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Ebola haemorrhagic fever. Immunological and molecular mechanisms of pathogenesis,
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Abstract: Two outbreaks of unknown haemorrhagic fever occured in 1976 in central Africa. Mortality rate was very high, reaching
90%. Isolated virus was classified as a new member of the Filoviridae family and called Ebola. In the following years several new
outbreaks occured. The possibility of occurrence of this disease in developed countries and the threat of bioterrorism motivate many
scientific centers to carry on the research on the mechanisms of pathogenesis trying to find effective treatment and vaccines. Experi-
mental models using Ebola virus proteins (which do not require biosafety level 4 laboratories) have simplified investigations of viral
protein functions. This review presents up-to-date knowledge about mechanisms of pathogenesis, molecular structure and function
of viral proteins, rapid detection of Ebola hemorrhagic fever cases and experimental treatment as well as vaccination against this
extremely dangerous disease.
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1. Historia odkrycia wirusa.
Epidemie goraczki krwotocznej Ebola

W czerwcu 1976 roku w poludniowym Sudanie
w miejscowosciach Nzara i Maridi wybuchta epide-
mia nieznanej dotad goraczki krwotocznej (284 przy-
padki). We wrzesniu 1976 r. podobna epidemia poja-
wita si¢ w pétnocnym Zairze w miejscowosci Yambuku
(318 przypadkow). Wyizolowany czynnik chorobo-
tworczy byt wirusem bardzo podobnym do jedynego
znanego dotad przedstawiciela rodziny Filoviridae
— wirusa Marburg, jednak z powodu ro6znic antygeno-
wych sklasyfikowano go jako nowy typ i nazwano
Ebola (Ebolavirus — EBOV) — od nazwy rzeki w Zai-
rze, nad ktora wybuchta epidemia [91, 96, 97]. Ponie-
waz wykazano réznice pomigdzy wirusami wyizolo-
wanymi w Sudanie i Zairze, wyrdézniono dwa podtypy:
Ebola-Zaire (EBO-Z) i Ebola-Sudan (EBO-S) [9, 18,
65, 96, 97]. EBO-Z (wskaznik $miertelno$ci 88%) byt
bardziej zjadliwy od EBO-S (wskaznik $miertelnosci
53%). Pojedynczy przypadek zakazenia EBO-Z zano-
towano w 1977 w Tandala w Zairze. Analiza wykazata,
ze w tym rejonie wystapity juz w 1972 r. 2 przypadki

choroby. U 7% okolicznych mieszkancow stwierdzono
w surowicy krwi przeciwciata [28]. W 1979 w Nzara
wybuchlta kolejna, znacznie mniejsza (34 przypadki)
epidemia wywotana przez EBO-S; $miertelno$¢ sigg-
neta 65%. W roku 1989 w laboratorium w Reston
w USA wybuchta epidemia goraczki krwotocznej wsrod
malp z gatunku Macacca fascicularis. Matpy zabito
i spalono, laboratorium zamknigto i odkazono. Wyizo-
lowanego wirusa zaklasyfikowano jako nowy podtyp
Ebola-Reston (EBO-R) [16, 96, 97]. Przypadki zacho-
rowan wsrod zwierzat do§wiadczalnych wywotane
przez EBO-R zdarzaly si¢ jeszcze kilkukrotnie w USA
i we Wtoszech; dotyczyty matp przywiezionych z Fili-
pin. EBO-R okazal si¢ niepatogenny dla Iudzi, mimo
ze wykrywano u nich przeciwciata. Jako jedyny z pod-
typéw Ebola przenosit si¢ na drodze kropelkowe;.
W 1994 na Wybrzezu Kosci Stoniowej zanotowano
pojedynczy przypadek goraczki krwotocznej; osoba za-
kazong byt naukowiec, ktory dokonywat sekcji zwlok
szympansdéw. Wyizolowanego wirusa zaklasyfikowano
jako kolejny podtyp: Ebola-Cote d’Ivorie (EBO-CI)
[96, 97]. Przypadki choroby wywotanej przez ten pod-
typ obserwowano rowniez u réznych gatunkéw malp.
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EBO-Z pojawit sig znow w 1995 w Kikwit w Zairze
(315 przypadkow, smiertelnos¢ 81%) [38, 96, 97] oraz
w 1996, 1997 1 2002 w Gabonie (mniejsze epidemie).
W latach 2001-2003 wywotat rowniez trzy epidemie
w Kongo (dawnym Zairze), potwierdzajac po raz ko-
lejny swoja bardzo wysoka zjadliwos¢ ($miertelnos¢
powyzej 75%). EBO-S wywotat najwigksza ze zna-
nych epidemii wirusa Ebola — w latach 2000—-2001
w Ugandzie (425 przypadkow, w tym 224 $§miertelne)
[11, 96, 97]. Od czasu odkrycia wirusa Ebola notowano
réwniez kilka sporadycznych zachorowan na terenach
endemicznych oraz przypadki zakazen w laboratoriach.
Zestawienie wszystkich dotychczasowych przypad-
kéw goraczki krwotocznej Ebola przedstawia tabela 1.

Wirus Ebola nalezy do rodziny Filoviridae (wirusy
o nitkowatym ksztalcie wirionu, otoczone ostonka z po-
dwadjnej btony lipidowej), zaliczanej do Mononega-
virales (zwierz¢cych wirusow, ktorych genomem jest
pojedyncza czasteczka RNA o ujemnej polarnosci) [99].
Wyrdzniono si¢ 4 podtypy (EBO-Z, EBO-S, EBO-R,
EBO-CI), rézniace si¢ w niewielkim stopniu $rednia
dhugoscia i morfologia wirionu; w ramach kazdego pod-
typu wystgpuje polimorfizm wirionéw. Podtypy znacz-
nie r6znia si¢ miedzy soba na poziomie antygenowym.
Znane szczepy EBO-Z (Mayinga-76, Zaire-76, Eckron-
76, Tandala-77, Kikwit-95 i Gabon-94) wykazywaly
najwyzsza zjadliwos¢ ($miertelno$¢ w czasie wigkszych
epidemii siggata ok. 90%). Szczepy EBO-S (Boniface-
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76, Maleo-79) byly réwniez bardzo zjadliwe, ale tu
$miertelno$¢ byta nieco nizsza i wynosita do ok. 65%.
Zanotowano pojedyncze przypadki EBO-CI (Tai
Forest-94), zakonczone wyzdrowieniem. EBO-R
(Reston-89, Philippines-89, Siena-92, Texas-96), mimo
ze infekowal ludzi, nie wywotywat objawoéw chorobo-
wych (jedyne epidemie wywotane przez EBO-R wysta-
pity wsrod matp). W czasie trzydziestu lat od wyizolo-
wania i zidentyfikowania wirusa Ebola, zanotowano
tacznie 1851 przypadkoéw u ludzi, z czego 1288 $mier-
telnych; ogdlny wskaznik $miertelnosci wynosi 69,5%
(nalezy jednak pamigtaé, ze poszczegédlne podtypy
znacznie 16znia si¢ zjadliwoscia) [9, 96-98].

Do dnia dzisiejszego nie jest znany rezerwuar wiru-
sa. Przypuszczalnie moga by¢ to owocozerne nietope-
rze, u ktorych stwierdzano wysoki poziom przeciwciat,
natomiast nie zaobserwowano objawow chorobowych
[44]. Wirus Ebola wywoluje chorobg u réznych gatun-
kéw matp, na ludzi przenosi sig sporadycznie. Do zaka-
zenia dochodzi przez bezposredni kontakt ze zwierze-
ciem lub osoba chora. Szczegoblnie niebezpieczne sa:
krew, $lina, wydaliny; dochodzi réwniez do zakazen
na drodze pitciowej i w czasie kontaktu ze zwtokami.
Z tego powodu najbardziej narazony jest personel me-
dyczny i rodziny chorych. W epidemiach afrykanskich
powaznym zrodtem zakazenia byly réwniez niewy-
starczajaco sterylizowane igly, strzykawki i inny sprzgt
medyczny wielokrotnego uzytku [11, 38, 91, 96, 97].

Tabela I
Znane przypadki goraczki krwotocznej Ebola [96, 97]
Rok Kraj qutyp Liczba’ Licz'ba. przypadkow Smiertelnosé
wirusa | przypadkow $miertelnych

1976 Sudan EBO-S 284 151 53%
1976 Zair EBO-Z 318 280 88%
1976 WIk. Brytania | EBO-S 1 0 0%
1977 Zair EBO-Z 1 1 100%
1979 Sudan EBO-S 34 22 65%
1994 Gabon EBO-Z 52 31 60%
1994 Wybz. Koséci St. | EBO-CI 1 0 0%
1995 Liberia EBO-CI 1 0 0%
1995 Zair EBO-Z 315 250 81%
1996 Gabon EBO-Z 37 21 57%
1996 RPA EBO-Z 1 1 100%
1996-1997 | Gabon EBO-Z 60 45 74%
2000-2001 | Uganda EBO-S 425 224 53%
2001-2002 | Gabon EBO-Z 65 53 82%
2001-2002 | Kongo EBO-Z 59 44 75%
2002-2003 | Kongo EBO-Z 143 128 89%
2003 Kongo EBO-Z 35 29 83%
2004 Sudan EBO-S 17 7 41%
2004 USA EBO-Z 1 0 0%
2004 Rosja EBO-Z 1 1 100%
Lacznie 1851 1288
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2. Obraz Kkliniczny goraczki krwotocznej Ebola

Poczatkowe objawy sa niecharakterystyczne: uczu-
cie zmgczenia, bole brzucha, migsni, stawow, gardla,
nudno$ci, wymioty, biegunka. W drugiej fazie cho-
roby wystepuje skaza krwotoczna: krwawe wymioty
1 biegunki, wybroczyny (tac. petechiae), krwawienia
1 krwo-toki wewngtrzne i zewngtrzne, nawet przez nie-
uszkodzong skorg i btony §luzowe. Pojawia si¢ zespot
rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC
— disseminated intravascular coagulation). Utrata krwi
1 powstawanie ognisk martwiczych w narzadach pro-
wadza do wstrzasu i §mierci. W przebiegu choroby
charakterystyczne sa rowniez: leukopenia, matoptytko-
wos$¢, objawy uszkodzenia watroby i masywna wiremia.
Nie jest znane leczenie przyczynowe; pomoc udzielana
chorym polega na tagodzeniu objawdw i wyréwny-
waniu strat ptynow, elektrolitow, krwi i osoczowych
czynnikow krzepnigcia [5, 11, 38, 91, 96, 97].

3. Przebieg infekcji

Na podstawie badan wsrdd ludzi zakazonych wiru-
sem Ebola, jak rowniez do$wiadczen prowadzonych
na matpach, opracowano model przebiegu infekcji.
EBOV infekuje w pierwszej kolejno$ci monocyty i ko-
morki dendrytyczne [2, 19, 75, 87]. We wnikaniu wiru-
sa istotna rolg odgrywa komorkowe biatko DC-SIGN
(Dendritic Cell — Specific ICAM-3 Grabbing Non-
ntegrin, CD209) i jego homolog L-SIGN. Sa to biatka
btonowe typu 2, z pozakomérkowa domena C-lecyty-
ny. Ekspresja DC-SIGN zachodzi w niedojrzatych ko-
morkach dendrytycznych, natomiast L-SIGN w komor-
kach $rodblonka w watrobie i w wgztach chtonnych.
DC-SIGN bierze udziat w migracji komoérek dendry-
tycznych oraz we wezesnych etapach odpowiedzi im-
munologicznej — w interakcjach pomigdzy komorkami
dendrytycznymi i komorkami $rdédbtonka z limfocyta-
mi T. Obydwa biatka sa prawdopodobnie receptorem
cis dla wirusa Ebola, ale moga réwniez funkcjonowac
jako receptor trans, umozliwiajac czastkom wiruso-
wym wnikanie do innych komorek [2]. Koreceptorem
jest prawdopodobnie FR-a (folate receptor alpha)
— biatko btonowe, wiazace czasteczki kwasu foliowego
i transportujace je do komorki [12]. Szereg prac pod-
kresla rolg wirusowego biatka GP, , w specyficznym
rozpoznaniu receptora [1, 13, 48, 49, 67]. Po sfagocy-
towaniu wirus znajduje si¢ w pecherzyku endosomal-
nym, gdzie w wyniku dziatania obnizonego pH naste-
puje zmiana konformacji biatka powierzchniowego
GP, co z kolei indukuje fuzjg blony komorki z otoczka
wirusa [1, 49, 67]. EBOV rozprzestrzenia si¢ z pier-
wotnego miejsca zakazenia za posrednictwem mono-
cytow 1 komorek dendrytycznych do regionalnych
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weztow chlonnych (gldwnie przez naczynia limfatycz-
ne) oraz do watroby i $ledziony (przez naczynia
krwiono$ne). Na wczesnym etapie infekcji wirus ak-
tywuje monocyty i makrofagi. Poczatkowa aktywacja
jest niezalezna od replikacji wirusa wewnatrz zainfe-
kowanych komorek; natomiast podtrzymanie aktywa-
cji wymaga replikacji wirusa badz dtuzszego kontaktu
z wirusem inaktywowanym. Sadzono, ze moze to
swiadczy¢ o pewnej roli niestrukturalnych biatek wi-
rusowych w zapoczatkowaniu aktywacji [75], jednak
nowsze prace wykazaly, ze bialkiem aktywujacym jest
GP, , w formie zwiazanej z otoczka wirionu [87]. Zad-
ne z biatek niestrukturalnych nie aktywowato mono-
cytoéw, by¢ moze biatko obecne na wirionach ma inna
konformacje, niezbedna do aktywacji. Rola biatek nie-
strukturalnych jest nadal dyskusyjna; przypuszcza sig,
7e moga one dziata¢ w tkankach bgdacych pozniejszy-
mi celami infekcji, adsorbowac przeciwciata lub bloko-
wacé aktywacje neutrofili [93]. Aktywacja monocytow
1 makrofagdw powoduje zwigkszenie ekspresji genow
kodujacych wiele czynnikow wydzielanych przez te
komorki: cytokiny i chemokiny prozapalne. W watro-
bie i wgzlach chlonnych EBOV infekuje makrofagi
tkankowe (w tym komorki Kupffera w watrobie) i ko-
morki dendrytyczne. We wezesnej fazie infekcji EBOV
aktywuje komorki dendrytyczne przez zwigkszenie
ekspresji INF-a i TRAIL (TNF-related apoptosis in-
cluding ligand). Nadekspresja TRAIL indukuje apop-
toze limfocytéw T, co skutkuje supresja odpowiedzi
immunologicznej [21, 27]. Makrofagi nie ulegaja
apoptozie pod wptywem TRAIL z powodu obnizonej
ekspresji TRAIL-receptora 2 [21]. Wsrdd czynnikow
wydzielanych przez zainfekowane komorki wymienié
nalezy: IL-1B, TNF-«, IL-6, IL-8, GRO-«, MIP-1¢,
MIP-2Ba i MCP-1. Przyciagaja one kolejne makrofagi
do miejsc infekcji, utatwiajac w ten sposdb wirusowi
zakazanie nowych komoérek [3, 21, 27, 43, 75]. Do-
datkowo po ok. 6 dniach od infekcji nastgpuje zaha-
mowanie ekspresji MHC II [27]. W wyniku dziatania
biatka VP35 zahamowana zostaje rowniez produkcja
interferonow typu I (« i ) w zainfekowanych komor-
kach [6, 7]. W miarg postgpu choroby wzrasta poziom
wolnych rodnikéw tlenowych uwalnianych przez zaka-
zone makrofagi, co wyzwala apoptoz¢ komorek NK,
dodatkowo uposledzajac odpowiedz immunologiczna
gospodarza. Niekontrolowane, masywne namnazanie
wirusa prowadzi do dalszego podwyzszenia poziomu
cytokin prozapalnych; powoduje to m.in. zwigkszenie
adhezyjnosci komorek i zlepianie sig monocytow, co
moze zaburzaé przeptyw krwi w matych naczyniach
i wyzwoli¢ kaskade krzepnigcia [75]. TNF-a wraz
z wolnymi rodnikami uwalnianymi z zainfekowanych
komorek zmniejszaja adhezj¢ plakoglobiny do komorek
srodblonka naczyn. Plakoglobina jest biatkiem spaja-
jacym $rédblonek i jej utrata powoduje rozluznienie
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potaczen pomiedzy komoérkami, a w efekcie utrate
szczelno$ci $rodbtonka (permeabilization) [19]. Su-
presja odpowiedzi immunologicznej utatwia wirusowi
kolonizacje komorek srodbtonka, hepatocytow i in-
nych tkanek. Niszczenie §rodbtonka przez wirusa oraz
przez cytokiny i wolne rodniki wydzielane z aktywo-
wanych 1 lizowanych komorek jednojadrzastych krwi
sprzyja wyzwoleniu kaskady krzepnigcia. Nastgpuje
aktywacja fibrynogennych i fibrynolitycznych szla-
kéw, co prowadzi do zespotu rozsianego wykrzepia-
nia wewnatrznaczyniowego (DIC) [19, 21, 75]. Maso-
wos¢ powstajacych zakrzepdw prowadzi do szybkiego
wyczerpania czynnikoOw krzepnigcia i ich inhibitorows;
jednoczesénie uszkadzanie komorek watroby przez wi-
rusy w bardzo znaczacym stopniu uposledza ich pro-
dukcje. Kombinacja uszkodzenia srodbtonka, licznych
zakrzepow 1 wyczerpania czynnikow krzepnigcia pro-
wadzi do masywnych krwotokow i do wstrzasu krwo-
tocznego oraz MOF (multiple organ failure — niewy-
dolnos¢ wielonarzadowa) i ostatecznie do $mierci [21].

Na podstawie badan ludzi zakazonych wirusem
Ebola, jak réwniez do$§wiadczen prowadzonych na
malpach, stworzono profile odpowiedzi immunologicz-
nej dla przypadkéw o przebiegu tagodnym i $Smiertel-
nym [3, 21, 27, 43, 75, 80].

Lagodny przebieg choroby charakteryzuje si¢ wy-
stapieniem w fazie objawowej silnej odpowiedzi im-
munologicznej. Miano przeciwcial IgG anty-EBOV
wyraznie narasta w trakcie trwania fazy objawowej
i fazy zdrowienia (po ustapieniu objawow). Faza obja-
wowa charakteryzuje si¢ od poczatku wysokimi steze-
niami cytokin prozapalnych: IL-1f3, TNF-c, IL-6, IL-8,
GRO-«a, MIP-1ac i MIP-2f (czynniki mobilizujace
uktad immunologiczny); st¢zenia te obnizaja si¢ w trak-
cie zdrowienia do poziomu wystgpujacego u ludzi zdro-
wych. W koncowym stadium fazy objawowej w pew-
nym stopniu wzrastaja, a nast¢pnie w fazie zdrowienia
obnizaja si¢ stezenia IL-1RA, sIL-6R, sTNF-RI,
sTNF-RII (cytokiny odpowiedzialne za kontrolg i ogra-
niczanie reakcji zapalnej), jak rowniez kortyzolu, NO,-
i neopteryny. Narasta rowniez poziom INF-y i INF-a.
Zatrzymanie narastania, a nast¢pnie obnizenie st¢zenia
tych czynnikow $wiadczy o skutecznej walce uktadu
immunologicznego z wirusem. Dowodem jej skutecz-
nosci jest rowniez ciaglty wzrost miana przeciwciat IgG
anty-EBOYV, i spadek poziomu antygenow wirusowych.

Za dobre wskazniki rokownicze choroby mozna
uznaé: wyjsciowo wysoki poziom IL-1f, IL-6 i TNF-c,
ktéry obniza sig¢ w trakcie trwania choroby; narastajace
miano przeciwciat IgG; niski i nie narastajacy poziom
IL-10 i neopteryny [3].

Smiertelny przebieg choroby charakteryzuje prak-
tycznie brak odpowiedzi immunologicznej. Miano prze-
ciwcial IgG anty-EBOV jest bardzo niskie przez caly
czas trwania choroby. W konsekwencji wirus zakaza
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bez przeszkod kolejne komorki jednojadrzaste krwi,
indukujac wydzielanie duzych ilosci cytokin: TNF-c,
IL-6, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII, IL-10. Stezenia
tych cytokin wyraznie narastaja w trakcie trwania cho-
roby, natomiast stezenia IL-1f, MIP-1ac i MIP-2[3
praktycznie w ogole nie rdznia si¢ od tych wystepuja-
cych ludzi zdrowych. Przed $miercia narastaja takze
znaczaco stezenia NO,_ineopteryny. Charakterystycz-
ny jest rowniez staly wzrost wiremii. Uszkadzanie
$rodbtonka naczyn przez TNF-a i uwalniane wolne
rodniki tlenowe oraz blokowanie reakcji zapalnej
przez IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII i IL-10 ufatwia
wirusowi kolonizacj¢ komorek $roédblonka i ich nisz-
czenie. Uszkodzenie srodbtonka spowodowane przez
namnazaniem si¢ wirusa i dziataniem cytokin jest
jedna z przyczyn wystapienia DIC i masywnych krwa-
wien. Narastajaca wiremia i rozpad zajgtych przez
wirusa tkanek (komorki watroby, nerek, §ledziony,
gonad) w potaczeniu ze wstrzasem krwotocznym pro-
wadza do $mierci.

Za zte wskazniki rokownicze choroby mozna uzna¢:
utrzymujace si¢ niskie miano przeciwcial IgG; nara-
stajace stezenia IL-10, IL-1RA, sTNF-RI, sTNF-RII
1 neopteryny.

W badaniach prowadzonych po epidemii w Kikwit
w 1995 r. wyizolowano od ozdrowiencow przeciwciata
skierowane przeciwko biatkom wirusowym: anty-NP,
anty-GP, anty-sGP. Przeciwciata wiazace silnie sGP
i NP nie neutralizowaty wirusa, natomiast przeciwciata
anty-GP neutralizowaly go skutecznie [50]. W po6z-
niejszych badaniach na myszach zaobserwowano, ze
infekcyjnos$¢ wirusa VSV (Vesicular Stomatitis Virus)
zrekombinowanego biatkiem GP EBOV wzrasta pod
wptywem monoklonalnych przeciwciat anty-EBOV
uzyskanych z immunizowanych myszy. Sugeruje to,
ze przeciwciata moga zwigksza¢ infekcyjnos¢ wirusa,
prawdopodobnie utatwiajac wnikanie do wngtrza ko-
morek jednojadrzastych krwi. Dodanie biatka sGP
zmniejszylo efekt wzmocnienia — prawdopodobnie
cze$¢ przeciwciat zostata zwigzana przez sGP [78].

4. Budowa i funkcje bialek wirusa

Genom wirusa Ebola tworzy jednoniciowa czas-
teczka (—)RNA dlugosci ok. 19 kpz. Zawiera ona
7 otwartych ramek odczytu, kodujacych 7 biatek
strukturalnych wirionu: L (180 kDa), GP (125 kDa),
NP (104 kDa), VP40 (40 kDa), VP35 (35 kDa), VP30
(30 kDa), VP24 (24 kDa) [17]. Uktad genow jest na-
stepujacy: 3'-np-vp35-vp40-gp-vp30-vp24-1-5°. Biatko
GP jest drugim produktem genu gp, powstajacym
w wyniku edycji ramki odczytu; podstawowym pro-
duktem genu gp jest niestrukturalne biatko sGP [71,
72]. Miejsca terminacji transkrypcji sa konserwowa-
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Rys. 1. Schemat organizacji genomu wirusa Ebola

Zaznaczono potozenie poszczegolnych gendw, a takze kolorem szarym obszary niekodujace i zachodzenia genéw na siebie

ne; wszystkie zawieraja sekwencj¢ 3'-UAAUU-5". Po-
migdzy genami wystgpuja 3 fragmenty niekodujace:
migdzy np a vp35 (3'-GAU-5"), migdzy vp40 a gp
(3'-AGC-5) oraz miedzy vp30 a vp24 (142-nukleoty-
dowy obszar). Genom wirusa zawiera trzy 18-20 nu-
kleotydowe obszary zachodzenia gendéw na siebie:
miedzy vp35 a vp40, migdzy gp a vp30 oraz migdzy
vp24 a l. Odcinek liderowy RNA i 5’-koniec kazdego
z mRNA zawiera obszar tworzacy wype¢tlona struktu-
r¢ drugorzedowa [71]. Rysunek 1 przedstawia schemat
genomu wirusa Ebola.

Glikoproteinami nazywamy biatka zawierajace
dotaczony kowalencyjnie do okreslonego aminokwa-
su fancuch cukrowy, jako cz¢$¢ ich struktury czastecz-
kowej. Przytaczenie oligomerow cukrowych moze za-
chodzi¢ przez wiazanie z reszta amidowa asparaginy
(N-glikozylacja) lub grupa hydroksylowa seryny lub
treoniny (O-glikozylacja). Wszystkie N-glikany za-
wieraja charakterystyczny rdzen: Manal-6(Manal-3)
Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcbAsn; asparagina po-
chodzi z fragmentu biatka o $cisle konserwatywnej
sekwencji (Asn-X-Ser/Thr). Mimo wspdlnej sekwen-
cji rdzeniowej N-glikany cechuje duza zmiennos¢ oli-
gosacharydéw przylaczonych do rdzenia. O-glikany,
w przeciwienstwie do N-glikanow, nie posiadaja
wspolnego rdzenia i charakteryzuja si¢ wigksza zmien-
noscia konca redukujacego. N-glikozylacja zachodzi
w szorstkim ER 1 aparacie Golgiego; O-glikozylacja
tylko w aparacie Golgiego [57].

Glikoproteina (GP) jest najlepiej poznanym biat-
kiem wirusa. Szereg prac podkresla role tego biatka:
W rozpoznawaniu receptorow na powierzchni ko-
morek docelowych [1, 13, 48, 49, 67]; w indukcji fu-
zji blony cytoplazmatycznej z otoczka wirionu 1 wni-
kaniu wirusa [1, 13, 49, 67, 82]; takze jako glownego
determinantu cytotoksycznosci [84, 94] oraz roli za-
réowno powierzchniowego GP, jak i jego form i frag-
mentoéw wolnych (sGP, ssGP, D-peptyd, GP11DGP, ,)
w indukcji i hamowaniu odpowiedzi immunologicz-
nej [14, 72, 85, 86]. Biatko to wydaje si¢ by¢ najistot-
niejszym czynnikiem patogenezy i potencjalnie gtow-
nym celem dzialania lekow.

Gen gp koduje jako gldowny produkt biatko sGPer
(364-367 aminokwaséw, w zaleznos$ci od szczepu
wirusa) [72, 73, 86]. Gen gp zawiera po 295 kodonie
miejsce edycyjne sktadajace si¢ z 7 uracyli [72, 81].
W wyniku kotranskrypcyjnej edycji w powstajacym
mRNA wirusowa polimeraza RNA moze doda¢ jedna
lub dwie adenozyny badz tez usuna¢ jedna adeno-
zyng. W przypadku dodania jednej adenozyny ramka
odczytu dalszej czgsci genu ulega przesunigeiu i eks-
presji ulega drugi produkt genu gp — GPer (676 ami-
nokwasow). W przypadku dodania dwdch adenozyn
lub usunigcia jednej nastgpuje przedwczesna termi-
nacja transkrypcji i ekspresji ulega skrécona forma
sGP — ssGP (297 aminokwaséw) [85]. Edycji tej mo-
ze rowniez dokonaé¢ polimeraza faga T7 lub wirusa
krowianki [81].

Biatko sGP. Bialko sGP (364-367 aminokwa-
sow) nie posiada domeny transbtonowej na C-koncu,
natomiast na N-koncu ma sekwencj¢ sygnalng (32—33
aminokwasy), ktora jest odcinana podczas translokacji
przez blong komorkowa. Biatko zawiera miejsce cigcia
przez furyng (Arg-X/Lys-Arg-Arg), ok. 325 amino-
kwasu. Sekwencja sGP jest silnie konserwowana we
wszystkich podtypach wirusa; zawiera aminokwasy
zaangazowane w rozpoznawanie receptora. Bezpo-
sredni produkt ekspresji genu gp to biatko sGPer.
Powstaje ono w rybosomach ER, gdzie dotaczane
sa przez N-glikozylacj¢ tancuchy oligomannzowe;
w aparacie Golgiego biatko jest w petni N-glikozylo-
wane (czg$¢ N-koncowa — sGP) i O-glikozylowane
(czes¢ C-koncowa — D-peptyd) do formy pre-sGP
(41,8 kDa) oraz rozcinane przez furyng na sGP i D-pep-
tyd i nastgpnie wydzielane na zewnatrz komorki. Gliko-
zylowane sGP ma mas¢ 5070 kDa, w zaleznosci od
stopnia glikozylacji [72, 82].

Biatko sGP wystepuje w nastgpujacych formach
[82, 85, 86]:

1. sGP — homodimer; podjednostki utozone anty-
réownolegle, potaczone dwoma mostkami dwu-
siarczkowymi (pomigdzy Cys53 pierwszej pod-
jednostki i Cys306 drugiej, i drugi pomigdzy
Cys306 pierwszej i Cys53 drugiej)
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2. ssGP — monomer; mostki dwusiarczkowe miedzy
podjednostkami nie moga powsta¢, gdyz forma
skrécona nie posiada Cys306

3. D-peptyd — w formie O-glikozylowanej masa
ok. 10-14 kDa; zawiera reszty kwasu sjalowego

Biatko GP. Bialko GP (676 aminokwasow) po-

wstaje w wyniku kotranskrypcyjnej edycji genu gp
[72, 81]. N-koncowe 295 aminokwasow jest identycz-
nych z sGP, dalsza sekwencja biatka jest juz oczywis-
cie inna. Biatko posiada N-koncowa sekwencje¢ syg-
nalna (32-33 aminokwasy), ktora jest odcinana podczas
translokacji przez bton¢ komodrkowa [82]. Domena
N-koncowa zawiera ok. 150 aminokwasow, odgrywa-
jacych role w rozpoznawaniu receptora i wnikaniu
wirusa do komorki; 6 aminokwaséw jest bardzo istot-
nych w pierwszych etapach wnikania, ale nie sg one
zaangazowane w tworzenie calej struktury biatka;
3 nich sa w obszarze 10 aminokwasoéw najprawdopo-
dobniej tworzacych kieszonkg katalityczna, odpowie-
dzialng za rozpoznanie receptora. Zidentyfikowano
réwniez ok. 30 aminokwasow istotnych w utrzymaniu
wlasciwej konformacji biatka [49]. Za cze$cia iden-
tyczna z biatkiem sGP znajduje sig rejon zmienny, tzw.
mucynopodobny (mucin-like domain), bogaty w Thr
i Ser, zawierajacy miejsca O-glikozylacji i cze$¢ miejsc
N-glikozylacji [34, 94]. Rejon ten si¢ga do aminokwa-
sow 498-501, ktore tworza kanoniczna sekwencje
Arg-X/Lys-Arg-Arg, bedaca miejscem cigcia dla furyny
(ciecie po Arg501). Podtyp EBO-R ma w tym miegjscu
sekwencj¢ Arg-Lys-Gln-Lys-Arg, ktéra jest stabiej
rozpoznawana przez furyng. Cigcie biatka przez fury-
n¢ powoduje powstawanie dwoch podjednostek — GP1
(140 kDa) i GP2 (26 kDa) [73, 82]. Cigcie to niejako
,»odstania” domen¢ mucynopodobna, odpowiedzialna
za cytotoksycznos$¢ [82, 94]. W podtypie EBO-R zmia-
na w miejscu ciecia przez furyn¢ skutkuje brakiem
cytotoksycznosci dla ludzkich komoérek $rodbtonka.
Za miejscem cigcia furyny (czyli na N-koncu GP2)
znajduje si¢ 16 aminokwasow hydrofobowych, stano-
wiacych tzw. fusion peptide (FP), odpowiedzialny za
wnikanie w btong infekowanej komorki i — po pH-za-
leznej zmianie konformacyjnej — destabilizacj¢ blony
w kierunku fuzji z otoczka wirusa (wykazano, ze
najwazniejszy jest obszar pomig¢dzy 25 a 35 amino-
kwasem GP2) [1, 49, 67]. Za FP zlokalizowana jest
a-helisa z obszarem superskreconym, ktora zawiera
jon chloru (przy Asn586). Ostatnie 3 skrety «-helisy
oraz fragment znajdujacej si¢ dalej pe¢tli (aminokwasy
584-610) stanowia rejon odpowiedzialny za immuno-
supresje (homologiczny do rejondw immunosupre-
syjnych u wiruséw onkogennych). Wewnatrz tej petli
jest rowniez krotki mostek dwusiarczkowy pomigdzy
Cys601 i Cys608, natomiast Cys609 taczy si¢ mostkiem
dwusiarczkowym z Cys53 z podjednostki GP1. Dalej
jest kolejny, krétszy obszar a-helisy, ktéra z poprzed-
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nig a-helisa tworzy strukture ,,szpilki do wloséw”. Na
C-koficu (aminokwasy 651-676) zlokalizowana jest
23-aminokwasowa domena transbtonowa, kotwiczaca
biatko w blonie cytoplazmatycznej. Prawdopodobnie
od strony cytoplazmy pozostaje wolny 4-aminokwa-
sowy C-koniec [48].

Niektore prace donosza, ze w proteolityczna obrob-
ke GP zaangazowana jest nie tylko furyna, Iub ze taka
obrobka w ogoble nie jest konieczna, a proces ten tylko
w okreslonych typach komorek jest niezbedny do
namnazania wirusa. Jednak silna konserwacja tego
miejsca we wszystkich podtypach EBOV sugeruje, ze
na ktéoryms z etapow cyklu zyciowego wirusa cigcie
to jest niezbedne [32, 90].

Jako bezposredni produkt ekspresji edytowanego
genu gp w rybosomach ER powstaje biatko GPer, do
ktorego przez N-glikozylacje dotaczane sa tancuchy
oligomannzowe (110 kDa); nastgpnie w aparacie Gol-
giego biatko jest w petni N-glikozylowane (czgs¢ GP1
i GP2) i O-glikozylowane (tylko GP1) do formy preGP
(160 kDa) i po cigeiu przez furyng powstaje GP, ,. Fu-
ryna wystgpuje w czgsci trans aparatu Golgiego, ale
jest rowniez wydzielana z komorki [32, 34, 73, 82].

Bialko GP wystgpuje w nastgpujacych formach
[14, 34]:

1. GP, , - biatko zakotwiczone w bfonie komorko-
wej (otoczce wirusa), zbudowane z podjedno-
stek GP1 i GP2 potaczonych mostkiem dwu-
siarczkowym; odpowiedzialne za rozpoznawanie
receptora (obszar N-koncowy GP1), a takze fu-
zj¢ bton wirusa i komdrki (N-koncowy obszar
GP2); dodatkowo zawiera motyw immunosupre-
syjny (petla 1 obszar pierwszej o-helisy GP2)
1 domeng kotwiczaca w btonie (C-koniec GP2);
na powierzchni blony tworzy trimery (C-kon-
cowe helisy GP2 na zewnatrz, N-koncowe we-
whnatrz tej struktury), FPs wystepujace na N-kon-
cach GP2 polozone sa wewnatrz trimerow, nie-
daleko blony.

2. DGP | , - biatko GP| , odcigte z powierzchni bto-
ny komoérkowej przez metaloproteinazg TACE
z rodziny ADAM; nie zawiera domeny trans-
blonowej, wystepuje w formie uwolnionej, poza
tym jest identyczne z GP, ,; prawdopodobnie to
ono adsorbuje powstajace przeciwciata, nato-
miast nie jest w stanie wywotac silnej aktywacji
monocytow.

3. GP1 — uwolnione przez rozerwanie mostka dwu-
siarczkowego migdzy podjednostkami GP1 1 GP2.

Rysunek 2 przedstawia schematycznie organizacje
biatek GP i sGP.

Biatka matriksowe: VP40 1 VP24
Gléwne bialko matriksowe VP40 (326 amino-
kwasow) jest do§¢ dobrze poznane: bierze udziat
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Rys. 2. Schemat organizacji biatek GP 1 sGP
N — N-koncowa sekwencja sygnalna; ID — cz¢$¢ identyczna biatek GP i sGP; ML — domena mucin-like; FP — fusion peptide;
CC - rejon zawierajacy superskrgcony obszar z fragmentem immunosupresyjnym; T — domena transbtonowa;
DP — D-peptyd; zaznaczono mostek dwusiarczkowy taczacy CysS53 i Cys609 w biatku GP, a takze Cys53 i Cys306,
tworzace mostki dwusiarczkowe z druga podjednostka sGP; strzatkami zaznaczono miejsce cigcia przez furyng

w formowaniu wirionow potomnych i ich uwalnianiu
z zakazonej komorki, laczy otoczke wirionu z jego
rdzeniem, ma roéwniez zdolnos¢ indukowania btony
komorki do formowania VLP (virus-like particles)
— czastek podobnych morfologicznie do wirionow,
natomiast nie zawierajacych genomowego RNA ani
pozostalych bialek wirusa; formowanie VLP jest bar-
dziej wydajne, jesli dodatkowo w komdrce wytwarzane
jest biatko GP lub NP [26, 45, 60].

Biatko VP40 ma charakterystyczna strukture, za-
wierajaca dwie wyraznie wyodrebnione domeny, kazda
w formie ,,kanapki” zbudowanej z p-kartek, pomiedzy
ktorymi znajduja si¢ a-helisy. Obie domeny potaczone
sa dhugim odcinkiem nie posiadajacym wyraznej
struktury drugorzedowej [23]. N-koniec biatka tzw.
L-domain (late budding domain), oddziatuje z biatkami
komoérkowymi formujac VLP i wiriony potomne [26,
45, 60]. L-domain zawiera charakterystyczne motywy:
Pro-Thr-Ala-Pro i Pro-Pro-Glu-Tyr, ktére oddziatuja
z ligaza ubikwityny Nedd4 i biatkiem Tsgl01 (czgsé
systemu wydzielniczego komorki); obecnos¢ biatka
Tsg101 wykryto w VLP powstatych w wyniku dzia-
tania VP40 [45]. Motywy te sa homologiczne do
motywow w biatkach Gag retrowiruséw i biatkach M
rabdowiruséw, co moze $wiadczy¢ o podobienstwie
mechanizméw uwalniania czastek wirusowych z ko-
morki [26]. Jednak najnowsze badania z uzyciem wi-
rusa Ebola, z mutacja w obrgbie VP40 wykazaty, ze
L-domain nie jest niezbedna w cyklu zyciowym [58].

Domena N-koncowa (aminokwasy 55-194) odpo-
wiedzialna jest za oligomeryzacj¢; natomiast domena
C-koncowa, a szczegodlnie ostatnie 18 aminokwasow,
zaangazowana jest w taczenie biatka z btona cytoplaz-
matyczna [60, 66, 74]; taczenie zachodzi w okreslonych
obszarach, bogatych w cholesterol, tworzacych tzw.
Htratwy” (rafts). Gromadzenie sig VP40 i GP w tych
rejonach poprzedza formowanie wirionow lub VLP [60].

W monomerycznej formie biatka VP40 domena
N-koncowa jest potozona blisko C-koncowej. Oligo-
meryzacjg biatka poprzedzaja dwie zmiany konforma-
cyjne: odsunigcie N-konca, zawierajacego L-domain,
oraz domeny C-koncowej od domeny odpowiedzial-
nej za oligomeryzacje. W trakcie oligomeryzacji po-
wstaja oktamery, majace forme pierScieni [23, 66];
kazdy oktamer zbudowany jest z 4 homodimerdw,
ktoérych podjednostki utozone sa antyrownolegle.
Potaczenia pomiedzy poszczegodlnymi homodimerami
w pierscieniowej strukturze oktameru stabilizowane sg
przez krotkie odcinki RNA, ktore niejako dopasowuja
si¢ do przestrzennego utozenia aminokwasow sasiadu-
jacych homodimerow. Wiazanie z RNA jest specyficz-
ne; rozpoznawana jest sekwencja 5’UGA3’, a szcze-
gblnie zaangazowane sa Phel25 i Argl34 [23, 29].
Domeny C-koncowe, jak rowniez sam N-koniec
(L-domain) lokuja si¢ najprawdopodobniej powyzej
1 ponizej plaszczyzny pier§cienia utworzonego przez
domeny N-koncowe [23].

Poniewaz oligomeryzacja wydaje si¢ niezbgdna do
sktadania i uwalniania wiruséw, ewentualny lek mogt-
by wiaza¢ ze soba domeny C- i N-koncowe formy mo-
nomerycznej, uniemozliwiajac ich rozejscie sig, a — co
za tym idzie — takze oligomeryzacjg [74]. Co ciekawe
w formowaniu VLP nie jest konieczna obecnos¢ RNA,
natomiast utworzenie w petni aktywnych czastek wi-
rusowych wymaga obecnos$ci Phel25 i Argl34 i zwia-
zania RNA, co prawdopodobnie $wiadczy o dodat-
kowej, nieznanej jeszcze roli biatka VP40 w cyklu
zyciowym wirusa [29].

Pomocnicze bialko matriksowe VP24 (251 ami-
nokwasow) jest stabo poznane; petni funkcje struktu-
ralna, taczac otoczke wirionu z nukleokapsydem; jest
zdolne do oligomeryzacji i silnego wiazania sig z bto-
na komorkowa; jest takze w stanie indukowac powsta-
wanie VLP, cho¢ z mniejsza wydajnoscia niz VP40,
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przypisuje mu si¢ wigc rolg przy sktadaniu i uwalnia-
niu wirus6w potomnych [25, 46].

Badania wykazaly, ze bialko VP24 nie jest gliko-
zylowane, mimo ze zawiera 3 potencjalne miejsca
N-glikozylacji (aminokwasy 84, 185 i 246). W czasie
eksperymentow w komorkach ssakéw VP24 samoist-
nie tworzylo tetramery; nie mozna wykluczy¢ moz-
liwosci powstawania innych form oligomerycznych.
W tworzenie oligomerdow szczegdlnie zaangazowana
jest N-koncowa czg$¢ biatka. W obrgbie aminokwa-
sow 172—-175 znajduje si¢ motyw Tyr-X-X-Leu, homo-
logiczny do L-domain biatka VP40 [25].

Biatka nukleokapsydu: VP30, VP35 NPiL

Bialko VP30 (288 aminokwasow) jest jednym
z 4 biatek tworzacych nukleokapsyd. Pelni role akty-
watora transkrypcji genow wirusa; jest zaangazowane
we wczesne etapy cyklu zyciowego [52, 53, 88];
w pozniejszych etapach przytacza si¢ do kompleksow
budowanych przez NP [52].

W N-koncowej czgsci biatka znajdujq si¢ miejsca
fosforylacji (Ser 29-31, 42, 44, 46 i Thr 52); od stop-
nia fosforylacji zalezy rodzaj wykazywanej przez biat-
ko aktywnosci. Stabo ufosforylowane silnie aktywuje
transkrypcjg, natomiast nie wiaze si¢ z kompleksami
NP.; czesciowo ufosforylowane zdolne jest zaréwno
do aktywacji transkrypcji, jak i do wiazania si¢ z kom-
pleksami NP; w petni ufosforylowane wiaze si¢ z NP,
ale nie jest w stanie aktywowac transkrypcji. Stopien
fosforylacji zalezy od aktywnosci komorkowych fos-
fataz PP1 i PP2A [52].

VP30 ma zdolno$¢ wiazania jondw cynku. W pro-
ces ten zaangazowany jest rejon pomigdzy aminokwa-
sami 68-95, zawierajacy 3 Cys i 1 His. Wiazanie cyn-
ku jest niezbgdne do aktywacji transkrypcji, nie ma
natomiast znaczenia przy taczeniu z kompleksami NP
i sktadaniu wirionoéw [53].

W aktywacji transkrypcji przez VP30 bierze udziat
specyficzna struktura petli w miejscu ,,start” pierwsze-
go z gendw wirusa, hamujaca prawdopodobnie prze-
suwanie si¢ wirusowej polimerazy RNA po nici geno-
mowego RNA; obecno$¢ biatka VP30 znosi ten efekt
i umozliwia transkrypcje [88].

Bialko VP35 (340 aminokwasow) jest sktadnikiem
nukleokapsydu; blokuje rowniez wydzielanie interfe-
ronéw typu I przez zainfekowane komorki — prawdo-
podobnie przez zablokowanie indukcji promotora
IFN-f spowodowanej obecnoscia dwuniciowego RNA
oraz przez zablokowanie fosforylacji IRF-3 (IFN regu-
latory factor 3), odpowiedzialnego za aktywacjg pro-
motora IFN-o w trakcie infekcji wirusowej — a w efek-
cie hamuje odpowiedZz immunologiczna [6, 7].

Biatko VP35 tworzy takze w polaczeniu z bial-
kami L i NP funkcjonalng RNA-zalezna polimerazg
RNA [55]. Do zajscia transkrypcji, replikacji i two-
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rzenia nukleokapsydu konieczna jest obecnos¢ biatek
VP35, NP i L. VP35 jest odpowiednikiem biatka P
u innych (-)RNA wiruséw [36, 54]

Bialko L (2212 aminokwas6éw) wraz z biatkami
VP35 i NP tworzy kompleks aktywny transkrypcyjnie
— RNA-zalezna polimeraz¢ RNA, stanowiac jego
czes¢ katalityczna [55]. Analiza sekwencji genu ko-
dujacego biatko L, wykazata duze podobienstwa do
biatek Paramyxoviridae i innych (—)RNA wiruséw.
Ma ono wysoka zawarto$¢ leucyny i izoleucyny
(17,9%) i wysoki tadunek catosciowy w obojetnym pH
(+57). Zawiera 3 charakterystyczne dla polimeraz
RNA z wiruséw (—)RNA motywy aminokwasowe:
motyw A, wiazacy RNA (aminokwasy 553—571), mo-
tyw B, rozpoznajacy sekwencj¢ RNA i/lub tworzacy
wiazania fosfodiestrowe (aminokwasy 738—744) oraz
motyw C, wiazacy ATP (aminokwasy 1815-1841).
Posiada réwniez 2 Cys (1351-1352), stabilizujace
przestrzenna strukture biatka, wysoce konserwowane
w wszystkich wirusowych polimerazach RNA [83].

Bialko NP (739 aminokwasow) jest gldéwnym
sktadnikiem nukleokapsydu. Jego N-koncowa cze$é
jest hydrofobowa, natomiast cze$¢ C-koncowa ma
wiasciwosci hydrofilowe i kwasowe [70].

Biatko NP wirusa Marburg, blisko spokrewnione-
go z Ebola, wykazuje samoistng zdolnos¢ do agrega-
cji w zakazonych komorkach, bez udziatu innych bia-
tek wirusowych, tworzac TLS (tubule-like structures),
widoczne w mikroskopie elektronowym, zlokalizowa-
ne w poblizu bton szorstkiego ER. TLS maja w prze-
kroju symetri¢ heksagonalng i morfologicznie sa
bardzo zblizone do nukleokapsydow, powstajacych
w komorkach zainfekowanych wirusem Marburg.
Zdolnos$¢ biatek strukturalnych nukleokapsydu do sa-
moistnego formowania struktur morfologicznie podob-
nych do nukleokapsydu wystgpuje rowniez w rodzinach
Rhabdoviridae 1 Paramyxoviridae [36].

5. Diagnostyka goraczki krwotocznej Ebola

Znanych jest kilka metod wykrywania wirusa Ebola
u 0s6b zakazonych oraz u zmarlych z powodu goraczki
krwotoczne;.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM
— Transmission Electron Microscopy) — metoda pozwa-
lajaca na wykrycie czastek wirusa we krwi i ptynach
ustrojowych pacjenta oraz nukleokapsydow powstaja-
cych w wyniku namnazania si¢ wirusa w cytoplazmie
zainfekowanych komoérek. Wada tej metody jest ko-
niecznos$¢ posiadania bardzo dobrze wyposazonego la-
boratorium, co czyni ja wlasciwie niedostgpna w kra-
jach afrykanskich, miejscu wystepowania wirusa [38].

Izolacja wirusa z tkanek 0sob chorych i zmartych,
a nastgpnie jego hodowla i serotypowanie — nie jest
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szeroko stosowana, gdyz jest niebezpieczna i wymaga
laboratoriow 4 stopnia bezpieczenstwa [37, 38].

Immunohistochemiczny test skory (IHC — Immu-
nohistochemical Assay) — wykrywanie antygendw
wirusa w skorze 0sob zmartych przy uzyciu monoklo-
nalnych przeciwcial; skora do badan jest konserwo-
wana w formalinie. Metoda czula, specyficzna i bez-
pieczna [95].

Testy immunosorbceyjne (ELISA — Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) — tatwe w stosowaniu, czute
testami wykrywajace antygeny wirusowe lub przeciw-
ciata anty-EBOV we krwi oséb zakazonych i ozdro-
wiencow (rowniez w przypadkach bezobjawowych)
[24, 37-39, 47, 59, 61, 68]. Stosuje si¢ 3 typy testow
ELISA:

— ELISA wykrywajace antygeny wirusa — wykry-
wa antygeny wirusa Ebola przez wiazanie ze
specyficznymi przeciwciatami monoklonalnymi.
Produkcja przeciwcial wymaga uzyskania biatek
wirusa, co mozliwe jest jedynie w laboratoriach
4 stopnia bezpieczenstwa. Najczgsciej sa to biat-
ka NP Iub GP [37, 47, 59, 68].

— ELISA wykrywajace 1gG — wykrywa przeciw-
ciata anty-EBOV klasy IgG przy uzyciu rekom-
binowanych biatek wirusa Ebola. Tu réwniez
uzywa si¢ najczesciej biatek NP lub GP [61, 68].
Zaleta tej metody jest uzycie bialek rekombino-
wanych, co nie wymaga laboratoriow 4 stopnia
bezpieczenstwa. Jej ograniczeniem jest czeste
zjawisko braku wystarczajacej produkcji prze-
ciwcial IgG (w cigzkich przypadkach), jak row-
niez to, ze przeciwciala pojawiaja si¢ dopiero
w 8-10 dniu od zakazenia. Wszyscy ozdrowiency
i osoby, ktore przeszly infekcje bezobjawowe,
posiadaja przeciwciata IgG anty-EBOV, metoda
jest wigc skuteczna przy analizie seropozytyw-
nos$ci populacji i w poszukiwaniach rezerwuaru
wirusa [38, 39, 61].

— ELISA wykrywajace IgM — metoda zblizona do
opisanej powyzej; wykrywa przeciwciata anty-
EBOV klasy IgM. Pojawiaja si¢ one ok. 6 dnia
od infekcji i sa wykrywalne znacznie krocej niz
IgG. Metoda do$¢ skuteczna w szybkiej diagno-
styce; ograniczeniem moze by¢ brak przeciwciat
przy niedostatecznej odpowiedzi immunologicz-
nej ze strony organizmu [38, 39, 61].

Posredni immunofluorescencyjny test wykrywa-
jacy przeciwciala (IFAT — Indirect Immunofluores-
cence Antibody Test) — metoda mniej czula niz ELISA;
przeciwciata IgG anty-EBOV obecne w probee krwi
chorego wiazane sa przez komorki linii HeLa i Vero
eksprymujace rekombinowane antygeny wirusa Ebola
(biatko NP). Do zwiazanych przeciwcial anty-EBOV
przytaczane sa w kolejnym etapie drugorzgedowe prze-
ciwciala anty-IgG, wyznakowane fluorescencyjnie;
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nastgpnie hodowla komoérkowa badana jest w mikro-
skopie fluorescencyjnym. Brak odpowiedzi immuno-
logicznej w przypadku cig¢zkiego przebiegu choroby
obniza czutos¢ tej metody [31, 35, 69].

RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) — metoda
najbardziej czula; wykrywa RNA wirusa w komor-
kach jednojadrzastych krwi, takze w przypadkach bez-
objawowych. Potwierdza 100% dodatnich wynikow
metody ELISA wykrywajacej antygeny i 91% ELISA
wykrywajacej IgM. Kombinacja tych 3 metod daje
97% czutosci w wykrywaniu wirusa. Dodatnie wyniki
RT-PCR udaje si¢ w 83% potwierdzi¢ przy uzyciu
metody ELISA wykrywajacej antygeny i w 67% przy
uzyciu ELISA wykrywajacej IgM [42].

Modyfikacja metody RT-PCR jest okreslenie pod-
typu wirusa z zastosowaniem jako sondy oligonukleo-
tydow znakowanych fluorochromami na 5’-koncu.
Stosuje si¢ mieszaning 2 réznych oligonukleotydow,
z ktorych jeden jest komplementarny do EBO-Z, na-
tomiast drugi do EBO-S. Kazdy z oligonukleotydow
ma na 5’ikoncu kowalencyjnie dolaczony zwiazek
blokujacy fluoryzacj¢ barwnika reporterowego, tzw.
wygaszacz (ang. quencher) TAMRA, natomiast na
3’-koncu fluorochrom reporterowy: FAM (oligonukleo-
tyd dla EBO-Z) lub VIC (oligonukleotyd dla EBO-S).
Fluorochromy FAM i VIC ro6znia si¢ dtugoscia emito-
wanej fali §wietlnej. Gdy sonda jest w postaci wolnej,
wygaszacz jest blisko do fluorochromu, hamujac emi-
sje Swiatla. W czasie reakcji PCR sondy tacza si¢ spe-
cyficznie z cDNA (matryca); hybrydyzacji ulega tylko
sonda specyficzna dla danego podtypu. Termostabilna
polimeraza DNA (wykorzystujac swoja aktywnosc¢
nukleolityczng) degraduje zhybrydyzowany oligonu-
kleotyd, dzigki czemu fluorochrom moze oddali¢ sig
od wygaszacza i wyemitowa¢ sygnal swietlny. Tym
samym mozna okresli¢ podtyp wirusa juz w trakcie
reakcji PCR (real-time PCR). Zaleta tej metody jest
czulos¢ i szybkos¢ [15, 22].

Western Blot — uzywana jako potwierdzenie in-
nych metod; wykrywa antygeny wirusa oraz przeciw-
ciata IgG i IgM anty-EBOV [8, 24, 41].

Test radioimmunoprecypitacyjny (RIPA — Radio-
immunoprecipitation Assay) — do wykrycia przeciwcial
anty-EBOV wykorzystuje znakowany radioaktywnie
antygen wirusowy. Kompleksy przeciwciata-antygeny
sa stracane przy uzyciu biatka A Staphylococcus, a na-
stgpnie analizowane przez elektroforezg i autoradio-
grafig [65].

6. Leczenie
Do dzi§ nie jest znana zadna skuteczna metoda

leczenia przyczynowego goraczki krwotocznej Ebola.
W leczeniu objawowym i wyrownawczym stosuje si¢



198

srodki przeciwbdlowe, rézne metody obnizenia go-
raczki, a przy wystapieniu skazy krwotocznej uzupet-
nianie strat ptynéw, elektrolitow, krwi i osoczowych
czynnikéw krzepnigcia. W przypadkach o cigzkim
przebiegu nie jest to skuteczne, moze jedynie o kilka
dni op6zni¢ $mier¢ chorego [5, 11, 38, 91, 96, 97].
W kilku przypadkach podejmowano proby zastosowa-
nia metod eksperymentalnych stosowano:

— Osocze ozdrowiencéw (zawiera przeciwciala
anty-EBOV) — w 1995 r. w czasie epidemii
w Kikwit w Zairze przetoczono osocze 8 cho-
rym z ktorych 7 przezyto. Biorac pod uwagg
81% $miertelno§¢ w czasie tej epidemii, wynik
byt bardzo obiecujacy [56].

— Ludzki interferon a-2b w polaczeniu z IgG
z osocza hiperimmunizowanych Kkoni, k6z lub
owiec — podane 4 rosyjskim pracownikom labo-
ratoryjnym, narazonym na ekspozycj¢ na wirusa
Ebola. Wszyscy przezyli, co moze $§wiadczy¢
o wysokiej skutecznosci. Podobnie jednak jak
w poprzednim przypadku, trudno méwi¢ o sku-
teczno$ci metody, gdy rezultaty uzyskano na tak
niewielkiej liczbie chorych. Metodg t¢ testowano
réwniez na §winkach morskich, myszach i mat-
pach; okazata si¢ skuteczna jedynie wobec $wi-
nek morskich i myszy [33, 40].

Prowadzone sa rowniez badania nad zastosowa-

niem lekow:

— Cyjanowiryna-N (CV-N) — biatko izolowane
z sinic, odkryte w ramach programu poszuki-
wania naturalnych lekow przeciwko wiruso-
wi HIV; blokuje przytaczone do biatka GP,,
przez N-glikozylacjg oligosacharydy, uniemozli-
wiajac fuzjg ostonki wirusa z blona cytoplazma-
tyczna [4].

— Analogi nukleozydowe hamujace aktywnos$¢ hy-
drolazy S-adenozylo-L-homocysteiny (AdoHcy),
blokujace w sposéb posredni metylacje struktury
cap na koncu 5* wirusowych czasteczek mRNA
— préby przeprowadzone na myszach daty obie-
cujace wyniki [10, 30].

7. Eksperymentalne metody uodparniania czynnego

W chwili obecnej nie jest dostgpna zadna skutecz-
na szczepionka dla ludzi, jednak szereg eksperymen-
tow na zwierzgtach pozwala przypuszczaé, ze jej wy-
produkowanie i dopuszczenie do uzytku to kwestia
najblizszych lat. W badaniach testowano kilka typow
szczepionek:

— Szczepionki DNA - nagie DNA zawierajace
geny kodujace biatka wirusa: NP, GP, sGP (sklo-
nowane w plazmidach). DNA byt podawany do-
mig$niowo lub przy uzyciu strzelby genowe;.
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Obiecujace wyniki otrzymano na réznych mode-
lach zwierzecych [20, 62, 76, 77, 79, 92].

— Rodzne wirusy zawierajace geny kodujace bialka
EBOYV - stosowano m.in. adenowirusy, atenuo-
wany wirus konskiego zapalenia mdzgu, wirus
krowianki. Dla uzyskania wysokiej skutecznosci
laczono t¢ metode z uodparnianiem przez poda-
nie szczepionki DNA [20, 76, 77].

— Szczepionki podjednostkowe — zawierajace wy-
izolowane biatka wirusa Ebola. Odpowiedz im-
munologiczng wywolywaly biatka VP24, VP30,
VP35 i VP40 [89].

— Inaktywowany wirus Ebola — inaktywacja for-
malina; w nowszych pracach podawano liposomy
zawierajace wirusy inaktywowane przez napro-
mieniowanie. Duze znaczenie w powstaniu trwa-
fej odpornosci miata obecnos¢ lipidu A w lipo-
somach [51, 63, 64].

Najbardziej obiecujace efekty osiagnigto przy za-
stosowaniu kilku metod uodparniania jednocze$nie.
Podanie matpom lub myszom szczepionki DNA za-
wierajacej geny kodujace biatko NP i trzy rodzaje GP
w kilku powtorzeniach i dodatkowa immunizacja ade-
nowirusem zawierajacym gen kodujacy biatko GP dato
bardzo dobre wyniki. Jest to prawdopodobnie droga
do skonstruowania szczepionki skutecznej i bezpiecz-
nej dla ludzi. Zaleta szczepionek DNA jest ich bezpie-
czenstwo, a takze tatwos¢ przechowywania i trwatose,
co ma szczegdlne znaczenie w panstwach afrykan-
skich, miejscu wystegpowania wirusa Ebola [76, 77].

8. Podsumowanie

W 1976 1. w srodkowej Afryce wystapity dwie epi-
demie nieznanej goraczki krwotocznej. Charakteryzo-
wala je ogromna $miertelno$¢, siggajaca 90%. Wyizo-
lowany wirus nazwano Ebola i zaklasyfikowano jako
nowego przedstawiciela rodziny Filoviridae. W latach
pozniejszych zanotowano jeszcze kilka duzych epi-
demii. Niebezpieczenstwo wynikajace z mozliwosci
przypadkowego zawleczenia wirusa do krajow rozwi-
nigtych lub uzycia go jako narzedzia ataku biologicz-
nego sprawia, ze w wielu osrodkach na $wiecie pro-
wadzone sa badania nad mechanizmami patogenezy.

Prace te przyblizyly budowg i funkcje biatek wiru-
sa; szczegoblnie dobrze poznano biatka GP i VP40. Ich
istotna rola w procesie patogenezy i w cyklu zycio-
wym wirusa czyni je pierwszoplanowymi celami dzia-
tania potencjalnych lekdéw. Poszerzono réwniez wie-
dzg¢ o immunologicznym podtozu choroby, cho¢ nadal
wiele aspektow pozostaje niewyjasnionych. Pozwolito
to na opracowanie skutecznych metod diagnostycz-
nych, a takze na stworzenie lekow i szczepionek, be-
dacych na razie w fazie prob na zwierzetach.
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Niniejsza praca stanowi probg podsumowania aktu-

alnej wiedzy dotyczacej immunologicznego i moleku-
larnego podtoza goraczki krwotocznej Ebola, diagno-
styki oraz prob leczenia i uodparniania.
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