hamuje wewngtrzne wydzielanie inter-
leukiny 6, co skutkuje negatywna regulacja ekspresji
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Rys. 3. Schemat budowy LMP-1, wigzania biafek i indukgji kaskady sygnaléw wzmacniajacych zywotnos¢ i wzrost komérki

NFkB [64]. Stala ekspresja LMP-2A w chorobie Hodg-
kina i raku nosogardzieli wskazuje na wazna, aczkolwiek
jeszcze nieznang role w onkogenezie. Funkcja LMP-2B
jest stabo poznana. Obecnie prowadzone badania suge-
ruja, ze moze modulowa¢ aktywnos¢ LMP-2A [67].

7. Reaktywacja zakazenia latentnego

Reaktywacja wirusa i wejscie w cykl lityczny moze
by¢ spowodowane réznymi przyczynami, migdzy innymi
spadkiem odpornosci gospodarza. U pacjentéw po zabie-
gu transplantacji leczenie immunosupresyjnie moze by¢
przyczyng rozwoju choroby limfoproliferacyjnej (PTLD).

Pierwszym biatkiem cyklu litycznego jest biatko Z,
produkt genu BZLF-1 (nazywane rowniez biatkiem Zta
lub ZEBRA) oraz biatko R produkt genu BRLF-1. Oba
biatka autostymuluja swoja wlasng ekspresje, wzajemnie
sie indukujac i sg niezbedne do wspdlnej indukcji pel-
nego kompletu wczesnych genéw wirusa potrzebnych
do litycznej replikacji EBV [ 23, 70, 82] .

Biatko Z jest aktywatorem transkrypcji wigzgcym sie¢
do motywu AP-1-podobnego w promotorach wczesnych
genow litycznych i indukujacym cykl lityczny w komor-
kach zakazonych latentnie EBV [22]. Savard i wsp.
wykazali, ze w pierwotnej infekcji monocytéw przez
EBV, ekspresje transkryptu BZLF-1 mozna wykry¢
w dwie godziny po zakazeniu. Niektorzy autorzy dono-
sz3, ze bialko Z moze indukowa¢ ekspresje regulatoréw
cyklu komdrkowego wlacznie z p53 i wstrzymac cykl
komorkowy [9, 18]. Przypuszczalnie zahamowanie
funkcji p53 pozwala przezy¢ komorkom podczas weze-
snej fazy zakazenia EBV, co ma wplyw na stabilizacje
latencji. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja BZLF-1 we
weczesnych pasazach limfoblastoidalnych linii komor-
kowych moze prowadzi¢ do tworzenia skupisk nowo-
tworowych i rozpoczecia ekspresji genow komoérkowych
[38]. Zatrzymanie cyklu komoérkowego jest narzucane
przez herpeswirusy podczas wirusowego litycznego
cyklu replikacji DNA aby zapobiec konkurencji o wolne
nukleotydy wystepujace w ograniczonej ilosci z synteza
DNA komorki gospodarza i aby dostarczy¢ przestrzeni
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nuklearnej dla wirusowego DNA [74]. Z tego punktu
widzenia ekspresja BZLF-1 podczas latencji moze by¢
pozostaloscia z cyklu litycznego. Wen i wsp. suge-
ruja, ze komorki, w ktérych dochodzi do ekspresji
BZLEF-1 wchodza w cykl lityczny i umieraja, podczas
gdy komorki, w ktérych BZLE-1 nie ulega ekspresji sa
jedynymi, ktére przezyly i ustabilizowaly latencje [94].

We wezesnej fazie litycznej syntetyzowane sg gtéwnie
biatka odpowiedzialne za replikacje wirusowego DNA.
Biatka fazy poznej cyklu litycznego modyfikujg komorke
gospodarza, uczestnicza w budowie kapsydu i formo-
waniu nowopowstajacych wirionéw oraz w zakazaniu
kolejnych komérek gospodarza.

8. Wirusowe homologi bialek komoérkowych

Genom EBV koduje kilka waznych bialek bedacych
sekwencyjnymi i funkcjonalnymi homologami réznych
biatek cztowieka.

Biatko BCREF-1 wykazuje 80% homologii do ludzkiej
interleukiny 10 (IL-10). IL-10 posiada przede wszystkim
zdolno$¢ do hamowania aktywacji i funkcji efektorowych
limfocytéw T, monocytéw i makrofagéw. Jest czynni-
kiem wzrostu i aktywacji dla limfocytéw B. Odgrywa
réwniez role w ustaleniu latencji poprzez supresje sys-
temu immunologicznego gospodarza 33, 89].

BDLF-2 to biatko, ktére jest homologiem ludzkiej
cykliny B1, ktéra poprzez aktywacje poszczegolnych
cyklinozaleznych kinaz biatkowych reguluje przejscie
zfazy G, w faze M w cyklu komoérkowym. Wcigz jeszcze
mato wiadomo na temat proteiny BDLF-2. Jej obecno$¢
wykrywana byla w przypadkach biataczki wtochatoko-
morkowej, ale nie w innych chorobach charakteryzuja-
cych si¢ zakazeniem latentnym. Sugeruje sie, ze jest to
pozny gen ulegajacy ekspresji w cyklu litycznym [31].

BARF-1 (nazywane réwniez p29) jest wczesnym
biatkiem wykazujagcym homologie do wewnatrzko-
morkowej czasteczki adhezyjnej 1 jak réwniez do recep-
tora ludzkiego czynnika tworzenia kolonii co skutkuje
zahamowaniem aktywnosci makrofagow [86]. Jest takze
zdolny do zahamowania wydzielania INF-alfa i immor-
talizacji pierwotnych komorek epitelialnych [24]. Eks-
presje BARF-1 stwierdzono w biopsjach tkanek nowo-
tworowych: z NPC i EBV-zaleznych przypadkach rakow
zoladka, a takze w chloniaku z komoérek B spotykanym
w Malawi i nosowym chtoniaku z komérek NK/T. Dane
te $wiadczg o udziale BARF-1 w procesach nowotwo-
rzenia. Ekspresja BARF-1 w linii komérkowej Louckes
indukuje ekspresje protoonkogenu c-myc i B-komor-
kowa aktywacje antygenéw CD21 i CD23 [65].

BHRF-1 komponent wczesnego antygenu (Early
Antigen Complex) to bialko wykazujace 25% homologii
do ludzkiego onkogenu Bcl-2. Wykazano zdolnos¢ Bcl-2
i BHRF-1 do ochrony ludzkich limfocytéw B przed
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apoptoza [34]. Spektroskopowe oznaczenie struktury
BHREF-1 wykazalo jednak pewne réznice strukturalne
sugerujace, ze dzialanie mechanizmu antyapoptycznego
jest w tym przypadku inne niz komérkowy mechanizm
Bcl-x, lub Bcl-2 [39]. Uwaza sig, ze BHRE-1 moze prze-
dluza¢ zywotnos¢ komorki dopuszczajac do nagroma-
dzenia si¢ w niej mutacji onkogennych. Pozwala row-
niez na produkcje maksymalnej ilo$ci wirionéw podczas
zahamowania apoptozy [66].

9. Wlasciwosci onkogenne EBV

Do powstania nowotworu niezbedne sg co najmniej
dwa czynniki: zaburzenie przekazywania sygnalow
i unie$miertelnienie komorki. Wirusy onkogenne posia-
dajg zdolnos$¢ uniesmiertelniania komorki zakazonej,
powodujac jej niekontrolowang proliferacje i transfor-
macj¢ nowotworowa. Genom EBV koduje szereg bialek,
wykazujacych homologie lub oddzialujgcych z wieloma
czasteczkami o charakterze antyapoptycznym, cytoki-
nami i transduktorami sygnaléw w komorce. Moga
dzigki temu promowac¢ zakazenie EBV, immortalizacje¢
i transformacje zakazonej komorki [8].

Przyjmuje sie, ze aby wirus uznany zostal za czynnik
etiologiczny nowotworu muszg zosta¢ spetnione pewne
warunki: musi istnie¢ zwigzek epidemiologiczny pomie-
dzy wystepowaniem wirusa i nowotworu, musi zosta¢
stwierdzona obecno$¢ antygenu lub genomu wirusa
w komorkach nowotworu, wirus musi by¢ izolowany
z tkanki nowotworowej i by¢ zdolny do transformacji
komorek in vitro. Wirus Epsteina-Barr spetnia wszystkie
wymienione wyzej warunki.

10. Nowotwory powiazane z zakazeniem EBV

Chtoniak Burkitta jest najwczesniej opisanym nowo-
tworem. Jest on powigzany z zakazeniem EBV. Wyste-
puje w trzech postaciach - endemicznej, sporadycznej
iuosébz HIV. DNA EBV jest wykrywane w ponad 95%
przypadkéw endemicznych BL i 15-30% sporadycznych
BL. W$rdd osob zakazonych HIV, ktére rozwingly BL
obecno$¢ wirusa stwierdza sie u 40-50% chorych [98].

W postaci endemicznej jako kofaktor BL wywolujacy
supresje limfocytow T wymienia sie zakazenie zarodz-
cem malarii. Ostatnie badania dowodza, ze CIDR1a,
biatko produkowane przez Plasmodium falciparum
moze indukowac¢ cykl lityczny [12].

Bez wzgledu na miejsce wystepowania i zwigzek
z EBV chloniak Burkitta jest nieodmiennie zwigzany
ze swoistg translokacja chromosomalng dlugiego ramie-
nia chromosomu 8 niosgcego protoonkogen c-myc
i jednego z loci ciezkiego lub lekkiego fancucha immu-
noglobuliny na chromosom 14 (ciezki tancuch), 2 lub
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22 (x lub A lekki tancuch). W konsekwencji powoduje
to ciagla ekspresje biatka c-MYC, ktore stymuluje pro-
ces dojrzewania i proliferacji komdrek oraz warun-
kuje przejscie z fazy G, do S cyklu komérkowego [91].
Translokacja ta powoduje réwniez, ze transkrypcji ulega
wylacznie biatko EBNA-1, ktdre jest nieimmunogenne
dla limfocytéw T. Wciaz jednak pozostaje wiele nie roz-
strzygnietych kwestii dotyczacych zaleznosci wystepo-
wania geograficznego, kofaktorow i etiologii EBV-nega-
tywnych przypadkow chtoniaka Burkitta [6].

Drugim nowotworem powigzanym z EBV jest wyste-
pujacy endemicznie rak jamy nosowo-gardlowej (NPC
- nasopharyngeal carcinoma). W 1969 roku do badan
NPC zastosowano test immunofluorescencyjny, ktérym
wczesniej wykryto antygeny przeciwko EBV w komor-
kach chloniaka Burkitta. Henle potwierdzit wysoka
reaktywnos$¢ surowicy otrzymang od chorego z NPC
wobec antygenu przeciwko EBV [35]. Rok pdzniej zur
Hausen potwierdzil metoda hybrydyzacji obecnos¢
DNA EBV w komorkach raka jamy nosowo-gardtowej
[99]. Obecnie wedltug klasyfikacji WHO wyrdznia si¢
trzy typy NPC: typ I - rak plaskonablonkowy rogowa-
ciejacy (keratinising squamous-cell carcinoma), typ II
- rak nierogowaciejacy (non-keratinising carcinoma),
typ III - rak niezréznicowany (undifferentiated car-
cinoma). Z EBV powiazane s3 gtéwnie typy II i III,
natomiast w opublikowanych pracach dotyczacych
typu I znajduja si¢ zardwno dane potwierdzajace jak
i nie potwierdzajace obecnosci materialu genetycznego
wirusa w komorkach nowotworu [29].

Najwiecej przypadkéw zachorowan na NPC odno-
towuje si¢ w potudniowo-wschodniej Azji: Chinach,
Wietnamie i Filipinach, a takze w Tunezji i na Alasce.
Pierwotnie zaktadano, ze zwigkszone ryzyko zachoro-
wania na NPC w tym regionie moze by¢ zwigzane ze
spozywaniem konserwowanej zywno$ci (szczegdlnie
ryb), jednak pdzniejsze badania nie wykazaly jednak
wyzszego poziomu nitrozoamin i bakterii mutagennych
w badanych prébkach zywnosci. Ito i wsp. stwierdzili,
ze wystepujace w oleju tungowym HHPA (Hexahydro-
phthalic Anhydride) aktywuje cykl lityczny EBV [29].
Stwierdzono takze wplyw czynnikéw genetycznych m.in.
polimorfizmu genu TLR3 (Toll-like receptor 3) koduja-
cego receptor, ktory odgrywa istotng role w zakazeniu
EBV. [32]. Problem diety i wptywu srodowiska w etiolo-
gii NPC jest caly czas przedmiotem intensywnych badan.

Ziarnica zto$liwa (choroba Hodgkina) to grupa lim-
foidalnych rozrostéw nowotworowych, morfologicznie
wyrdzniajaca si¢ wystepowaniem charakterystycznych
olbrzymich komorek, nazywanych komorkami Reed-
-Stenberga [43]. W obecnej klasyfikacji wyréznia sie
pie¢ postaci: chtoniak guzkowy Hodgkina z przewaga
limfocytéw (nodular lymphocyte predominant Hodgkin
lymphoma) stanowi ok. 5% wszystkich przypadkéw HD,
w komorkach guza nie stwierdza si¢ materialu genetycz-
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nego EBV; ziarnica typu NS (nodular sclerosis classical
Hodgkin lymphoma) to okoto 65-75% przypadkéw HD,
czasem stwierdza si¢ wczesniejsze zakazenie EBV; ziar-
nica typu MC (mixed cellularity classical Hodgkin lym-
phoma) to okoto 20-25% HD w ponad 70% komoérek RS
wykrywa si¢ genom EBV; ziarnica typu LD (lymphocyte
depleted calssical Hodgkin lymphoma) stanowi mniej
niz 5% przypadkoéw ziarnicy ztosliwej, czesto wigze sig
z zakazeniem EBV; klasyczna ziarnica bogata w limfo-
cyty (lymphocyte-rich classical Hodgkin’s disease) to
dos¢ rzadka postac ziarnicy, w okoto 40% stwierdza sie
zakazenie EBV [4, 11].

Poprzeszczepowa choroba limfoproliferacyjna (post-
transplant lymphoproliferative disorder - PTLD) to
heterogenna grupa chordb charakteryzujaca sie nie-
kontrolowang proliferacja z komoérek ukladu chtonnego,
najczesciej limfocytow B (90%) rzadziej limfocytéw T
(9%) lub komorek NK (0,5%). Najistotniejszym czynni-
kiem ryzyka rozwoju PTLD jest zakazenie EBV po trans-
plantacji. Wzrasta ono u biorcéw EBV-seronegatywnych
i waha si¢ od 23% do 50%. Natomiast u biorcéw EBV-
-seropozytywnych wynosi od 0,7% do 1,9%. Zakazenie
EBV moze prowadzi¢ do proliferacji komdrek uktadu
chlonnego niezaleznie od rodzaju zakazenia (pierwotne
czy reaktywacja) [45]. Przyczyng jest transformacja bla-
styczna komorek zakazonych EBV. Ze wzgledu na réz-
nice wystepujace w przebiegu i w obrazie klinicznym
wyrdznia sie wezesng i pézng PTLD. W ujawniajgcej sie
przed uptywem roku, wczesnej PTLD, znacznie czgéciej
stwierdza sie zwigzek z zakazeniem EBV. Ostatnie bada-
nia nie potwierdzily skutecznosci lekdw przeciwwiru-
sowych w leczeniu PTLD. Bardziej celowe wydaje si¢
ich zastosowanie w profilaktyce niz terapii rozpoznanej
PTLD [42, 85].

Zakazenie EBV wigzane jest takze w mniejszym lub
wigkszym stopniu z rozwojem nieziarniczych chlonia-
kéw nosowych z komoérek T/NK w 90% przypadkow
i angioimmunoblastycznych 0-51% przypadkoéw, raka
zoladka lymphoepithelioma-like w okoto 90% i adeno-
carcionoma 5 do 25% przypadkow [5]

W chorobie Duncana (zespo! limfoproliferatywny
uwarunkowany w chromosomie X) zakazenie EBV pro-
wadzi do niekontrolowanego wzrostu populacji limfo-
cytow T i komorek NK ktorych aktywnos¢ skierowana
jest przeciw nie zakazonym komérkom [72].

Zakazenie EBV jest czynnikiem etiologicznym réz-
nych chloniakéw u 0s6b z HIV/AIDS, zaréwno uktadu
limfoproliferacyjnego jak i centralnego uktadu nerwo-
wego (30-90%) [10].

11. Podsumowanie
EBV jako przedstawiciel Gammaherpesvirinae po-

siada zdolno$¢ ustalania latencji w limfocytach B,
wykorzystujac receptor CD21. Podczas cyklu litycz-
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nego, aktywowanego przez biatko Z ekspresji ulegaja
geny odpowiadajace za replikacje wirusowego DNA,
biatka strukturalne kapsydu, tegumentu i umozliwiajace
fuzje z komoérkami gospodarza. Genom wirusa koduje
tez biatka bedace strukturalnymi badz funkcyjnymi
homologami bialek ludzkich. W wyniku ekspresji nie-
ktérych gendéw EBV w czasie cyklu latentnego syntety-
zowanych jest szes¢ bialek jadrowych (EBNA-1, -2, -3A,
-3B, -3C i -LP); trzy bialka membranowe (LMP-1, -2A,
-2B) oraz 2 male fragmenty RNA (EBER-1 i -2). Bialka
te odpowiadaja za otrzymywanie latencji, episomu,
immortalizacje komorek gospodarza i ich transforma-
cje blastyczng. W zaleznos$ci od ekspresji tych genow
wyrdzniamy cztery typy latencji.

Zakazenie EBV szerzy si¢ gtéwnie droga kropelkows.
W wigkszosci przypadkow zakazenie pierwotne ma miej-
sce w dziecinstwie i przebiega bezobjawowo, w okresie
miodziericzym moze przyjmowac posta¢ mononukleozy.
Obecnos¢ przeciwcial swiadczy, ze ponad 90% populacji
0sob dorostych przebylo zakazenie EBV.

Cho¢ udzial EBV w etiologii endemicznej postaci
chloniaka Burkitta i raka jamy nosowo-gardtowej
potwierdzono juz ponad 40 lat temu, obecnie wcigz
prowadzi si¢ badania nad wplywem tego wirusa na roz-
woj innych nowotwordw. Wyniki nie s jednoznaczne
i ciggle pojawiaja si¢ kolejne doniesienia potwierdzajace
lub wykluczajace udzial EBV w etiologii okreslonych
chordb. Przedmiotem intensywnych badan jest row-
niez okreslenie udzialu bialek, zaréwno latentnych jak
i homologdéw biatek ludzkich, w procesach transforma-
cji nowotworowej: Sciezkach przekazywania sygnatow,
w inicjowaniu i pobudzaniu podzialu komdrkowego
(kontroli proceséw wzrostu i réznicowania), regula-
cji cyklu komoérkowego, ekspresji nowych receptoréw
powierzchniowych i zmianie budowy czasteczek adhe-
zyjnych. Badania nad ekspresja bialek pozwola okres-
li¢ ktére $ciezki przekazywania sygnatow w komorce
gospodarza moga ulec zaburzeniom. Okreslenie etapu
na ktérym nastepuja zaburzenia powodujace unieSmier-
telnienie lub proliferacje komorki jest niezwykle istotne
w przypadku poszukiwania skutecznych terapii przeciw-
nowotworowych.
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