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Pregledni ¢lanak

Epstein Barrov virus (EBV) je humani herpesvirus ubikvitaran u op¢oj popu-
laciji. Poput drugih herpesvirusa ima latentnu i produktivnu fazu zivotnog cik-
lusa. U EBV-infekciji razvijaju se protutijela na razli¢ite antigene. Dijagnoza i
definiranje statusa EBV-infekcije moguéi su zbog karakteristi¢énog odgovora
specifiénih protutijela koja se mogu odredivati komercijalno dostupnim testovi-
ma. U primarnoj infekciji po€inju se stvarati protutijela IgM 1 IgG na virusni
kapsidni antigen (VCA), detektiraju se protutijela na rane antigene (EA), a
izostaju protutijela IgG za EBNA. Protutijela za EBNA i VCA pokazatelj su
ranije EBV- infekcije. Reaktivaciju EBV obiljezava visoki titar protutijela za
EA, porast protutijela za VCA i ranija prisutnost protutijela za EBNA. Kontrola
replikacije EBV primarno je posredovana citotoksi¢nim T-limfocitima i speci-
fiénim protutijelima za EBV-antigene.

Akutnu EBV-infekciju karakterizira samoogranicavajuca proliferacija po-
mo¢nickih CD4" te poglavito citotoksiénih CD8* T-limfocita. Citotoksi¢ni
CD8" T-limfociti uni§tavaju EBV-om zarazene B-limfocite i na taj na¢in elimi-
niraju akutnu infekciju nakon Cega slijedi dozivotna latentna infekcija.
Posljednjih se godina sve vise istrazuje EBV-specifi¢na stani¢na imunost prim-
jenom nove tehnologije MHC tetramera. U akutnoj fazi EBV-infekcije dolazi do
intenzivne proliferacije CD8" T-limfocita specifi¢nih za liti¢ke, ali i za latentne
epitope ovog virusa. Odredivanje EBV-specifiéne imunosti posebno je
znacajno za istrazivanje patogeneze, ranu dijagnostiku te imunoterapiju post-
transplantacijske limfoproliferativne bolesti.

Immunological response in Epstein-Barr virus infection

Review article

Epstein-Barr virus (EBV) is a human herpes virus that is ubiquitous in the adult
population. Like all herpes viruses, EBV has latent and productive (lytic) phas-
es in its life cycle. Infection with EBV induces the synthesis of antibodies to va-
rious virus antigens. A characteristic pattern of specific antibodies that can be
determined by commercially-available assays enables the diagnosis and the de-
finition of EBV profile in infected patients. In primary infection IgM and IgG
antibodies to viral capsid antigen (VCA) start to produce; antibodies to early
antigens (EA) are detectable; and antibodies to EBNA are not present. High
anti-EA antibodies titre, anti-VCA titre rising and anti-EBNA antibodies pre-
dispose EBV reactivation. Cytotoxic T-cells and specific anti-EBV antibodies
primarily mediate EBV replication control. Acute EBV-infection is characteri-
zed by a self-limiting proliferation of both helper-inducer CD4" and cytotoxic-
-suppressor CD8" T-cells. The CD8" T-cell immune response is believed to be
responsible for the elimination of acute infection. Application of MHC
tetramers demonstrated a massive expansion of CD8" T-cells specific for both
lytic and latent EBV proteins at the acute stage of infection. Characterisation of
EBV-specific T-cells is an important experimental tool for the investigation of
post-transplant lymphoproliferative disease pathogenesis and immunotherapy.

111



0. PAKOVIC-RODE, et. al.

Imunoloski odgovor u infekciji Epstein-Barrovim virusom

Epstein-Barrov virus

Epstein-Barrov virus (EBV) je humani gamaher-
pesvirus, roda Lymphocryptovirus, ubikvitaran u odrasloj
populaciji. Poznata su dva razlic¢ita EBV-genotipa
oznacena kao 112 ili A1 B, koji se ne mogu povezati sa
specifi¢nim bolestima. Oba tipa su rasirena po cijelom
svijetu. Tip 1 ¢es¢i je u zapadnim zemljama, dok u Africi
oba genotipa imaju jednaku ucestalost. Pojedini izolati
EBV mogu se razlikovati po razli¢itim duljinama ponav-
ljajucih genskih sekvenci $to se koristi za epidemioloska
pracenja i u transplantacijskoj medicini za odredivanje
EBV u parovima darovatelja i primatelja organa [1].

U zemljama s nizim socioekonomskim standardom,
primarna EBV-infekcija dogada se uranoj dobi. U zemlja-
ma u razvoju gotovo sva djeca do pete godine Zivota biva-
ju inficirana s EBV-om. U razvijenim zemljama dobna
granica za infekciju EBV pomaknuta je prema starijoj do-
bi. Do cetrdesete godine zivota vise od 90 % ljudi bilo jeu
kontaktu s EBV-om i nosi virus kao dozivotnu latentnu in-
fekciju B-limfocita [2].

EBYV je u suzivotu s ljudima preko milijun godina.
Tijekom te duge povezanosti zivotni ciklus virusa
znacajno se prilagodio covjeku kao domacinu. Poput
drugih herpesvirusa, EBV ima latentnu i produktivnu
(liticku) fazu zivotnog ciklusa. Virus se dugotrajno odrza-
va u domacinu u latentnoj fazi, dok je liticka faza odgo-
vorna za virusnu produkciju i transmisiju nakon primarne
infekcije. EBV uspostavlja benignu doZivotnu infekciju u
vecine ljudi i rijetko uzrokuje bolest, osim ako nije pore-
mecena ravnoteza domacin — virus.

Latentna EBV-infekcija zdravih darovatelja krvi i or-
gana moze predstavljati potencijalni put prijenosa.
Prijenos putem transplantiranog organa moguc¢ je prven-
stveno u prethodno seronegativnog primatelja i rizi¢ni je
¢imbenik za posttransplantacijsku limfoproliferativnu
bolest [3].

EBYV je glavni etioloski uzro¢nik infektivne mononu-
kleoze, a povezuje se s Burkittovim limfomom, nazo-
faringealnim karcinomom i limfoproliferativnim sindro-
mom vezanim uz kromosom X. Procjenjuje se da je uzrok
sindroma mononukleoze u oko 90 % slucajeva EBV,
5-7 % CMYV, 1% T. gondii, a iznimno rijetko uzroc¢nici
mogu biti virusi humane imunodeficijencije (HIV), he-
patitisa, rubele, HSV, Parvovirus B19, HHV-7 ili adeno-
zarazene osobe. Primarna infekcija u dje¢joj dobi naj-
¢esc¢e prolazi supklinicki, a u adolescentnoj dobi u 50—
75 % slucajeva manifestira se kao infektivna mononu-
kleoza. EBV je dokazan i u genitalnim sekretima mu-
Skaraca i Zena §to upucuje na moguénost spolnog puta pri-
jenosa [2,4-6].

Ako do primoinfekcije EBV-om dode u starijoj dobi,
bolest je klinicki manifestna u oko dvije tre¢ine bolesnika.

112

Bolest ima pritajeni po¢etak i moze se manifestirati gr-
loboljom, temperaturom, jakim osje¢ajem umora, pove-
¢anim limfnim ¢vorovima i splenomegalijom, a karakte-
ristian je dug oporavak pra¢en dugotrajnim umorom.

Dijagnoza EBV-infekcije postavlja se odredivanjem
tipno specifi¢nih protutijela. Definiranje statusa EBV-in-
fekcije mogucée je zbog karakteristicnog odgovora speci-
fiénih protutijela tijekom infekcije.

Humoralna imunost u EBV infekciji

Tijekom EBV-infekcije javljaju se specifi¢na protuti-
jela: heterofilna protutijela, protutijela za rane, mem-
branske, nuklearne i virusne kapsidne antigene. Hetero-
filna protutijela prisutna su u oko 85 % adolescenata i
odraslih s infektivnom mononukleozom, ali éesto izostaju
u mlade djece s akutnom infekcijom [4, 7-9].

Protutijela IgM na EBV-kapsidni antigen (engl. viral
capsid antigen, VCA) prisutna su gotovo uvijek kod po-
jave prvih klinickih simptoma u primarnoj infekciji.
Gotovo istovremeno, detektiraju se i protutijela IgG za
VCA. Vec¢ina (>80 %) pacijenata s infektivnom mononu-
kleozom pokazuje gotovo najvisu razinu protutijela IgM i
IgG na VCA kad se prvi put javljaju lije¢niku i testiraju.
Protutijela IgM na VCA obicno nestaju za 2—3 mjeseca od
pocetka bolesti, dok protutijela IgG na VCA perzistiraju
dozivotno. Izostanak protutijela IgG za VCA iskljucuje
raniju EBV-ekspoziciju, ali ne moze iskljuciti akutnu in-
fekciju, bududi da uzorak moze biti uzet rano tijekom
akutne faze bolesti kad je razina protutijela IgG za VCA
jo§ nemjerljiva. Za dokaz serokonverzije treba uzeti parni
uzorak seruma. Pojava prethodno nedetektabilnog IgG na
VCA indikativna je za akutnu fazu infekcije. Prisutnost
samo protutijela IgG na VCA govori o ekspoziciji EBV u
neodredeno vrijeme i moze biti znak pritajene primarne
infekcije ili prethodne infekcije [9].

Specifi¢na protutijela IgG za raspr§enu komponentu
ranih antigena (engl. early antigen (diffuse), EA(D))
obi¢no se detektiraju u pacijenata s akutnom primarnom
EBV-infekcijom ili reaktivacijom EBV. Nalaz visokog
titra protutijela za EA(D) upuéuje na recentnu infekciju
nastalu do 3 mjeseca prije testiranja ili reaktivaciju.
Izostanak detektabilnih protutijela za EA(D) ne iskljucuje
nuzno akutnu EBV-infekciju. Nadalje, do 20 % zdrave
(normalne) odrasle populacije ima detektabilna protuti-
jela IgG za EA(D) u niskom titru. Ako ipak postoji sum-
nja na EBV, treba obvezno uzeti drugi uzorak seruma i
utvrditi pojavnost pojedinih specifi¢nih protutijela za raz-
licite EBV-antigene. Za potvrdu EBV-viremije primjenju-
ju se metode molekularne dijagnostike, poglavito lan-
¢ana reakcija polimerazom (PCR) [10].

Protutijela IgG za Epstein-Barrov nuklearni antigen
(EBV nuclear antigen, EBNA) pojavljuju se u cirkulaciji
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nekoliko tjedana ili mjeseci nakon pocetka bolesti i perzi-
stiraju u veéine zarazenih dozivotno. U simptomatskih
pacijenata s infektivnom mononukleozom, odredivanje
protutijela IgG za EBNA, istovremeno s protutijelima
IgM i 1gG za VCA, te IgG za EA(D) omogucava razliko-
vanje rane rekonvalescentne faze od akutne faze EBV-in-
fekcije. Porast razine protutijela za EBNA upucuje na pro-
gresiju iz rane u kasnu fazu rekonvalescencije. Prisutnost
protutijela IgG za EBNA u zdravoj populaciji pokazatelj
je prethodne EBV infekcije [2].

EBV-protutijela u imunokompromitiranih

U imunokompromitiranih pacijenata mogu se naci
nize, ali i povisene razine specifi¢cnih EBV-protutijela.
Produkcija protutijela za EBNA-1, antigen koji omogu-
¢uje prezivljavanje virusnog genoma u episomalnom ob-
liku unutar jezgre B-imfocita, a koji je odgovoran za nas-
tanak latentne infekcije, ponekad moze izostati.

Mehanizmi kontrole produkcije protutijela za VCA i
EA(D) razli¢iti su od mehanizama kontrole EBNA-protu-
tijela. Deficijencija ili disfunkcija imunosnog sustava
dopusta produktivni ciklus EBV-replikacije, koji potice
proizvodnju protutijela na VCA i EA(D). Citotoksi¢ni T-
-stani¢ni odgovor neophodan je za oslobadanje EBNA-1
iz nuklearne membrane inficiranih B-limfocita koji zatim
stimuliraju proizvodnju protutijela. Izostanak protutijela
na EBNA-1 nastaje zbog deplecije T-limfocita specificnih
za kontrolu EBV-infekcije, jer je prezentacija latentnih
antigena izrazito reducirana [4, 11].

Vecina bolesnika zarazenih HIV-om ima pozitivne bi-
ljege za EBV-infekciju. S progresijom imunodeficijencije
kontrola EBV-infekcije postaje nedostatna te omoguéuje
aktivnu replikaciju EBV-a uz nekontroliranu produkciju
B-limfocita $to u kona¢nici dovodi do malignih B-limfo-
proliferativnih bolesti, najées¢e non-Hodgkinovog limfo-
ma (NHL). Tumor slican Burkittovom limfomu razvija se
rano u procesu bolesti, dok se primarni limfom sredi$njeg
ziv¢anog sustava i periferni NHL javljaju u kasnijoj fazi.
Primarni limfomi sredi$njeg Zivéanog sustava u gotovo
100 % tumora sadrze EBV-DNK i eksprimiraju latentne
virusne gene. Rizik NHL-a je 60 puta ve¢i u HIV-pozi-
tivnih osoba nego u opéoj populaciji. Ipak, incidencija
NHL u bolesnika zaraZzenih HIV-om znacajno se smanjila
uvodenjem vrlo djelotvornog antiretrovirusnog lijecenja.
EBV se takoder moze manifestirati kao leukoplakija
vlasastih stanica, koja je ¢esta u kasnoj fazi HIV-bolesti
kao oportunisticka infekcija [12—14].

Kroni¢na EBV-infekcija

Kroni¢na aktivna EBV-infekcija rijetko je stanje koje
treba razlikovati od sindroma kroni¢nog umora. Definira
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se kao teska, kroni¢na bolest ili skup rekurentnih simp-
toma sli¢nih infektivnoj mononukleozi nakon primarne
EBV-infekcije u prethodno zdravih osoba. U tih bolesnika
seroloski profil akutne EBV-infekcije (visoka razina pro-
tutijela za VCA i EA(D), izostanak produkcije protutijela
za EBNA i ponekad perzistencija [gM za VCA) obicno se
zadrzava dugo. U perifernoj krvi moze se dokazati EBV-
-DNK, a klini¢ka slika uklju¢uje pojavu intersticijske
pneumonije, hipoplaziju kosStane srzi, uveitis, hepatitis i
splenomegaliju [2].

Stani¢na imunoreakcija u EBV-infekciji

Akutnu EBV-infekciju karakterizira samoogranicava-
juéa proliferacija pomoéni¢kih CD4" i citotoksi¢nih CD8*
T-limfocita. Citotoksi¢ni CD8" T-limfociti unistavaju
EBV-om zarazene B-limfocite i na taj nacin eliminiraju
akutnu infekciju nakon ¢ega slijedi dozivotna latentna in-
fekcija [2].

Analiza distribucije razli¢itih limfocitnih subpopu-
lacija u bolesnika s infektivnom mononukleozom uzroko-
vanom EBV-om pokazala je povecanje postotka T-lim-
focita i smanjenje postotka B-limfocita. Postotci CD8" T-
-limfocita u krvi bolesnika s infektivnom mononukleo-
zom su povecani dok su postotci CD4" T-limfocita sma-
njeni [15]. Povecana ekspresija biljega stani¢ne aktivacije
(primjerice CD38 i HLA-DR) na T-limfocitima takoder je
uobicajena u bolesnika s infektivnom mononukleozom
[16].

Uz opcenitu analizu promjena distribucije pojedinih
limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi bolesnika s in-
fektivnom mononukleozom posljednih se godina inten-
zivno istraZuje i stani¢na imunost specifi¢na za EBV [17].
Naime, razvoj nove tehnike MHC tetramera za direktnu
ex vivo kvantifikaciju limfocita specifi¢nih za pojedine
antigene omogucio je analizu prirodnog tijeka stani¢nog
imunoloskog odgovora CD8" i CD4* T-limfocita na EBV.
Tehnologija tetramera temelji se na principu interakcije
antigeni¢nog peptida vezanog za MHC molekulu u
samom reagensu s odredenim T-stani¢nim receptorom na
T-limfocitu, a zatim slijedi analiza na proto¢nom cito-
metru [18]. Dokaz tetramera pokazuje da je ekspanzija
CD8" T-limfocita u akutnoj EBV-infekciji ve¢im dijelom
rezultat specifi¢ne reakcije na antigene EBV-a.

U akutnoj fazi EBV-infekcije dolazi do znacajne
ekspanzije CD8" T-limfocita specifi¢nih za liticke, ali i za
latentne epitope ovog virusa [19]. Nakon zavrSetka akutne
faze infekcije smanjuje se frekvencija CD8" T-limfocita
specifi¢nih za epitope litickih proteina virusa, ali oni ipak
ostaju detektabilni tijekom latentne faze infekcije. CD8*
T-limfociti specificni za epitope latentnih proteina EBV-a
obi¢no se mogu otkriti tek nekoliko tjedana nakon pocetka
akutne faze infekcije.
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Callan i sur. (1998.) su pratili kinetiku EBV-specifi¢ne
imunosti u bolesnika s infektivnom mononukleozom [17].
U perifernoj krvi veéine bolesnika dokazali su CD8" T-
-limfocite specifi¢ne za imunodominantne liticke EBV-
-antigene BMLF1 (sekvenca GLCTLVAML) i BZLF1
(sekvenca RAKFKQLL). Frekvencija BMLF1 5 «rrvame-
specificnih CD8* T-limfocita u perifernoj krvi veéine
bolesnika s infektivnom mononukleozom krece se 0d 0,5 1
6,6 %. lako su antigen-specifi¢ne stanice vrlo rijetke u
ukupnoj subpopulaciji T-limfocita, treba istaknuti da je u
perifernoj krvi jednog bolesnika otkriveno ¢ak 44 %
BZLF1, AKFKQLL—specifiénih CD8* T-limfocita (oko
3x10° T-limfocita u perifernoj krvi). Frekvencije CD8" T-
-limfocita specifi¢nih za latentne proteine EBV-a (prim-
jerice FLRGRAYGL peptid proteina EBNA 3A) su
obi¢no niZe u akutnoj fazi infekcije. Visoke frekvencije
EBV-specifiénih CD8" T-limfocita dokazane su najmanje
3 godine nakon primarne infekcije.

Tijekom akutne EBV-infekcije mogu se detektirati i
CD4" T-limfociti specifi¢ni za EBV [19]. CD4" T-limfo-
citi specificni za BZLF-1, BMLF-1 i EBNA-3A mogu se
detektirati kod vecine zarazenih osoba dok je specifi¢na
imunoreakcija na EBNA-1 nesto rjeda. Longitudinalna su
istrazivanja pokazala korelaciju izmedu EBV viremije u
perifernoj krvi i frekvencije CD4" T-limfocita specifi¢nih
za EBV [20].

EBV-specifi¢na stani¢na imunost istrazivana je i u
kroni¢noj infekceiji ovim virusom. Sugaya i sur. (2004.) su
pokazali da se u veéine bolesnika s kronicnom EB V-infek-
cijom ne mogu dokazati CD8" T-limfociti specifi¢ni za
virus [21].

Odredivanje EBV-specifi¢ne imunosti posebno je
znaajno za istraZivanje patogeneze posttransplantacijske
limfoproliferativne bolesti (engl., post-transplant [ym-
phoproliferative disorder, PTLD). PTLD nastaje kao
teska komplikacija transplantacije hematopoetskih stani-
ca ili solidnih organa i uglavnom je vezana uz proliferaci-
Jju B-limfocita i EBV-infekciju [22]. Uvodenje moleku-
larne dijagnostike, tj. longitudinalnog pracenja EBV-
-DNA u perifernoj krvi transplantiranih bolesnika omogu-
¢ilo je identifikaciju bolesnika s visokim rizikom od po-
jave PTLD-a. Moguca dijagnosti¢ka korisnost istovre-
menog pracenja frekvencije EBV-specifi¢nih CD8* T-
-limfocita u procjeni rizika od pojave PTLD-a kao i u
pracenju ucinka imunosupresivne terapije jos se ispituje
[23]. Dosadasnja su istrazivanja pokazala da u perifernoj
krvi transplantiranih bolesnika ¢ak 70 % ukupnih CD8" T-
-limfocita moze biti specificno za EBV te da se postotak
ovih stanica smanjuje paralelno s kolicnom EBV-DNA u
krvi tijekom imunosupresivnog lijecenja.

Obzirom da je patogeneza PTLD jasno povezana s
deficijencijom EBV-specifi¢ne stani¢ne imunosti, inten-

zivno se istrazuju nove strategije lijeCenja ¢iji je cilj
rekonstitucija imunosti na EBV [22]. Klinic¢ka su ispiti-
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vanja pokazala da imunoterapija EBV-specificnim T-lim-
focitima omogucava rekonstituciju imunosti specificne za
ovaj virus, kontrolu limfoproliferacije te da uklanja simp-
tome bolesti [24, 25, 26]. Primjena autolognih ili alo-
geni¢nih EBV-specifi¢nih citotoksi¢nih T-limfocita u li-
jecenju malignih bolesti koje su etioloski vezane uz ovaj
virus (Hodgkinov limfom i nazofaringealni karcinom) za
sada nisu tako uspjeSna [27]. Medutim, kako je 2004. g.
uspostavljena prva svjetska banka klonova citotoksi¢nih
CDS8" T-limfocita specifi¢nih za EBV jasno je da ovaj tip
imunoterapije biti predment intenzivnog istrazivanja u
buduénosti [26].
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