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Molekularne aspekty latentnyoh zakażeń układu
nerwowego wywołanych przez herpeswirusy

Zakład Higieny Weterynaryjnej, ul. Kaprów 10,80,316 Gdańsk

Jednym zrodzajów oddziaływania między komór-
ką a wirusem w organizmie j est zakażenię latentne czyli

35,45). Po przechorowaniu postać kliniczna zakażę-
nia przechodzi w postać bezobjawową. Zjawisko to
j e s t s zcze gó lnie ni eko r zy stne, gdy ż or ganlzm p ozor -

nie zdrowy moze stanowtc źródŁo zakażenia (31, 35).
Zakażenia latentne są wywoĘrvane przez wszystkie
wirusy zrodztny Herpesviridae, w obrębie której wy-
r ożniamy 3 podrodzi ny : A lfah e r p e sv ir in a e, B e t ah er -

pesvirinae t Gammaherpesvirinae (26,34). Do pod-
rodziny Alfaherpesvirinae należąwirusy, które po re-
plikacji w komórkach nabłonkowych skóry błony ślu-
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rzy wrażItwych na zakażęnię stwierdzono wiele po-
dobieństw. Należy podkreślić, ze wymienione alfaher-
peswirusy stanowią dogodny i stosowany model do
badańnad zjawiskiem latencji. Omawiaj ąc powyższe
zagadntentaistotne jest zwrócenie uwagi na wewnętrz-
nąstrukturęt organizację genomu oraz cykl życiowy

5, 38, 50). Genom Ęch wirusów
dwuniciow ej cząsteczki DNA
150 tys. par zasad (k.p.z,). Np.

HSV-1 : 153 k.p.r.,BHV-1 : I40k.p.r.,ADV: 150

k.p.z. Prowadzonę badania zlżyciem metody hyb.y-

zowej przenosząsię do zwojów ner-
wowych, gdzie przechodząw stan
utajenia i utrzymują się w fazie nie-
zakńnej . Z kolei prz e dstawi c ięlę B e -

t aherp esv irinae wykanfią troptzm
do nabłonka i śródbłonkanarządów
wewnętrznych. Wirusy te namnaża-
ją się i przebywają w komórkach
przęz długi okres czasv, co w efek-
cie prowadzi do ich powiększenia
(cytomegal ta). G ammaherp esvirinae
powoduj ą z akażente komórek limfo-
blasĘcznych pochodzenia mezoder-
malnego i wykazują szczególne po-
winowactwo do limfoclów B i T.
(3 5). Spośród wymienionych podro-
dzin zjawisko latencji najwcześniej
i najlepiej poznano u alfaherpeswi-
rusów nazywanych również herpes-
wirusami neurotropowymi (2, 4, II,
35, 36,43). Można tu wymienić:
helpeswirus ludzki 1 (HSV-l), herpes-
wirus bydlęcy 1 (BIIV-l) i herpeswi-
rus świński 1 (wirus chorobyAujesz-
kiego) (ADV), Porównując patoge-
nezę ot az zj awi ska mo l ekulame tych
wirusów, pomimo r ożny ch go spoda- tysiącach. Opracowano wg 6,7
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Wcząwielkości sekwencj i nukleotydów, ich wzajem-
ne go układu, ori entacj i, p ow tar zaj ących wewnę tr zny ch
tzewnętrznych (końcowych) sekwencji (IR i TR) oraz
rozmieszczenia sekwencji długiej (L) i krótkiej (S).
Ogólny schemat cyklu życiowego podczas zakażęnia
litycznego (produkĘwnego) j edne go z przedstawicie-
li omawianych alfaherpeswirusów przedstawiono na
ryc 2, Po wniknięciu wirusowego DNA do jądraroz-
poczyna się jego transkrypcja w ściśle ustalonym po-
rządkl czasowym. Istotnąrolę w zainicjowaniu tego
procesu przypisuje się wirusowemu czynnikowi a-TIF
nazywanego inaczej VP16 lub Vmw 65. Podczas
pierwszej fazy r ozw oju wirus a zw anej,,natychmiasto-
wo -wc ze sna", utworzone łańcuchy m-RNA p rzęnlka-
j ą do cytoplazmy, gdzie uczestnicząw syntezie białek
a . BiaŁka te okre ślane j ako re gulatorowe umo żliwiaj ą
rozpoczęcle transkrypcji regionu DNA kodującego
białka B (kinaza tymidynowa, polimeraza DNA). Jest
to tak zwarra faza transkrypcji ,,wczesna" (early). W
tr zectej fazie transkryp cj i powstaj ą m-RNA ki eruj ąc e
syntezą biał ek y (późnych) Są to glikoproteiny wcho-
dzące w skład kapsydu i strukfury otoczki wirusa. Speł-
niają one podstawową funkcję w zapoczątkowaniu
procesu zakażęnia oraz stymulują układ immunolo-
glczny organizmu (35, 50).

Pierwszą w skazówką ułatwiaj ącą wyj aśnienie me -
chanizmu ekspresji geneĘcznej herpeswirusów w cza-
sie zakażenia latentnego byĘ badania Stewensa i Co-
oka (47). Badacze ci stosując technikę hybrydyzacji
in situ zidentyfikowali w zwojach nerwowych zwie-
r ząt nie wykazuj ących obj awów kl ini c zny ch zakażę -
nia, dwuniciowe cząsteczki DNA HSV-1, W warun-
kach doświadczalnych Mellerick i Fraser przy pomo-
cy techniki wirowania w gradiencię chlorku cezuihy-
brydyzacji kwasów nukleinowych stwierdzIli, że ge-

nom herpeswirusów umiejsco-
wiony jest poza chromosomem
w postaci wielu kopii nie zinte-
growanych z DNA gospodarza
(27). Ustalono równocześnie, ze
częśó genomów nie posiada na
końcach cząsteczkt kwasu nu-
kleinowego krotkich powtarza-
jących sekwencji, Badania te
wyrażnie wykazały, ze genom
wirusa może istnieć w komórce
w formie kolistej lub konkatame-
rów tj. długich liniowych czą-
stek kwasu nukleinowego. War-
to zalważyó, że DNA wirusa
znajdowane jest tylko u około
Ioń wszystkich neuronów w
zwoju nerwowym (33, 46). Licz-
ba kopii DNA możębyc rcżnai
zależy od rodzaju herpeswirusa
otaz zakażonego gatunku. U
człowieka ilość kopii HSV-1
wynosi od 0,01 do 0,1 nakomór-

kę, u myszy zakażonychtym samym wirusem stwier-
dzono od 0,1 do 1,0 kopii DNA. Natomiast w komór-
kach nerwowych u świń ltczba cząstek wirusa choro-
by Aujeszkiego była wyższa i wynosiła od 20 do 30
na komórkę. Uzyskaneprzęz Deshmanna i Frasera re-
zultaty b adań chromaĘny komórkowej p o ddanej dz i a-
łaniu endonukleaz restrykcyjnych wykazaĘ istnienie
ścisĘch połączeńmiędzy wirusowym DNA występu-
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Ryc. 2. Ogólny schemat cyklu życiowego BIIV-I
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Ryc. 3. Schemat struktury DNA omawianych alfaherpeswi-
rusów. Pokazana jest lokalizacja genu LAT oraz genów uczest-
niczących w powstaniu zakażenia latentnego
Objaśnienia: LAT - Latency Associatęd Transcript; BICP0,
BICP4, BICP27 - Bovine Infected Cell Protein; gB, gC, gX
glikoproteiny.



j ącym w formie kolistej a zasadowy -
mi białkami komórkowymi (histona-
mi) (11). Natomiast takich połączei
nie ob serwowano podcz as zakażęnia
litycznego.

Wl,niki intensywnych badań o stat-
nich dziesięciu lat nad latencj ąalfa-
herpeswirusów dzięki zastosowaniu
technik rekombinowania, klonowa-
nia DNA ihybrydyzacjt in situwy-
kazńy, żę w zakażonych komórkach
następuj e transkrypcj a Ęlko niewiel-
kiego regionu sensownej nici(+)
DNA (ryc.3) (8,22,32). Ustalono,
że regtonten w przypadku HSV- 1 o
długości około 10,4 kb jest umiej-
scowiony w pozycji 0,821-0,830
mapy genetycznej t znajduje się w
obrębi e wewnętrzn ej p owtar zaj ąc ej

sekwencji (IĘ) Natomiast u BHV-
- 1 region ten o wielkości 11,6 kb jest
lulęznacznle przesunięty w lewo i
znajduje się w pobliżu miejsca ze-

zakażenie lityczne

zakażenie latentne

Ryc. 4. Schemat replikacji genomu
alfaherpesvirusów podczas zakaże,
nia liĘcznego i latentnego. W trak-
cie zakażenia latentnego genom wi-
rusowy ulega cyrkulacji i łączy się
ściśle z histonami komórkowymi

tknięci
po.zycj (23,32,44).U
wlrusa obejmuje frag-
ment s 0,690 a0,700
mapy nie zasfuguje
fakt,ż iektórejfazy

wano, tżw przeciwieństwie do
nego w czasię zakażęnialitycz
nie zawsze posiadają sekwencj

ie ilościowe
ć,żew jądra
wstaje około

enta litycznego. W
ają dwa transkrypty
kb, Ponadto stwier-

dzono, żę ich sekwencje nukleotydowe częściowo

przednimi LATs dła i królików za-
każonych BHV- nośó kilku odcin-
ków LAT o wiel 1,16 kb (22), Se-

kwencje tych m-RNA pokrywają się z regionem ge-

nomu kodującego białko BIPCO (homologiczne do
IPCO występującego u HSV-i). Zkolęiprzy zakaże-
niu wirusem choroby Aujeszkiego w jądrach komór-
kowych powstaj ą trzy transkrypty LAT o długości 0,95
p.z.,2,0 p.z, i 5,0 p.z.(5,6). Sekwencje ich zachodzą
na regioń genu kodującego białko IE180 (homologicz-
ne do ICP4 u HSV-l). Mimo prowadzonych intensyw-
nych badań nie została w pełni wyjaśniona rola LATs
w powstawaniu zjawiska latencji. Można w tym yglę-
diie przytoczyc interesujące wyniki doświadczeń Ja-
viera i wsp. oraz Leiba i wsp. (I8,24,25). Z plzepro-
wadzonyń eksp eryme ntow z mutantami del e cyj nymi
nie zaw ter ającymi s ekwencj i nukleotydowych kodu-
jących LATs wynikało', że brak tego genu nie warun-

Ę-e pow st ania zakażęnia latentne go. Natomiast D evi-
Rao i wsp. używ aj ąc p odobnych mutantów, stwierdzi-
li jedynie zmniejszenie się liczby cząstek DNA w za-
każonych neuronach (1 3).

Nieroztrzygnięta pozostaj e kwestia translacj i biał-
ka na podstawie zaw artej informacj i w transkryptach
LATs. Można tu przytoczyć wyniki uzyskane ptzez
Doeriega i wsp., ktorzy przy pomocy techniki immu-
nocytochem icznej i przeciwciał monoklonalnych wy-
kazalt w hodowlach neuronów obecnośc polipeptydu
(9). Wyizolowane białko miało ciężar cząsteczkowy
80 kDa. Natomiast ptzeprow adzone doświadczenia
Dealty i wsp. nie potwierdziĘ występowania tego biał-
ka (8). Dopiero poznanie sekwencji nukleotydowych
LATs pozwoliło na stwierdzenie, że w utworzonych
transkryptach umiejscowione są dwie sekwencje po-
tencjalnie kodujące białko tzw. otwafte ramki odczytu
(an§. Open Reading Frames, ORF) (22, 5 4). ORF 4aj -

dowano w transkryptach LATs izolowanych zpoltry-



bosomóq tj . komórkowych centrach syntetyzuj ących
białko. Na podstawie tych informacji w 1995 r. Hos-
sain i wsp. opisali możliwość syntezy białka w neuro-
nachzakażonych latentnie BIIV-I (17). Autorzy ciprzy
p omo cy zrekomb inowane go plazmidu zaw ier aj ąc e go
ORF-2 LAT transformowali komórki ssaków COS-7,
a następnie metodą immunoprecypitacji i wester-blot
stwierdzili ekspresję białka o ciężarze cząsteczkowym
4 1 kDa. W przypadku wirusa choroby Auj eszkiego do
tej pory podobnego białka nie stwierdzono, Uwaza się,
że istnieje taka możliwość, gdyż na nici antysensow-
nej DNA (-) wykazano występowanie długiej ORF,
zawierającej około 5200 p.z. (7,9). Ramka ta pokry-
wa się z sekwencjąnici (matrycowej) kodującej biaŁ
ka 180IE i EP0,

Z piśmiennictwa ostatnich lat uwagę zwraca dlża
llczba prac zmierzających do ustalenia mechanizmu
kontrolującego ekspresje genów w czasie zakażęnta
latentnego (3, I 6, 19, 2I, 23, 38, 49). Szczególnie cen-
nych informacji dostarczyła analiza sekwencj i zasad
promotorów LATs (miejsc przyłączanta po|imeraz
RNA i zatnicjowania procesu ich transkrypcji). W
doświadczeniach z wektorem plazmidowym BHV-
-CAT wykazano w regionie kodującym LATs wystę-
powanie promotoratranskrypcji o aktyłvności cls (19).
Sekwencja ta znajduje się na końcu 5' w odległości
98I p.z. od miejsca rozpoczęcia transkrypcji. Zaob-
serwowano również, że stopień aktywacji promotora
zale ży o d ro dz aj u zakażony ch ko mór e k. Z kolei b ada-
nia CheungawykazŃy,ze w genomie AVD transkryp-
cja zaczyna się od dwóch promotorów (7). Są to nu-
kleotydy -3 4 i - 18 0 powyżej sekwencj i TA|AIA (miej -
sca starlu transkrypcji). W przypadku HSV-1 stwier-
dzono, żeLNI-2,0 p.z. jest transkrybowany z dwóch
promotorów orożnej aktywności LAP-I i LAP-2 (ang.
LatencyActive Promotor) (1, 15).Interesujące jest to,
ze promotory znajólją się niezwykle daleko od se-
kwencji LAT i sięgająpozycji 600 p,z.powyżej miej-
sca rozpoczęcia transkrypcji. W oparciu o te wyniki
Fraser i wsp. postawili hipotezę, ze kontrola transkryp-
cji .L§s u. Alfaherpesw.irusów możę być rQwnje7
umiejscowiona w obrębie innych genów (15). Jak
wsp omniano wc ze śni ej sekwencj e LATs pokrywaj ą się
z sekwencjami genów regionu ,,naĘchmiastowo -wczę-
snego". Stąd wzrosło zainteresowanie licznych auto-
rów białkami ko dowany mi pr zez wymi eni ony re gion
w trakcie zakażęnta litycznego (20 , 2I , 30, 37 , 40 , 53) .

Głównym białkiem u wirusa BHV- 1 j est BICPO (Bo-
vine Infected Cell Protein 0) o masie cząsteczkowej
97 kDa (20). Jest ono odpowiednikiem białka IPC0 u
HSV-I (50). Za pomocą zrekombinowanego wirusa
BHV-I ustalono, że jeden z promotorów transkrypcji
jest zlokalizowany w sekwencji genu kinazy tymidy-
nowej. Stosując technikę oznaczania aktywności B-
-galaktozy do badania ekspresji genu BICP0, Kóppel i
wsp, wykazalt, iż obecnośó tego polipeptydu jest ko-
nlęczna do rozpoczęcia translacji genu gC wchodzą-
cego w skład kapsydu wirusa (2I). Przeprowadzone

badania z mutantami HSV-I wykazaĘ, ze usunięcie
sekwencji promotora genu ICPO powodowało obniże-
nie poziomu tego białka oraz umożIiwiało osiedlenie
się wirusa w neuronach (25). Udział w powstawaniu
latenci i herpeswirusów przypi suj e s ię równie ż białkom
BICP4 |BICP}7 (21). Ostatnio wyniki tychbadańzo-
stały pośrednio potwierdzone w eksperymęntach in
vlvo wykonanych przez Garbera i wsp. (16).Badacze
ci porównując mutanty HSV-1 LAT i,8(-) zę szczępa-
mi dzikimi stwierdzili w neuronach zakażonych mu-
tantami nie posiadającymi genu LAT, aż o II razy wię-
cej białka IPC4 i 8-krotnie więcej białka ICP 27 ,Przy,
puszcza się, ze obok wymienionych białek rolę w po-
w stawaniu l atencj i odgrywa wirus owa ktnaza ty midy -

nowa (TK) (14, 29).Enzym ten uczestnlczy w synte-
zie DNA wirusa oraz koordynuje transkrypcję genów
białek regulatorowych. W warunkach doświa dczalny ch
wykazano, że enzym TK jest odpowiedzialny zawy-
woływanie roni eń (29) . B adania p orównaw cze szcze -
pów TK(+) i TKC) wykazały,żebrakenzymu nie wpĘ-
wa istotnie na replikację wirusa (14). Natomiastzaob-
s erw ow ano, że li c zb a c ząste czek zreko mb inowane go
wirusa TK()w komórkach zwojów nerwowych była
znacznie riższa w porównaniu do szczepów z gęnęm
TK. Uznano więc, że mutanty TKcl mają osłabioną
zdolnośó do trwałego lokalizowania się w układzie
nerwowym . W związkl z tym wzrosło zainteresowa-
nie próbami profilaktyki swoistej za pomocą szcze-
pionek przygotowanych z mutantów 16cl (28, 52).
Próby ze szczeptonkami delecyjnymi wirusów BHV-
-1 i AVD wykazały ich immunogeność, lecz nie elimi-
nowaĘ siewstwa i wydalania wirusa z organizmu.W
wyniku pobudzenia wirusy utajone w komórkach ner-
wowych mogą ulegać reaktywacji, następuje odwró-
cenie procesu latencji i przejście w infekcję liĘczną.
Uczynnienię zakażęntante zawsze musi byc zwtąza-
ne z wystąpieniem zmian anatomopatologicznych i
objawów klinicznych. Na uaktywnienie się wirusa
wpŁywaó mogą różne czynniki jak hormony (hydro-
koĘzon, prostaglandyny), promieniowanie I_rV, stfes,
ur azy mechanicz ne or az czynniki śro dowi sko w e dzia-
łające immunosupresyjnie (11,35,38, 50). Uważa się,
że podobnie jak w ustaleniu latencji tak i w procesie
reaktywacj i herpe swirus ów i stotną funkcj ę mo gą speł-
niać transkrypty LATs, które wzmagajątranskrypcję
najwcześniej szych genów wirusa, przy równoczesnym
zahamowaniu antysensownego genu białka ICP0,
Można w tym względzie przytoczyc wyniki badań
Leiba i wsp. z mutantami HSV-1 nte zawierających
genów ICPO oraz LATs (25). W badaniach Ęch stwier-
dzono w neuronach znacznę zmniejszenie się liczby
wirionów z usuniętym genem LAI. Niezależnie od
wyżej wymienionych mechanizmów warunkuj ących
uwolnienie się wirusa corazczęściej podkreśla się rolę
występuj ących w komórkach nerwowych aktywatorów
i represorów transkrypcj i (39, 42,5 1). Należą do nich
białka c-fos, c-jung i oct-1. Tworząone z wirusowym
b i ałkiem TIF -a komp leks transkryp cyj ny, który Łączy



się z swoistymi sekwencjami,,natychmiastowo-wcze-
snego" regionu kodującego białka a, Szczegolnym
p o śre dnim przykładem udziału czynników komórko -

wych sąbadania Tal-Sangera i wsp. (48). Badacze ci,
stosując technikę R-T PCR stwierdzili, że podczas
pierwszych godzin reaktywacj i HSV- l występuj e za-
hamowanie transkrypcji genów biaŁekB. Ciekawe jest,
że w kolejnym etapie rozwoju witusa, najpierw DNA
ulegało replikacji, a dopiero po tym następowała efek-
tyłvna synteza genów regionu,,natychmiastowo-wcze-
Snego".

Mimo względnie dobrej znajomości mechanizmu
latencj i herpe swirus ów oraz czynników warunkuj ących
te zjawiska wiele zagadniei jest jeszcze nie wyjaśnio-
nych. Na przykład, dlaczego,wytworzon e przectwciała
neutralizujące w następstwie przebytego zakażenia nie
zapobiegająprzejściu wirusa w stan utajenia. Należy
pr zypuszczać, że p oznani e me chanizmów immuno 1o -

gtczny ch na poziomie komórkowym uczestn iczący ch
w zakażeniu latentnym pozwoli na wyjaśnienie tego
intere suj ącego zj awiska.
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vAN DEN INGH T. S. G. A.M., MANDIGERS P.
J. J., VAN NESS J. J.: Zmiany wodniczkowe w neu-
ronach u młodych rotwajlerów. (A neuronal vacuo-
lar disorders in young rottweuler dogs). Vet. Rec.
14ż,245-247, 1998 (10)

U 4 szczeniąt rotwajlerów pochodzących z dwóch miotów występowały po-

stępujące ostre objawy rdzeniowej niezbomości ruchów, niezbomości rnóżdż-

kowej oraz porażenia Objawy niezborności dotyczyĘ naprzód kończyn mied-

nicznych u szczeniąt w wieku 7-8 tyg W ciągu następnych 3-5 tyg. wystąpiły
porażenia. Badanie pośmierlne wykazało obecność zmian wodniczkowych w
neuronach móżdżku, pn.iu mózgu i w rdzęniu kręgowym Zmianom tym towa-

rzyszyło zwyrodnienie typu Wallerian pnia mózgu, konarów dolnych móźdżku i
rdzenia kręgowego. Badanie immunologiczne w kierunku prionów (PrP'") wy-
padło ujemnie 

G.

EDDIE D.D., TOTH S., THOMPSON H., GREENE-
WOOD N., JARRET J. O.: Wykrycie parwowiru-
sa kotów u padłych rodowodoł\Tch kociąt. (Detec-
tion of feline parvovirus in dying pedegree kittens).
Vet. Rec. I42,353-356, 1998 (14)

Parwowitus kotów (FPV) wykazuje powinowactwo do komórek nabłonka
jelitowego, układu hemopoetycznego l móżdżku w stadium podzi ałów. Zakażo,
ne tym wirusem matki rodząkocięta z niedorozwojem móżdżku. Obecność wi-
rusa FPV stwierdzono w przervodzie pokarmowym 1 3 kociąt padłych nagle Jub

w krótkim odstępie czasu po urodzeniu. Obecność wirusa wykrywano testem

Parvo-Clinic Test który cechuje się dużą czułością i dużą swoistością jest bar-

dzo przydatny w badaniach rutynowych, W trzech przypadkach wyizolowano
wjrus FPV na hodowli komórkowej Wszystkie kocięta pochodziły z hodowli, w
której przeprowadzano regulame szczepienia przeciwko wirusowi FPV 

G.


