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Popis kratica

BART RNA - regija desnog transkripta RNA BamHI-A (od eng. Bam-HI A fragment rightward
transcript RNA)

BHRF1 — desni otvoreni okvir za ¢itanje 1 fragmenta BamHI-H (od eng. BamHI H fragment

rightward open reading frame 1)

BRLF1 — lijevi otvoreni okvir za Citanje 1 fragmenta BamHI-R (od eng. BamHI R fragment

leftward open reading frame 1)

BZLF1 —lijevi otvoreni okvir za Citanje 1 fragmenta BamHI-Z (od eng. BamHI Z fragment leftward

open reading frame 1)

CD21 — klaster diferencijacije 21 (od eng. cluster of differentiation 21)

cHL — klasi¢ni Hodgkinov limfom (od eng. classical Hodgkin's lymphoma)

CR2 — receptor komplementa tipa 2 (od eng. complement receptor 2)

EBER — mala molekula RNA kodirana EBV-om (od eng. Epstein-Barr virus-encoded small RNA)
EBNA — jezgreni antigen virusa Epstein-Barr (od eng. Epstein-Barr virus nuclear antigen)
EBV — virus Epstein-Barr (od eng. Epstein-Barr virus)

gB — glikoprotein ovojnice B

gH — glikoprotein ovojnice H

gL — glikoprotein ovojnice L

gp350 — glikoprotein ovojnice 350

gp42 — glikoprotein ovojnice 42

HL — Hodgkinov limfom (od eng. Hodgkin's lymphoma)

Hrv — hrvatska varijanta EBV-a

ISH — hibridizacija in situ (od eng. in situ hybridization)



LD — limfocitna deplecija (od eng. lymphocyte depleted)

LMP — latentni membranski protein (od eng. latent membrane protein)

LR — limfocitna predominacija (od eng. lymphocyte rich)

MC — mijeSana celularnost (od eng. mixed cellularity)

Med — varijanta EBV-a Mediterranean

MIiRNA — mikroRNA

NC — varijanta EBV-a North Carolina

NPC — karcinom nazofarinksa (od eng. nasopharyngeal carcinoma)

NS — nodularna skleroza (od eng. nodular sclerosis)

OR — omjer izgleda (od eng. odds ratio)

oriLyt — ishodi$no mjesto liti¢ke replikacije (od eng. origin of lytic replication)

oriP — ishodi$no mjesto replikacije plazmida (od eng. origin of plasmid replication)
RIG-1 — geni inducibilni retinoi¢nom kiselinom I (od eng. retinoic acid-inducible gene 1)
RS — Reed-Steinberg

SLL — limfom malih stanica (od eng. small lymphocytic lymphoma)

T-AIL — T-stani¢ni angioimunoblasti¢ni limfom (od eng. T-cell angioimmunoblastic lymphoma)
TGF-p - faktor rasta tumora beta (od eng. tumor growth factor f5)

TPA — tkivni aktivator plazminogena (od eng. tissue plasminogen activator)

TR —terminalna izravna ponavljanja (od eng. terminal direct repeats)



1. Uvod

1.1. Virus Epstein-Barr

Virus Epstein-Barr (EBV, od eng. Epstein-Barr virus) ljudski je onkogeni virus koji pripada
porodici Orthoherpesviridae i rodu Lymphocryptovirus. Pripada skupini herpesvirusa, a poznat je
i pod nazivom ljudski gama-herpesvirus 4 (International Committee on Taxonomy of Viruses,
2023). Prvi put je opisan 1964. godine, a otkriven je pri istrazivanju Burkittova limfoma u Africi
i ubrzo prepoznat kao uzro¢nik maligne transformacije B-limfocita in vitro, te je tako postao prvi
opisani onkogeni virus. Naziv je dobio po stani¢noj liniji u kojoj je prvi put opazen (EB1), koja je
nosila naziv po dvoje znanstvenika koji su radili na projektu uzgoja tumorskih stanica Burkittova
limfoma: dr. A. Epstein i Y. Barr (Epstein i sur., 1964).

EBV primarno zarazava B-limfocite, ali poznato je da inficira i epitelne stanice, pogotovo
u osoba oslabljenog imunosnog sustava. Prisutan je u organizmu veéine ljudske populacije (> 90
%), ali u vecini je slucajeva asimptomatski prisutan u organizmu do kraja domaéinova Zivota. Do
infekcije najcesce dolazi u ranom djetinjstvu, do pete godine Zivota, a infekcije u kasnijim
periodima zivota mogu uzrokovati pojavu infektivne mononukleoze (Nowalk i Green, 2016). EBV
je povezan i s razvojem nekih autoimunih bolesti kao $to su multipla skleroza i sistemski eritemski
lupus (Bjornevik i sur., 2022, James i sur., 1997). Vazan je etioloski faktor u nastanku oko 1% svih

ljudskih malignih bolesti s preko 200 000 slucajeva godis$nje (Shannon-Lowe i Rickinson, 2019).

EBV se cesto koristi kao model za istraZivanje temeljnih mehanizama onkogeneze kod
ljudi, a moZe pomodi 1 pri istrazivanju boljih nacina dijagnostike, terapije i prevencije malignih

bolesti (Young i sur., 2016).



1.1.1. Grada viriona virusa Epstein-Barr

Virion EBV-a ¢ini linearna dvolan¢ana DNA duljine oko 172 kb koja se nalazi unutar
ikosaedarske nukleokapside. Izvan kapside nalazi se tegument graden od proteina znacajnih za
razne procese kao Sto su replikacija virusa (Sathiyamoorthy i sur., 2016), reaktivacija replikacije
(Liu i Cohen, 2016) te transport iz endotela u jezgru B-limfocita (Feederle i sur. 2016). Tegument
je obavijen dvoslojnom lipidnom ovojnicom u koju su ugradeni razni glikoproteini koji imaju ulogu
u prepoznavanju B-limfocita i u procesu fuzije viriona s njima. Primjerice, gp350 je 901
aminokiselinu dug glikoprotein koji uspostavlja prvu vezu s B-limfocitima vezuéi se za stani¢ni
receptor komplementa tipa 2 (CR2, od eng. complement receptor 2) ili klaster diferencijacije 21
(CD21, od eng. cluster of differentiation 21) koji je bitan za razvoj imunosnog odgovora (Rani i
sur., 2021). Neki od ostalih glikoproteina prisutnih u ovojnici EBV-a su gp42, gB i kompleks gHgL
(Slika 1).

gP350

tegument

kapsida
glikoproteini ovojnice

Slika 1. Shematski prikaz grade viriona virusa Epstein-Barr (lijevo) s uvecanim prikazom pojedinih

glikoproteina prisutnih u ovojnici (desno) (preuzeto i prilagodeno iz Abdelfattah i sur., 2024)



1.1.2. Organizacija genoma virusa Epstein-Barr

Genom EBV-a prvi je kloniran i u potpunosti sekvenciran genom herpesvirusa. Genom
laboratorijskog soja, prototipa B95-8, u cijelosti je sekvenciran 1984. godine te je sadrzavao
deleciju veli¢ine oko 12 kb u odnosu na divlji soj (Baer i sur., 1984). Kasnije je ta delecija
popunjena hibridizacijom prototipa B95-8 sa sekvencijama EBV-a soja Raji. Genom je dobiven
sekvenciranjem iz biblioteke kloniranih fragmenata dobivenih koristenjem restrikcijskog enzima
BamHI pa se na dijelove genoma cesto referira slovima od A do Z, §to oznaCava odredene
fragmente BamHI (Tao i sur., 2006). Genom EBV-a sadrzi oko 80 kodiraju¢ih regija i kodira za
44 molekule mikroRNA (miRNA) (Cao i sur., 2021), a sadrzi i 500 bp duga terminalna ponavljanja
koja omogucavaju cirkularizaciju DNA te unutarnje ponavljajuce sekvencije koje dijele genom na

jedinstvenu dugu i kratku sekvencijsku domenu (Tao i sur., 2006).

Geni koji kodiraju proteine EBV-a dijele se na gene litickog ciklusa i gene latentnog
ciklusa, a virus kodira i mno$tvo molekula miRNA te dvije vrste malih molekula RNA kodiranih
EBV-om (EBER, od eng. Epstein-Barr virus-encoded small RNA) (Slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz genoma EBV-a u cirkularnom (A) i linearnom obliku (B). Na prikazu A crvenom
bojom oznacena su ishodi$na mjesta replikacije plazmida (oriP, od eng. origin of plasmid replication) i
liticke replikacije (oriLyt, od eng. origin of lytic replication). Pune crne strelice predstavljaju lokaciju i
smjer transkripcije proteina bitnih za latentni ciklus virusa. EBNA-LP prepisuje se iz skupine ponavljajucih
eksona u fragmentima BamHI W (W-ponavljanja). Sa svake strane terminalnih ponavljanja (TR, od eng.
Terminal repeats) nalaze se eksoni koji zajedno sainjavaju LMP-2. Vanjska linija predstavlja veliki
transkript EBV-a koji je aktivan u trecem dijelu latentnog ciklusa (Lat III) i iz kojeg se prepisuju svi geni
EBNA. Njihova transkripcija pocinje od promotora Cp ili Wp te translacijom tog primarnog transkripta
nastaju proteini EBNA. Unutarnjom, kra¢om linijjom oznacen je transkript EBNA-1 koji pocinje od
promotora Qp, a koji je znacajan za Lat I i II. Bijele strelice oznacavaju EBER-1 i EBER-2; dvije male
nepoliadenilirane molekule RNA s visokim stupnjem transkripcije koje su prisutne i nuzne u svim stadijima
latencije. Na prikazu B slovima su oznaceni fragmenti BamHI od kojih je sastavljen genom EBV-a. Regija
Nnet predstavlja varijabilnost u broju TR-ova u razli¢itim stani¢nim izolatima ili klonovima o ¢emu ovisi i

transkripcija LMP-2 (preuzeto i prilagodeno iz Tao i sur., 2006).



1.2. Replikacijski ciklus virusa Epstein-Barr

Opisana su dva tipa replikacijskog ciklusa EBV-a: litic¢ki i latentni ciklus. Ciklusi su
regulirani mikrookoliS§em virusa i imunosnim statusom domacina. Liticki ciklus karakterizira
replikacija virusnih Cestica te njihov izlazak iz stanica domacina. To uzrokuje zaustavljanje rasta i
razaranje stanica pa samim time i oStecenje tkiva domacina, ali isto tako omogucuje i prijenos
virusa na nove domacine (Lee i sur., 2015). Suprotno tome, latentni ciklus obiljezava zadrzavanje
virusa u stanici. Genom virusa zadrzava se i ugraduje u stanice domacina kao cirkularni episom u
stani¢noj jezgri. U latentnoj fazi virus je u stanicama prisutan u samo oko 10 kopija i eksprimira
jako ograniCen broj gena. Virusni genom se tada replicira pomoc¢u domaéinove DNA-polimeraze
u S-fazi mitoze kako bi se broj virusnih kopija zadrzao u §to viSe stanica domacina. Latentna faza

EBV-a i njeni produkti povezani su s onkogenim potencijalom virusa (Kieff i Rickinson, 2001).

Prijelaz iz liticke u latentnu fazu naziva se utiSavanje dok se prijelaz iz latentne u liticku
fazu naziva reaktivacija. Jo$ nije poznato kako potaknuti reaktivaciju in vivo, ali poznato je da
neki kemijski i bioloski agensi kao $to su tkivni aktivator plazminogena (TPA, od eng. tissue
plasminogen activator), natrijev butirat ili antitijela specifi¢éna za imunoglobuline mogu potaknuti

reaktivaciju in vitro (Murata i Tsurumi, 2013).

1.2.1. Liticki ciklus

Geni litickog ciklusa dijele se u tri skupine: neposredno rane (IE), rane (E) 1 kasne (L) gene

te se tim redoslijedom i eksprimiraju. Ishodiste transkripcije gena litickog ciklusa je oriLyt.

Glavni neposredno rani geni su BZLF1 i BRLF1. To su takozvani molekularni okidaci
litickog ciklusa koji su nuZni za prijelaz iz latentne u liticku fazu. Ova dva gena se u genomu nalaze
jedan pored drugog pa se smatra da se transkripcija svih neposredno ranih gena zajedno regulira
epigenetskim procesima (metilacijom) (Murata i sur., 2013). Protein lijevog otvorenog okvira za
¢itanje 1 fragmenta BamHI-Z (BZLF1, ZEBRA, Zta, od eng. BamHI Z fragment leftward open
reading frame 1) transkripcijski je faktor koji se veze na mjesto oriLyt i potice transaktivaciju
litickih gena. Protein lijevog otvorenog okvira za ¢itanje 1 fragmenta BamHI-R (BRLF1, Rta, od

eng. BamHI R fragment leftward open reading frame 1) je takoder transkripcijski faktor i



transaktivator litickog ciklusa, ali njegova aktivacija je malo sloZenija od one BZLF1. On potice
transkripciju litickih gena direktno se vezuc¢i na DNA preko svoje N-terminalne domene, putem
interakcije s drugim transkripcijskim faktorima ili amplifikacijom signala nekih putova

transdukcije. Neposredno rani geni induciraju transkripciju ranih gena (Murata, 2018).

Ranih gena ima mnogo, a njihova glavna zadaca je kodiranje enzima potrebnih za
replikaciju DNA kao $to je DNA-polimeraza BALF5 i enzima potrebnih za metabolizam
nukleotida kao $to je timidinska kinaza BXLF1. Neki od ostalih ranih gena su BSLF1 (primaza),
BBLF4 (helikaza), BALF2 (protein koji veze jednolancanu DNA) i drugi. Djelovanjem ovih
proteina genom virusa moze se umnoziti do preko 100 puta. Takoder, zadaéa ranih gena je i
poticanje ekspresije kasnih gena (Yap i sur., 2022). Produkti kasnih gena pomazu pri formiranju
virusnih Cestica. Neki od tih gena su BCLF1 i BDLF1 koji kodiraju proteine kapside, BLRF2 i
BRRF2 su neki od gena koji kodiraju proteine tegumenta, dok BILF2 i BLLF2 kodiraju
glikoproteine ovojnice (Murata, 2018).

1.2.2. Latentni ciklus

Ovisno o eksprimiranim genima, latentni ciklus dijeli se na Cetiri tipa: latencija (Lat) 0, I,
I1i 1. U latentne gene spada sest jezgrenih antigena EBV-a (EBNA, od eng. Epstein-Barr virus
nuclear antigen), tri latentna membranska proteina (LMP, od eng. latent membrane protein), dva
tipa molekula EBER i molekule miRNA. U latenciji III dolazi do ekspresije najvi$e gena u odnosu
na ostale stadije. To je faza kroz koju EBV prolazi unutar zarazenih B-limfocita za vrijeme
primarne infekcije. U latenciji |11 dolazi do stvaranja produkata latentnog ciklusa kao §to su EBNA-
1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B, EBER-1,
EBER-2 i BART miRNA (Kang i Kieff, 2015) (Tablica 1).

Jedan od najvaznijih latentnih proteina je EBNA-1 koji je nuZan za odrZavanje postojanosti
genoma i njegovu replikaciju u latenciji. EBNA-1 se specificno veze na ishodiste plazmidne
replikacije oriP fizickom interakcijom preko C-terminalne domene (Young i Rickinson, 2004). Tim
vezanjem EBNA-1 regrutira razne stani¢ne proteine kao $to su proteini zaduzeni za stani¢nu diobu
te tako osigurava diobu i virusnog genoma. U latenciji 111, ekspresija proteina EBNA-1 regulirana

je promotorom cP, dok u latenciji I tu ulogu preuzima promotor gP (Temperai sur., 2010). EBNA-



1 ima i sposobnost vezanja episoma virusa za stani¢ne kromosome preko N-terminalne domene
¢ime se izbjegava degradacija virusne DNA u stanici domacina te osigurava ravnomjerna
raspodjela virusnog genoma u novonastalim stanicama nakon diobe (Westhoff Smith i Sugden,
2013). EBNA-2 i EBNA-LP transkripcijski su koaktivatori koji zajedno poti¢u virusne i stani¢ne
gene na transkripciju. Vezanjem za uzvodne elemente MYC i gene regulirane transkripcijskim
faktorom MYC, mogu potaknuti stanicu na ulazak u stani¢ni ciklus u svrhu proliferacije (Portal i
sur., 2013).

Latentni membranski proteini LMP-1, LMP-2A i LMP-2B nastaju prepisivanjem s jednog
zajednickog lokusa s preklapajué¢im transkriptima. Aktivni su samo u latenciji I1 1 III. LMP-1 nuzan
je za transformaciju B-limfocita te predstavlja jedan od glavnih onkogenih proteina EBV-a. LMP-
1 oponasa signalni put receptora klastera diferencijacije 40 (CD40, od eng. cluster of differentiation
40) i receptora B-limfocita (BCR, od eng. B-cell receptor), a moze djelovati i na razne molekule
signalnog puta apoptoze. Na taj nacin se inducira signalni put kojim se nastavlja proliferacija

stanice i izbjegava apoptoza (Kang i Kieff, 2015).

Tablica 1. Ekspresija gena u razli¢itim tipovima latencije. Najmanja aktivnost prisutna je u latenciji 0 uz

porast do latencije III kada je aktivnost gena najvisa (preuzeto i prilagodeno iz Ahmed i Baiocchi, 2016)

TIP LATENCIJE AKTIVNI GENI

0 EBER-1, EBER-2

| EBER-1, EBER-2, EBNA-1

11 EBER-1, EBER-2, EBNA-1, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B

EBER-1, EBER-2, EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A,

I EBNA-3B, EBNA-3C, LMP-1, LMP-2A, LMP-2B

1.3. Nekodiraju¢e RNA

EBV je prvi virus kod kojeg je dokazana ekspresija miRNA. U genomu su geni za miRNA
prisutni u dva klastera: jedan klaster koji sadrzi sekvencije za mRNA desnog otvorenog okvira za
¢itanje 1 fragmenta BamHI-H (BHRF1 od eng. BamHI H fragment rightward open reading frame
1) i jedan klaster koji sadrzi sekvencije za mMRNA regije desnog transkripta BamHI-A (od eng.
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BamHI-A region rightward transcript). Ekspresijom prvog klastera nastaju tri prekursorske
miRNA (BHRF1-1, BHRF1-2 i BHRF1-3) iz kojih nastaju Cetiri zrele molekule miRNA prisutne
veéinom u tre¢oj fazi latencije, dok sekvencija BART kodira 22 prekursorske miRNA (BART1-
22) iz kojih nastaje ukupno 40 zrelih molekula miRNA molekula prisutnih u svim fazama latencije
(Pfeffer i sur., 2004).

Pomoc¢u miRNA, virus moze izbje¢i imunosni odgovor domacina te djelovati na mehanizme
stani¢ne proliferacije 1 apoptoze, promoviraju¢i onkogenezu. Ciljanjem ekspresije receptora za
prepoznavanje uzoraka kao §to su geni inducibilni retinoi¢nom kiselinom I (RIG-1, od eng. retinoic
acid-inducible gene 1) ili receptori toll-like (TLR, od eng. toll-like receptors), miRNA mogu
djelovati na prijenos signala i sintezu citokina potrebnih za imunosni odgovor domacina. mMiRNA
reduciraju i ekspresiju faktora rasta tumora beta (TGF-B, od eng. tumor growth factor ) te tako
spreCavaju prepoznavanje stanica karcinoma nazofarinksa (NPC, od eng. nasopharingeal
carcinoma) zarazenih virusom od strane prirodenih stanica ubojica (NK, od eng. natural killer
cells). Takoder, mogu djelovati na sve razine prepoznavanja antigena: procesiranje antigena, njihov
transport do glavnih molekula kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, od eng. major
histocompatibility complex) i samu prezentaciju antigena. Dokazana je poviSena prisutnost
molekula miRNA u velikom broju limfoma i karcinoma. Prisutnost nekih molekula miRNA
povezana je sa smanjenom aktivnoSéu tumorskog supresora PTEN koji sudjeluje u regulaciji
stani¢ne proliferacije. Postoje jo§ mnogi mehanizmi negativnog djelovanja miRNA EBV-a po

domacina, neki od njih jo$ uvijek nepoznati (Zidovec Lepej i sur., 2020).

1.4. EBER

Molekule EBER-1 i EBER-2 male su, nepoliadenilirane molekule RNA koje kodira EBV
te su najmnogobrojniji produkti genoma EBV-a u latentnom ciklusu. Nisu nuZne za transformaciju
B-limfocita ali su prisutne u svim tipovima latencije (Rymo, 1979). EBER-1 duga je 167 bp dok je
EBER-2 duga 172 bp (Slika 3), a izmedu njihovih gena nalazi se 161 bp duga regija u kojoj se
nalazi njihov promotor EBER (Lee i sur., 2015). Transkribira ih RNA-polimeraza 111 (Pol 111) za
koju nose intragensku kontrolnu regiju. lako je slicnost sekvencija EBER-1 i EBER-2 samo 54%,

njihova sekundarna struktura jako je sli¢na (Slika 3.) (Rosa i sur., 1981). Primarne sekvencije



molekula EBER iznimno su konzervirane u razli¢itim linijama EBV-a §to ukazuje na njihovu

vaznost u zivotnom ciklusu virusa (Arrand i sur., 1989).

Mnogo je uloga EBER-a pri infekcijama te u razvoju i odrzavanju malignih bolesti. Poznato
je da formiraju komplekse s proteinima u citoplazmi kao §to je autoantigen La koji je povezan s
razvojem sistemskog eritemskog lupusa (Iwakiri i sur., 2009). Molekule EBER se mogu vezati i
na proteinsku kinazu R (PKR, od eng. protein kinase R) induciranu interferonom (IFN) $to je nuzno
za antivirusno djelovanje IFN. Vezanjem, molekule EBER inhibiraju djelovanje PKR i tako virus
dulje opstaje u stanici. Inhibicijom PKR moze se blokirati i apoptoza inducirana interferonom alfa
te put apoptoze FAS (Nanbo i sur., 2005). Molekule EBER induciraju transkripciju tri razlicita
faktora rasta u razli¢itim stani¢nim linijama te tako poti¢u i epitelnu i limfoidnu tumorigenezu
(lwakiri i Takada, 2010). Wu i sur. (2007) dokazali su da, iako molekule EBER nisu nuzno
potrebne za transformaciju B-limfocita, EBER-2 pokazuje mogucnost sudjelovanja u
transformaciji dok EBER-1 nema to svojstvo. To ukazuje na €injenicu da, usprkos vrlo sli¢noj

strukturi i veli¢ini, EBER-1 i EBER-2 imaju znacajno razli¢ite uloge u infekciji i onkogenezi.

Zahvaljujuéi njihovoj mnogobrojnosti (> 5 x 10° po stanici), molekule EBER (posebice
EBER-1) mogu se koristiti kao pouzdan marker za detekciju stanica zarazenih EBV-om

koristenjem hibridizacije in situ (ISH, od eng. in situ hybridization) (Slika 4) (Chang i sur., 1992).
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Slika 3. Sekundarna struktura molekula EBER (preuzeto i prilagodeno iz Rosa i sur., 1981)

Slika 4. Detekcija stanica zarazenih EBV-om detekcijom molekula EBER pomoc¢u metode EBER-ISH.
Prikazane su stanice klasi¢nog Hodgkinovog limfoma, a stanice zarazene EBV-om obojene su plavo

(preuzeto i prilagodeno iz Begi¢ i sur., 2022).
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1.5. Varijabilnost virusa Epstein-Barr

EBYV se moze podijeliti u dva podtipa: EBV-1 i EBV-2 (poznati i kao tipovi A i B). Podjela
se temelji na varijabilnosti u sekvencijama gena EBNA (EBNA-2, -3A, i -3C). Varijabilnost po kojoj
se razlikuju podtipovi najvise se ocituje u genu EBNA-2 koji izmedu podtipova pokazuje samo
70%-tnu homologiju na nukleotidnoj te 54%-tnu na aminokiselinskoj razini dok ostali geni
pokazuju razlike manje od 5% (Farrell, 2015). Poznato je da podtip EBV-1 ima veéi potencijal
transformacije B-limfocita u odnosu na EBV-2 (Rickinson i sur., 1987). Podtipovi pokazuju i
razli¢itu geografsku rasprostranjenost; EBV-1 je prisutan u cijelom svijetu dok se EBV-2

pojavljuje s povecanom ucestalosti u Supsaharskoj Africi i Novoj Gvineji (Neves i sur., 2017).

Podtipovi EBV-a dalje se mogu dijeliti na varijante na temelju varijabilnosti gena LMP-1 u
odnosu na prototip B95-8. Ukljucujuci prototip, identificirano je ukupno osam glavnih varijanti
virusa: B95-8, Alaskan (AL), Chinal, China2, China3, Mediterranean (s delecijom od 30 bp i bez
nje, Med+ i Med-) i North Carolina (NC) (Edwards i sur., 1999) iako postoje i druge varijante koje
se pojavljuju s dosta manjom ucestalosti kao $to su dvije varijante Southeastern Asia (SEA1 i
SEA2) (Smatti i sur. 2017). Varijante su nazvane po geografskoj lokaciji gdje je ta varijanta virusa
1zolirana. Kod jedne osobe moguce je detektirati viSe razli¢itih varijanti virusa, medutim, klinicki

znacaj koinfekcija jos se istrazuje (Miinz, 2015).

U Republici Hrvatskoj dokazana je puno veca ucestalost podtipa EBV-1 u odnosu na podtip
EBV-2. Najvecu ucestalost u hrvatskoj populaciji pacijenata koji boluju od klasi¢cnog Hodgkinovog
limfoma ¢ine divlji tip B95-8 i varijanta Med+ dok se varijante NC i Med- pojavljuju s dosta
manjom ucestalosti. Druge varijante nisu detektirane (Begi¢ 1 sur., 2022). U hrvatskoj populaciji
pedijatrijskih pacijenata koji boluju od infektivne mononukleoze, najucestalije varijante su: divlji
tip B95-8, Chinal, Med- i NC dok se varijanta Med+ pojavljuje s dosta manjom ucestalosti. Druge

varijante virusa nisu detektirane (Zidovec Lepej i sur., 2023).

Do sada nije napravljena podjela EBV-a na podtipove ili varijante na temelju varijabilnosti
promotora EBER.
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1.6. Virus Epstein-Barr i maligne bolesti

EBV je prvi virus prepoznat kao bitan etioloski faktor u razvoju nekih malignih bolesti.
Kroz godine istrazivanja, EBV je povezan s nastankom mnogih malignih bolesti, posebno s
limfomima i karcinomima, putem raznih mehanizama koji promoviraju proliferaciju stanica,
pomazu u izbjegavanju imunosnog odgovora ili omoguéavaju izbjegavanje apoptoze. Neke od
bolesti za koje se EBV smatra etioloskim faktorom su: Burkittov limfom, Hodgkinov limfom,

limfomi NK-stanica i T-limfocita, karcinom nazofarinksa i brojni drugi (Farrell, 2019).

Hodgkinov limfom (HL) rijetka je maligna bolest B-limfocita koja se pojavljuje u oko 9.000
slucajeva godiSnje (Ansell, 2016). Poznata su dva glavna histopatoloSka oblika Hodgkinovog
limfoma: nodularna limfocitna predominacija (NLPHL od eng. nodular lymphocyte predominant
Hodgkin lymphoma) i klasi¢ni Hodgkinov limfom (cHL, od eng. classical Hodgkin lymphoma)
koji se dalje dijeli na Cetiri podtipa: mijeSana celularnost (MCcHL, od eng. mixed cellularity
classical Hodgkin lymphoma), nodularna skleroza (NScHL, od eng. nodular sclerosis classical
Hodgkin lymphoma), limfocitna predominacija (LRcHL, od eng. lymphocyte rich classical
Hodgkin lymphoma) i limfocitna deplecija (LDcHL, od eng. lymphocyte depleted classical
Hodgkin lymphoma) (Alaggio i sur., 2022). HL karakterizira transformacija B-limfocita u
specificne multinuklearne tumorske stanice zvane Reed-Steinbergove stanice (RS, od eng. Reed-
Steinberg cells). Kod slu¢ajeva Hodgkinovog limfoma koji su inficirani EBV-om, detektirane su
specifi¢ne protuapoptotske mutacije koje nisu prisutne u slu¢ajevima bez infekcije EBV-om.
Poznato je da na taj na¢in EBV sprecava predvidenu apoptozu nekih B-limfocita koji se kasnije
potencijalno mogu transformirati u RS-stanice (Vockerodt i sur., 2014). Razni produkti latentnog
ciklusa EBV-a kao $to su EBNA-1 i LMP-1 takoder imaju moguénost poticanja mehanizama
izbjegavanja imunosnog odgovora domacina inhibiranjem signalnih putova T-limfocita, kao i
sposobnost supresije mehanizama zaduzenih za spreCavanje rasta i razvoja RS-stanica (Murray i

Young, 2019).

T-stani¢ni angioimunoblasti¢ni limfom (T-AIL, od eng. T-cell angioimmunoblastic
lymphoma) rijetka je maligna bolest zrelih T-limfocita. Pripada skupini perifernih T-stani¢nih
limfoma te je najucestaliji limfom te skupine. Pojavljuje se s ve¢om ucestalosti u Europi u odnosu
na druge dijelove svijeta i ¢es¢e u starijoj populaciji (>60 godina). Bolest karakterizira jaka upalna

reakcija i deregulacija imunosnog sustava te uglavnom zahvacéa folikularne pomocénicke T-
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limfocite ¢ija je glavna uloga aktivacija B-limfocita pri imunosnom odgovoru i njihova
diferencijacija (Chiba i Sakata-Yanagimoto, 2020). EBV je povezan s oko 90% svih slucajeva T-
AlL-a, a najceS¢e se detektira metodom EBER-ISH unutar velikih B-imunoblasta koji
morfologijom nalikuju na RS-stanice (Beer i Dorion, 2015). Postoje pretpostavke da T-AlL dovodi
do imunodeficijencije koja pogoduje EBV-u i pokrece njegovu reaktivaciju u stanicama domacina.
Svojim onkoloskim djelovanjem na T- i B-limfocite EBV pomaze u stvaranju i odrzavanju
tumorskog mikrookoli$a. Druga teorija je da EBV raznim mehanizmima djelovanja na pomoc¢nicke
T-limfocite inducira nastanak T-AlL-a (Dunleavy i Wilson, 2007). To¢ni mehanizmi djelovanja
nisu u potpunosti razjasnjeni ali svi dokazi upuéuju na znacajnu povezanost izmedu infekcije EBV-

om i razvoj T-AlL-a.

Karcinom nazofarinksa (NPC, od eng. Nasopharyngeal carcinoma) maligna je bolest koja
zahvaca epitelne stanice nazofarinksa. Prisutna je u cijelom svijetu, s pove¢anom ucestalosti na
podruc¢jima juzne Azije, Bliskog istoka i sjeverne Afrike. Poznato je mnogo faktora koji utjecu na
razvoj ove bolesti, a jedan od najvaznijih okoli$nih upravo je infekcija EBV-om (Chang i sur.,
2021). Za vrijeme primarne infekcije, osim B-limfocita, poznato je da EBV moze zaraziti i epitelne
stanice nazofarinksa ovisno o tipu eksprimiranih glikoproteina u ovojnici virusa te tako zapoceti
proces nastanka i razvoj karcinoma (Houen i Trier, 2020). Jedan od nacina na koji EBV to uzrokuje
je epigenetskom modifikacijom genoma domacina putem modifikacije histona ili hipermetilacijom
DNA. Na taj na¢in moze do¢i do smanjene transkripcije tumorskih supresora, smanjenja normalne
transkripcije proteina i inaktivacije enzima koji sudjeluju u mehanizmima popravka DNA.
Takoder, prijelaz iz liticke faze u latenciju unosi genomsku nestabilnost u stanice domacina §to
dodatno djeluje na razvoj bolesti. Jedan od glavnih onkogenih mehanizama EBV-a je i moguénost
izbjegavanja imunosnog odgovora domacina. Molekule EBER mogu inaktivirati gene koje

stimuliraju interferoni i1 tako inhibirati normalni imunosni odgovor domacina (Tsao 1 sur., 2017).
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je analizirati sekvencije promotora EBER u malignim limfomima inficiranih
EBV-om te izraditi algoritam za identifikaciju podtipova virusa Epstein-Barr i njihovih varijanti
prema tom promotoru. Hipoteza istrazivanja je da promotor EBER odreduje podtipove virusa koji

zarazavaju razlic¢ite maligne bolesti.

14



3. Materijali i metode

3.1. Uzorci

Za ovo istrazivanje koriStene su sekvencije promotora EBER (duljine 150 bp) virusa
Epstein-Barr izolirane iz uzoraka tumorskog tkiva pacijenata oboljelih od Hodgkinovog limfoma

(n=52), T-stani¢nog angioimunoblasti¢nog limfoma (n=11) i karcinoma nazofarinksa (n=28).

Uzorci tumorskog tkiva limfocitnog i epitelnog porijekla fiksirani su formalinom i
uklopljeni u parafinske kocke (FFPE, od eng. formalin-fixed, paraffin-embedded). Svi uzorci
prikupljeni su iz arhive Klini¢ke bolnice Merkur. Koristen je ostatni bioloski materijal prethodno
koriSten za histopatoloSske analize te je u njemu dokazana prisutnost EBV-a metodama
imunohistokemijskog bojenja za detekciju proteina LMP-1 i/ili hibridizacijom in situ kojom se
detektiraju molekule EBER (EBER-ISH). KoriSteni su samo uzorci tkiva pacijenata koji nisu
primili nikakvu terapiju prije uzorkovanja. Ovo istrazivanje provedeno je u sklopu HRZZ projekta
"Molekularna raznolikost virusa Epstein-Barr" (Sifra projekta 1P-2020-02-8961). IstraZivanje je
odobrilo Eticko povjerenstvo klinicke bolnice Merkur 25. rujna 2019. godine i Eticko povjerenstvo

Medicinskog fakulteta u Zagrebu 15. prosinca 2022. godine.

Od ukupno 52 pacijenta s dijagnozom klasi¢nog Hodgkinovog limfoma 37 je muSkaraca 1
15 Zena u dobi od 10 do 87 godina (M = 56). Zastupljenost razli¢itih cHL histoloskih podtipova
redom je: 22 MCcHL, 12 NCcHL, 3 LRcHL, 1 LDcHL, 3 slu¢aja limfoma malih stanica (SLL, od
eng. small lymphocytic lymphoma) s transformacijom u cHL i 11 uzoraka nedeterminiranog
podtipa. Od 11 pacijenata s dijagnozom T-stani¢nog angioimunoblasticnog limfoma, 6 je
muskaraca i 5 Zena u dobi od 49 do 82 godine (M = 70). Skupinu 28 pacijenata s dijagnozom
karcinoma nazofarinksa ¢inilo je 20 muSkaraca i 8 Zena, u dobi od 26 do 89 godina (M = 56)

(Tablica 2).
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Tablica 2. Podaci o pacijentima s dijagnosticiranim Hodgkinovim limfomom, T-stani¢nim

angioimunoblasti¢énim limfomom i karcinomom nazofarinksa ¢iji su uzorci koristeni u ovom istraZivanju.

. Broj pacijenata Dob
Tip tumora = - .
Zene Muskarci (godine)
MC 8 14 Zene
NS 3 9 19-84
LR 0 3
cHL .
LD 0 1 Muskarci
SLL s transformacijom u cHL 2 1 10-87
Podtip nije determiniran 2 9
Zene
61-81
T-AlL 5 6
Muskarci
49-82
Zene
50-89
NPC 8 20
Muskarci
26-83

3.1.1. Izolacija DNA i umnazanje promotora EBER

DNA tumorskih tkiva izolirana je iz FFPE rezova debljine 10 um. KoriSten je
standardizirani komplet kemikalija Quick-DNA/RNA FFPE Kit (Zymo Research, CA, SAD) te je

izolacija provedena prema protokolu proizvodaca. Dobiveni izolati DNA pohranjeni su na -20 °C.

Ciljana regija promotora EBER umnoZena je pomocu lan¢ane reakcije polimerazom (PCR,
od eng. polymerase chain reaction). Koristena je DNA-polimeraza GoTaq (Promega, SAD) i
parovi pocetnica za umnazanje promotora EBER duljine 150 bp prema Lee i sur. (2015) i
Gharibzadeh i sur. (2021) (Tablica 3). Uvjeti PCR reakcije navedeni su u Tablici 4.
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Tablica 3. Pocetnice koristene za umnazanje promotora EBER

: Duljina
Tip .. . . Ref
pocetnice Slijed nukleotida (5'-3") amplikona elerenca
uzvodna GATCCAAACTTTAGTTTTAG 150 ph Gharibzadeh 1 sur.,
P 2021; Lee i sur., 2015
nizvodna CGCAACCGTAACTCTATAC

Tablica 4. Uvjeti lan¢ane reakcije polimerazom za umnazanje promotora EBER

Korak . 40 ciklusa zavrino
pocetna — produljenje hladenje
. denaturacija .. vezanje produljenje
Uvjeti denaturacija - lanaca
pocetnica lanaca
temperatura 95 °C 95 °C 48 °C 72 °C 72 °C 4°C
vrijeme 2 min 30s 30s 30s 5 min ®

3.1.2. Sekvenciranje

Prije sekvenciranja, PCR produkti najprije su proc¢isc¢eni koristenjem kompleta kemikalija
ChargeSwitch PCR Clean-Up Kit (Life technologies, CA, SAD). Pro¢isé¢eni PCR-produkti poslani
su u servis Macrogen (Republika Koreja) gdje je metodom prema Sangeru odreden slijed
nukleotida dobivenih amplikona. Dobivene uzvodne i nizvodne sekvencije pohranjene su u obliku

datoteka .ablte su takve koriStene za daljnju analizu.

3.2. Metode

Uzorci su nazvani po skracenici imena maligne bolesti (cHL, T-AIL, NPC) uz odgovarajuci

broj pacijenta: cHL1-52, T-AIL1-11 i NPC1-28.

Jedan pacijent uzorkovan je dva puta: prvi put uzorak je prikupljen iz limtnog ¢vora, a drugi
uzorak prikupljen je biopsijom nosne Supljine i paranazalnih sinusa mjesec dana kasnije (NPC23A

i NPC23B).
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3.2.1. Preklapanje sekvencija

Za preklapanje dobivenih uzvodnih i nizvodnih (forward i reverse) sekvencija koristio sam
program Benchling (Benchling Inc., San Francisco, CA). Koristio sam zadane postavke programa
kako bih dobio preklopljene konsenzus sekvencije za daljnju analizu. Zbog lose kvalitete prvih
sekvencija, neki su uzorci sekvencirani dva puta te sam za daljnju analizu koristio bolji od dva
uzorka (Slika 5). To su uzorci cHL7, cHL26, cHL36, cHL47, T-AIL5, NPC1 i NPC23A. Na taj
nacin analizirana je ukupno 91 sekvencija. Nakon odbacivanja neadekvatnih uzoraka, za daljnju

analizu dobio sam ukupno 84 konsenzusne sekvencije koje sam pohranio u formatu FASTA.
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A

GTTTCCTTCTTCCCTTTATCATTCTACCGGACACCTAGACCCGG AGTTCTTTATCCTTCTGCATTGTTCACARATTTCA TTATGGGTTCTCTTACAAAAGAGTTAATATGAGTATGCCTACT

A M S

------------ AAAACGATACCAG' AAGAGCGTAGGAAGGTGTTGEGATCGCCGCCCEECACCGTCTGTCATCGAAGGCGGATCCCGGTCAACCTTCCTTTGTTTTCCACCTCTTCCGATTGTT

WY 5 d . 4 ¥
ATTAS CAG-TTCACCTAMCGC\GTCTTMCGTnGCATCCCAGMGATGCAUCGTAACCCCGCCTACMCCG’G—\CGYGGCTG TTAC\,AGCATGYATACAGTTACGGTTGCGAAAACCCCTCIC

A At

COGCATCTATGATCCAAACTTTAGT TTTAGGAT TTATGCATCCATTATCCCGCAGT TCCACCTAAACGEGTCTTAACGT TGCAT CCCAGAAGAT GCACACGT AACCCCG CCTCTTATTACTMT

Slika 5. Primjer (A) sekvencije neadekvatne za nastavak istrazivanja i (B) kvalitetne sekvencije koristene u nastavku istrazivanja. Prikaz u programu
Benchling na primjeru sekvencija iz prvog (A) i drugog (B) sekvenciranja uzorka cHL7. Gornji red na slikama prikazuje preklopljene konsenzus
sekvencije dok donja dva reda prikazuju o€itanja uzvodnih i nizvodnih sekvencija s intenzitetom ocitanih signala odredenih nukleotida. U
konsenzusnoj sekvenciji, puni sivi stupac oznacava da je taj nukleotid o€itan na tom mjestu i u uzvodnoj i u nizvodnoj sekvenciji, dok polovi¢ni

stupac oznacava da je o€itani nukleotid prisutan samo u jednoj sekvenciji te je u konsenzusu zapisan onaj nukleotid koji daje jaci signal
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3.2.2. Poravnavanje sekvencija

Dobivene konsenzusne sekvencije poravnao sam u programu ClustalX v.2.1. (Larkin i sur.,

2007). Koristio sam zadane postavke programa i spremio podatke za daljnju analizu (Slika 6).

Slika 6. Prikaz svih (91) poravnatih sekvencija u programu ClustalX prije eliminacije neadekvatnih

sekvencija. Razlicite boje oznacavaju razli¢ito o¢itane dusi¢ne baze: crvenom bojom oznacen je adenin (A),
crvenom citozin (C), zutom gvanin (G) i zelenom bojom oznacen je timin (T). Sekvencije su poredane

redoslijedom odredenim zadanim algoritmom programa ClustalX.
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3.2.3. Uredivanje sekvencija

Za uredivanje sekvencija koristio sam program AliView v.1.17.1 (Larsson, 2014). O¢itane
sekvencije sadrzavale su regije izvan podruéja Zeljenih 150 parova baza (nizvodno od uzvodne
sekvencije i uzvodno od nizvodne). Da bih to ispravio napravio sam korekciju krajeva varijabilnih
duljina kako bih dobio sekvencije ¢ija se duljina sastoji samo od pocetnica i regije izmedu njih.
Usporedbom s rezultatima iz programa Benchling, napravio sam ruénu provjeru svih sekvencija i
korekciju dusSi¢nih baza koje nisu davale samo jedan jasan signal. Ako se pojedino mjesto u
sekvenciji moglo interpretirati na viSe nacina na temelju ja¢ine o€itanog signala, a jedan od signala
predstavlja bazu koja je prisutna u velikoj vecini ostalih sekvencija te je ocekivana na tom mjestu,
interpretirao sam je i ru¢no ispravio u oc¢ekivanu dusi¢nu bazu. Taj proces ponovio sam za sve

sekvencije. 1zrezivanjem krajeva i korekcijom baza dobio sam sekvencije prikazane na Slici 7.

T-AL7_EBER.

Slika 7. Sekvencije promotora EBER u programu AliView nakon uredivanja. Sve prikazane sekvencije duge
su najvise 150 bp, ograni¢ene pocetnicama i izbacene su neadekvatne sekvencije. Razli¢ite boje oznacavaju
razli¢ite dusic¢ne baze: zelena oznacava adenin (A), plava oznacava citozin (C), crna oznacava gvanin (G) i
crvena boja oznacava timin (T). Sekvencije su poredane redoslijedom odredenim zadanim algoritmom
programa AliView.
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Nakon ru¢nog unosa oc€itanih baza losije kvalitete koje program Benchling nije uspio ocitati
(nukleotidi van crnih granica vidljivih na Slici 5) i ispravka neto¢nih komplementarnih sekvencija,
one sekvencije koje nisu sadrzavale svih 150 parova baza nisam koristio u daljnjoj analizi. Na taj
nacin odbacio sam dvije sekvencije: cHL22 i cHL47, te su mi kona¢no ostale 82 sekvencije

prikazane na Slici 8.

CHLZ_EBER
CHLS_EBER
cHLt4_EBER
CHLLS_EBER
cHL23 EBER
cHL37_EBER
CHLS2_EBER
T-AILZ_EBER
T-AILS_EBER
NPCL_EBER
NPCS_EBER
NPC6_EBER
NPC7_EBER
NPCB_EBER
NPC17_EBER
NPC18_EBER
NPC19_EBER
NPC21_EBER
NPC25_EBER
NPC27_EBER
NPC16_EBER
NPC10_EBER
NPCI3_EBER
cHLI_EBER
cHL3 EBER
CHL4_EBER
CHLB_EBER
CHLO_FBER
CHLLD_EBER
cHLLL_EBER
cHLL2 EBER
CHLL6_EBER
cHLL7_EBER
cHLLG_EBER
cHL20_EBER
cHL25_EBER
cHL26_EBER
cHL27_EBER
CHL28_EBER
cHL29 EBER
cHL30_EBER
CHL33_EBER
cHL32_EBER
cHL34_EBER
CHL35_EBER
CHL36_EBER
cHL38_EBER
CHL39_EBER
CHL40_EBER
cHL41_EBER
CHL42_EBER
cHL43_EBER
cHL44_EBER
cHL45_EBER
cHL46_EBER
cHL48_EBER
cHL40_EBER
CHLSO_EBER
T-AILT_EBER
T-AlL4_EBER

T-AlL11_EBER
NPC3_EBER
NPC4_EBER
NPC9_EBER
NPC22_EBER.
NPC24_EBER.
NPC28_EBER.
cHL24_EBER
cHLL3_EBER
T-AIL1_EBER
NPC15_EBER.
NPC23A_EBER
NPC238_EBER
cHL6_EBER
cHL7_EBER
cHL21_EBER
T-AIL10_EBER
NPC11_EBER
T-AIL7_EBER

Slika 8. Sekvencije promotora EBER u programu AliView nakon svih korekcija i ru¢nih unosa baza.
Sekvencije su duge to¢no 150 bp te su prikazane redoslijedom u odnosu na pozicije polimorfizma i

abecednim redom unutar skupina jednakih sekvencija.
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3.2.4. Izrada algoritma za odredivanje varijanti virusa Epstein-Barr na temelju

varijabilnosti promotora EBER

Pretrazivanjem baze genoma NCBI pronasao sam dvije sekvencije prototipa B95-8 koje na
istom mjestu u genomu sadrze medusobno identi¢nu sekvenciju promotora EBER dugu to¢no 150
parova baza. Jednu od te dvije sekvencije, sekvenciju prototipa B95-8 pod pristupnim brojem
V01555, koristio sam za odredivanje to¢ne pozicije gena u genomu EBV-a i kao referentnu

sekvenciju u nastavku analize.

Svaku pojedinu sekvenciju usporedio sam s referentnom pomoc¢u programa MEGA v.10.2.6
(od eng. Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar i sur., 2018) koriste¢i zadane postavke
programa. Kroz usporedbu identificirao sam sva polimorfna mjesta i razlike izmedu referentne
sekvencije i sekvencija uzoraka te to¢ne pozicije tih promjena u genomu EBV-a. Koristeci
dobivene podatke, sekvencije sam grupirao u podtipove i varijante virusa te izradio algoritam za
njihovu identifikaciju po uzoru na algoritam za determinaciju varijanti gena LMP-1 (Edwards i

sur., 1999). Novo opisane podtipove i varijante imenovao sam u svrhu lakse identifikacije.

3.2.5. Statisti¢ka obrada podataka

Za izracun statistickih podataka, izradu tablica 1 grafickih prikaza koristio sam program
Microsoft Excel v.2407. Fisherov test koristio sam za odredivanje statisticke znacajnosti raspodjele
podataka po kategorijama (raspodjelu varijanti EBV-a u tri istrazivane maligne bolesti). Test
omjera izgleda (OR, od eng. odds ratio) koristio sam za odredivanje statisticke znacajnosti
povezanosti pojedinih varijanti EBV-a s pojedinim malignim bolestima. Razina znacajnosti bila je
P <0,05.
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4. Rezultati

4.1. Algoritam za odredivanje varijanti virusa Epstein-Barr prema

sekvenciji promotora EBER

U ovom istrazivanju analizirane su ukupno 92 sekvencije promotora EBER koji se u

genomu EBV-a nalazi na poziciji 6796-6945, duljine 150 parova baza. Zbog lose kvalitete uzoraka,

neki izolati nisu uspjesno sekvencirani te nisu mogli biti koristeni u ovom istrazivanju. To su
uzorci: cHL19, cHL31, cHL51, NPC2, NPC12, NPC14, NPC20 i NPC26. Nakon analize,

odbacivanjem sekvencija neprikladnih za analizu, konacan broj sekvencija iznosio je 82. Na

temelju analize sekvencija i usporedbom s prototipom B95-8 izraden je algoritam za odredivanje

podtipova i njihovih varijanti EBV-a na temelju varijabilnosti promotora EBER (Tablica 5).

Tablica 5. Prijedlog algoritma za odredivanje varijanti virusa Epstein-Barr na temelju varijabilnosti

promotora EBER.
Pozicija Varijante virusa Epstein-Barr
na

genomu B95-8 Hrvl! Hrv1" Hrv2! Hrv2" Hrv2"' | Hrv2"V | Hrv2Y
6829 A G
6834 C T
6854 G A
6856 G T T T
6884 G A A A A A
6886 T G G G G
6911 A G G G G G
6915 G A

Prema predlozenom algoritmu, EBV se na temelju sekvencije promotora EBER moze

podijeliti na tri podtipa: podtip koji odgovara prototipnoj sekvenciji B95-8 i dva nova hrvatska
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podtipa 1 i 2 (Hrv1 i Hrv2). Podtipovi su tradicionalno nazvani po geografskoj lokaciji gdje su
izolirani. Hrv1 podtip dijeli se na dvije varijante: Hrv1' i Hrv1". Hrv2 podtip dijeli se na pet
varijanti: Hrv2', Hrv2", Hrv2"' Hrv2'V i Hrv2V. Varijanta EBV-a odredena je ukupno 81 pacijentu

na temelju analize 82 sekvencije (Tablica 6).

Od analiziranih sekvencija, njih 20 odgovara prototipu B95-8. To su sekvencije: cHL2,
cHLS5, cHL14, cHL15, cHL23, cHL37, cHL52, T-AlIL2, T-AIL9, NPC1, NPC5, NPC6, NPC7,
NPC8, NPC17, NPC18, NPC19, NPC21, NPC25 i NPC27.

Varijanta virusa Hrv1' razlikuje se od prototipa B95-8 samo na poziciji 6856 u genomu

promjenom G>T. Od analiziranih sekvencija, samo jedna, NPC16, odgovara ovoj varijanti virusa.

Varijanta virusa Hrv1'" razlikuje se od prototipa B95-8 u dvije promjene: G>A promjenom
na poziciji 6854 u genomu virusa te istom promjenom na poziciji 6856 (G>T). Od analiziranih

sekvencija, dvije odgovaraju ovoj varijanti virusa. To su sekvencije NPC10 i NPC13.

Podtip virusa Hrv2 odreden je promjenama G>A na poziciji 6884, T>G na poziciji 6886 i
A>G na poziciji 6911. varijanta virusa Hrv2' razlikuje se od prototipa B95-8 samo u tim
promjenama. Od analiziranih sekvencija, njih 47 odgovara ovoj varijanti virusa. To su sekvencije:
cHL1, cHL3, cHL4, cHLS, cHL9, cHL10, cHL11, cHL12, cHL16, cHL17, cHL18, cHL20, cHL25,
cHL26, cHL27, cHL28, cHL29, cHL30, cHL32, cHL33, cHL34, cHL35, cHL36, cHL38, cHL39,
cHL40, cHL41, cHL42, cHL43, cHL44, cHL45, cHL46, cHL48, cHL49, cHL50, T-AIL3, T-AlL4,
T-AIL5, T-AIL6, T-AIL8, T-AlIL11, NPC3, NPC4, NPC9, NPC22, NPC24 i NPC28.

Varijanta virusa Hrv2", osim promjenama koje odreduju podtip Hrv2, razlikuje se od
prototipa B95-8 promjenom A>G na poziciji 6829. Od analiziranih sekvencija, samo jedna, cHL24,

odgovara ovoj varijanti virusa.

Varijanta virusa Hrv2"!, osim promjenama koje odreduju podtip Hrv2, razlikuje se od
prototipa B95-8 promjenom C>T na poziciji 6834. Od analiziranih sekvencija, njih pet odgovara
ovoj varijanti virusa. To su sekvencije: cHL13, T-AIL1, NPC15, NPC23A i NPC23B tj. varijanta

virusa Hrv2""nadena je kod 4 pacijenta.

Varijanta virusa Hrv2"V, osim promjenama koje odreduju podtip Hrv2, razlikuje se od
prototipa B95-8 promjenom G>T na poziciji 6856. Od analiziranih sekvencija, njih pet odgovara
ovoj varijanti virusa. To su sekvencije: cHL6, cHL7, cHL21, T-AIL10 i NPC11.

25



Varijanta virusa Hrv2V, osim promjenama koje odreduju podtip Hrv2, razlikuje se od

prototipa B95-8 promjenom G>A na poziciji 6915. Od analiziranih sekvencija, samo jedna, T-

AIL7, odgovara ovoj varijanti virusa.

Tablica 6. Podjela pacijenata na temelju podtipa i varijante virusa prema predlozenom algoritmu.

Broi Udio u ukupnom Udio u ukupnom
Varijanta aciie r{ata broju odredenih broju odredenih
pacl) podtipova (%) varijanti (%)

B95-8 20 24,7 24,7
Hrv1! 1 . 1,2
Hrv1" 2 ’ 25
Hrv2! 47 58,0
Hrv2! 1 1,2
Hrv2!! 4 71,6 4,9
Hrv2!v 5 6,2
Hrv2V 1 1,2

4.2. Povezanost varijanti virusa Epstein-Barr na temelju promotora

EBER s istrazivanim malignim bolestima

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost izmedu varijanti promotora EBER i istrazivanih

malignih bolesti.

Varijanta Hrv2' zna¢ajno je ¢esc¢a kod dijagnoze cHL i T-AIL u odnosu na dijagnozu NPC
tj. znacajno je rjeda kod dijagnoze NPC u odnosu na ostale dijagnoze (OR = 6.83, 95% CI 2.30-
20.30, P < 0.001) (Tablica 7, Slika 9).

Varijanta B95-8 znacajno je ¢eSc¢a kod dijagnoze NPC u odnosu na ostale dijagnoze tj.
znacajno je rjeda kod dijagnoze cHL ili T-AIL u odnosu na dijagnozu NPC (OR = 0.20, 95% ClI
0.07-0.59, P = 0.004) (Tablica 7, Slika 9).
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Nije utvrdena statisticki znacajna povezanosti spola pacijenata, dobi pacijenata, i

histoloskog podtipa cHL s varijantama promotora EBER (P > 0,05).

Tablica 7. Varijante EBV-a na temelju promotora EBER prema istrazivanim malignim bolestima..

Podebljane P-vrijednosti statisticki su znacajne.

vaEijl's;ta cHL T-AIL NPC P-vrijednost
B95-8 7 2 11 0,013
Hrv1! 0 0 1
Hrv1" 0 0 2
Hrv2' 35 6 6 <0,001
Hrv2" 1 0 0
Hrv2" 1 1 2 0,233
Hrv2'v 3 1 1 0,999
Hrv2VY 0 1 0
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B95-8
Hrv1!
Hrv11
Hrv2!
Hrv2I
Hrv2[I

Hrv2V
Hrv2V

<

C

4

Slika 9. Udio varijanti EBV-a na temelju promotora EBER u (A) klasi¢nom Hodgkinovom limfomu, (B) T-

stani¢énom angioimunoblasti¢nom limfomu i (C) karcinomu nazofarinksa.
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5. Rasprava

U ovom istrazivanju analizirane su 92 sekvencije promotora EBER u uzorcima 91 pacijenta
s podrucja Republike Hrvatske koji boluju od tri razli¢ite maligne bolesti te je odredena povezanost
vrste malignog tumora s varijantom EBV-a na temelju varijabilnosti promotora EBER. Istrazivanje
je provedeno isklju¢ivo na pacijentima s podru¢ja Republike Hrvatske pa predstavlja dio jako male
skupine istrazivanja varijabilnosti EBV-a u ovom dijelu Europe (Zidovec Lepej i sur., 2023, Banko

i sur., 2016).

Rezultati istrazivanja pokazali su da je EBV moguée podijeliti na podtipove i njihove
varijante i na temelju promotora EBER. Analizom varijabilnosti sekvencija promotora EBER
duljine 150 parova baza identificirano je ukupno osam polimorfnih mjesta na temelju kojih su
odredene varijante virusa usporedbom s prototipnom sekvencijom B95-8 i konstruiran je novi
algoritam za njihovu identifikaciju po uzoru na Edwards i sur. (1999). U ovom istrazivanju, osim
poznatog tipa B95-8, identificirana su dva podtipa virusa s ukupno sedam varijanti koji do sada

nisu bili opisani u literaturi.

Novoopisani podtip Hrvl minimalno se razlikuje od prototipne sekvencije B95-8. Razlika
se oCituje samo u promjeni jednog nukleotida na poziciji 6856 (G>T) u genomu, uz dodatnu
promjenu na poziciji 6854 (G>A) za varijantu Hrv1". Zbog toga, ove bi se varijante mogle smatrati
i varijantama prototipa B95-8. Medutim, s ciljem odrzavanja prototipne sekvencije
nepromijenjenom u literaturi (Baer i sur., 1984, Edwards i sur., 1999, Zidovec Lepej i sur., 2023)
ove promjene definiraju se kao zaseban podtip te je prototipna sekvencija ostavljena bez varijanti.
Podtip Hrv2 odreden je razlikama na pozicijama 6884 (G>A), 6886 (T>G) 16911 (A>G) koje se u

svim uzorcima u kojima su prisutne javljaju zajedno.

Analiza distribucije podtipova virusa kod svih pacijenata kojima je podtip virusa mogao
biti odreden pokazuje najvecu ucestalost podtipa Hrv2 (71,6%) dok je s najmanjom ucestalosti

zastupljen podtip Hrv1 (3,7%).

Analiza distribucije varijanti virusa kod svih pacijenata kojima je varijanta virusa mogla
biti odredena pokazala je daleko najveéu udestalost varijante Hrv2' (58,0%) dok se na drugom
mjestu po uéestalosti nalazi varijanta prototipne sekvencije B95-8 (24,7%). Varijante Hrv1', Hrv2"

i Hrv2Y pokazuju najmanju udestalost te su opisane u samo uzorku samo jednog pacijenta (1,2%).
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Varijanta virusa Hrv1!" pojavljuje se s malo veéom ucestalosti, ali kod samo dva pacijenta (2,5%).
S obzirom na jako niske ucestalosti u analiziranoj populaciji, postoji moguénost da su opisane
varijante zapravo rezultat pogreSnog ocitanja signala zbog varijabilne kvalitete uzoraka i
sekvencija. Koristeni uzorci nisu svjezi, a neki su stari i preko 15 godina. Bili su fiksirani u
formalinu i uklopljeni u parafinske kocke Sto je svakako utjecalo na kvalitetu uzoraka pa tako i
ocitanih signala. Program Benchling dijelove nekih sekvencija nije mogao ocitati zbog lose
kvalitete signala pa su ti nukleotidi morali biti uneseni ru¢no za daljnju analizu. Zbog toga je
postojanje ovih varijanti potrebno potvrditi u daljnjem istrazivanju na ve¢em broju uzoraka i

potencijalno DNA izoliranom iz svjezih, a ne arhivskih tkiva.

Navedene distribucije podtipova i varijanti pokazuju uzorke slicne geografskoj distribuciji
EBV podtipova na temelju gena EBNA i varijanti na temelju gena LMP-1 (Neves i sur., 2017) s
jednim podtipom i varijantom koji su dominantni po zastupljenosti u odnosu na druge (to su podtip
Hrv2 i varijanta Hrv2') $to ukazuje na potencijalnu povezanost novoopisanih podtipova i varijanti
EBV-a i ve¢ postojecih. Begi¢ i sur. (2022) analizirali su varijabilnost EBV-a na temelju gena
LMP-1 koriste¢i ista 52 uzorka cHL koja su koriStena i u ovom istrazivanju. Rezultati su pokazali
prisutnost isklju¢ivo EBV-1 podtipa i najvecu ucestalost prototipne varijante B95-8 i varijante
Mediterranean s delecijom. Usporedba odredenih varijanti na temelju gena LMP-1 i promotora
EBER analizom istih uzoraka nije pokazala poveznicu izmedu pojedinih varijanti na temelju gena
LMP-1 i novoopisanih varijanti EBV-a na temelju varijabilnosti promotora EBER. Manjak
povezanosti najvise je izrazen kod determinacije prototipne varijante B95-8 koja u dvije analize
koriStenjem istih uzoraka nije pokazala jednaku zastupljenost i nije odredena istim pacijentima.
Zidovec Lepej i sur. (2023) analizirali su varijabilnost EBV-a na temelju gena LMP-1 u hrvatskoj
populaciji 73 pedijatrijska pacijenta koji boluju od infektivne mononukleoze. Rezultati su pokazali
najvecu ucestalost prototipne varijante B95-8 uz manju ucestalost varijanti Chinal i Mediterranean
bez delecije $to ne odgovara distribuciji varijanti iz ovog istrazivanja. Dodatna istrazivanja su
potrebna kako bi se bolje proucila povezanost izmedu novoopisanih varijanti EBV-a na temelju

varijabilnosti promotora EBER i ve¢ opisanih varijanti na temelju varijabilnosti gena LMP-1.

Osim osam opisanih polimorfnih pozicija, analizirane sekvencije i prototipna sekvencija
medusobno imaju jo§ neke razlike. Najveca razlika prisutna je na posljednja tri nukleotida gdje je

vidljiva promjena CGC>GCG. Navedena promjena nalazi se u podrucju pocetnica za umnazanje
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Pocetnice kori$tene u ovom istrazivanju za umnazanje regije promotora EBER preuzete su iz rada
Gharibzadeh i sur. (2021) koji su ih preuzeli iz rada od Lee i sur. (2015). Medutim, te pocetnice
nisu jednake te se razlikuju u ve¢ navedena posljednja tri nukleotida. U bazi NCBI nema sekvencije
koja odgovara sekvenciji u potpunosti komplementarnoj pocetnicama prema Gharibzadeh i
suradnika (2021) . Druga razlika nalazi se na poziciji 6808 u genomu virusa. Rije¢ je o promjeni
T>A koja je prisutna u svim analiziranim sekvencijama jer se i ona nalazi u podrucju pocetnica, N0
ta se sekvencija moze nac¢i u bazi NCBI (na primjer, sekvencija pod pristupnim brojem
MG298843) pa bi ova promjena mogla predstavljati i potencijalno deveto polimorfno mjesto na
temelju kojeg se mogu proSiriti saznanja o varijabilnosti promotora EBER u daljnjim

istrazivanjima.

Analiza povezanosti EBV varijanti s istrazivanim malignim bolestima pokazala je
povezanost varijante B95-8 s karcinomom nazofarinksa i varijante Hrv2' s tumorima limfoidnog
porijekla. Usporedba ovih rezultata sa slicnim rezultatima dobivenim na temelju analize vec
postojecih varijanti na temelju gena LMP-1 nije jednoznacna. Povezanost ve¢ postojecih varijanti
EBV-a i pojedinih dijagnoza jo$ uvijek nije dokazana. Farrell i White (2022) zakljucili su kako
postoji moguénost povezanosti podtipova EBV-a s dijagnozama NPC-a u juznoj Kini. Medutim,
za dokazati tu povezanost potrebno je bolje istraziti toéne mehanizme djelovanja razli¢itih varijanti
na nastanak i razvoj bolesti. Neves i suradnici (2017) zakljuéili su kako izraZenija sposobnost
transformacije B-limfocita podtipa EBV-1 moze upudivati na razli¢ito djelovanje varijanti na
razvoj pojedinih bolesti s obzirom na to da je veéina genske varijacije EBV-a prisutna u genima
koji sudjeluju u transformaciji stanica. Navode i kako je tu vezu teSko dokazati s obzirom na
specificnu geografsku rasprostranjenost varijanti EBV-a §to zna€ajno utjece na statisticke podatke
jer je ve¢ina dosadasnjih istraZivanja na ovu temu provedeno na azijskim populacijama. Briercheck
i suradnici (2024) takoder stavljaju naglasak na geografsku rasprostranjenost varijanti EBV-a te
upozoravaju na donosenje zakljuc¢aka o povezanosti varijanti s razli¢itim dijagnozama u geografski
ograniCenim istrazivanjima kao $to je ovo. Zaklju¢no, geografska rasprostranjenost uvjetuje
varijabilnost EBV-a u populaciji dok razli¢ite varijante EBV-a potencijalno pridonose razli€itoj
ucestalosti razvoja bolesti. Druga mogucénost je da su 1 ucestalost EBV varijanti i ucestalost
razli¢itih bolesti povezani s geografskom rasprostranjenosti te da iz te zajedniCke veze proizlazi

njihova medusobna statisticki znacajna povezanost. U svakom slucaju, sve tri komponente
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(varijante virusa, vrste malignih bolesti i geografska rasprostranjenost) dio su kompleksnog sustava

¢ije interakcije joS uvijek nisu u potpunosti jasne te je potrebno provesti daljnja istrazivanja.

Analize varijabilnosti virusa i povezanosti varijanti s nastankom i razvojem malignih i ne-
malignih bolesti od iznimne su vaznosti za bolje razumijevanje mehanizama djelovanja virusa, kao
i za potencijalan razvoj novih dijagnosti¢kih pristupa i terapija (Kanda i sur., 2019). Ovo
istrazivanje predstavlja prvu analizu varijabilnosti promotora EBER u svijetu te prvu podjelu EBV-

a na temelju te varijabilnosti Sto otvara vrata novim pristupima istrazivanja EBV-a u budu¢nosti.

6. Zakljucak

Rezultati analize sekvencija promotora EBER pokazali su da je na temelju varijabilnosti
promotora EBER moguce napraviti podjelu EBV-a na podtipove i njihove varijante te je izraden
algoritam po kojem su jasno definirane i imenovane novoopisane varijante. ldentificirana su dva
nova podtipa virusa s ukupno sedam novih varijanti. Statistickom analizom dokazana je znacajna
povezanost novoopisanih varijanti EBV-a s pojedinim malignim bolestima na podruéju Republike
Hrvatske. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se bolje razumjela geografska
distribucija varijanti na temelju ove podjele te mehanizmi djelovanja razlicitih varijanti na nastanak

I razvoj bolesti.
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