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1. Wstêp

Wirusy stanowi¹ liczn¹, niezwykle ró¿norodn¹ gru-
pê patogenów zaka¿aj¹cych wszystkie organizmy ¿ywe:
ludzi, zwierzêta oraz ro�liny [1]. Stanowi¹ czynnik
etiologiczny wielu chorób o zró¿nicowanym prze-
biegu i objawach. Charakterystyczn¹ cech¹ tych pa-
togenów, g³ównie wirusów RNA jest niestabilno�æ
genetyczna, umo¿liwiaj¹ca wytworzenie mutantów
o nowych cechach i w³a�ciwo�ciach. Wykazano, i¿
patogeny te tworz¹ heterogenn¹ populacjê z³o¿on¹
z zró¿nicowanych wariantów obecnych w zaka¿onym
organizmie tzw. pseudotypów (quasispecies) [2�5].
Do najlepiej poznanych wirusów RNA charakteryzu-
j¹cych siê du¿¹ zmienno�ci¹ nale¿¹ wirus zapalenia
w¹troby typu C (HCV), wirus niedoboru odporno�ci
(HIV) i wirus grypy [2�7].

Wykazano zale¿no�æ pomiêdzy ró¿nymi formami
quasispecies, a powa¿nymi konsekwencjami klinicz-
nymi wywo³anymi przez te wirusy. Obejmuje ona wy-
selekcjonowanie mutantów unikaj¹cych odpowiedzi
uk³adu immunologicznego, �nieuchwytnych� dla po-
tencjalnych szczepionek, zmieniaj¹cych tropizm ko-
mórkowy, zasiêg gospodarza, poziom wirulencji czy te¿

opornych na leczenie [7�9]. �Ucieczka� wirusa przed
humoraln¹ i komórkow¹ odpowiedzi¹ obronn¹ organiz-
mu stanowi jeden z g³ównych mechanizmów prowadz¹-
cy do przechodzenia zaka¿eñ w stan przewlek³y (HCV,
HIV) [10]. Czêsto�æ pojawiania siê form opornych
na stosowane leki wymusi³a modyfikacjê standardów
leczenia i wprowadzenia terapii skojarzonej, z³o¿onej
z dwóch (HCV) [11], trzech lub wiêkszej ilo�ci leków,
np. terapia HAART prowadzona w zaka¿eniach HIV
[12]. Niezbêdne sta³o siê równie¿ opracowywanie
nowych preparatów mog¹cych znale�æ zastosowanie
w terapii, gdy¿ d³ugotrwa³e przyjmowanie tych samych
leków prowadzi do narastania oporno�ci. Wykazano
tak¿e, istnienie zró¿nicowania genetycznego szczepów
wirusowych replikuj¹cych w ró¿nych narz¹dach i tkan-
kach tego samego pacjenta, wskazuj¹c na zmianê tropiz-
mu komórkowego, np. HCV, HIV, wirus �winki [10�14].

2. Zjawisko quasispecies

Zjawisko quasispecies definiowanie jest jako zbiór
blisko spokrewnionych ale ró¿nych wariantów mole-
kularnych obecnych w pojedynczym zaka¿onym orga-
nizmie [4].
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Po raz pierwszy zjawisko zmienno�ci przedstawio-
ne zosta³o w 1971 roku przez M a n f r e d a  E i g e n a
[15]. Wysuniêta przez niego teoria, nazwana pó�niej
przez S c h u s t e r a  terminem quasispecies, dotyczy³a
grupy �samoreplikuj¹cych� siê, blisko spokrewnionych
lecz ró¿ni¹cych siê miêdzy sob¹ cz¹stek, ewoluuj¹cych
wobec zmieniaj¹cych siê warunków �rodowiska [16].

Wykazano, i¿ sformu³owan¹ przez E i g e n a  teoriê
mo¿na odnie�æ do zjawisk zachodz¹cych w ewolucji
m. in. faga Q$ [17] oraz wirusów RNA [18]. Spe³niaj¹
one bowiem wiêkszo�æ za³o¿eñ teorii quasispecies
takich jak odpowiednia: wielko�æ populacji (wystarcza-
j¹co du¿a aby móc zdominowaæ zajmowan¹ przestrzeñ)
oraz czêstotliwo�æ mutacji (wystarczaj¹co wysoka aby
wygenerowaæ heterogenn¹ populacjê mutantów o stale
zachowanej podstawowej sekwencji) [19]. Bardziej
trafne wydaje siê natomiast ujêcie genomu wirusów
RNA jako pewien zbiór zró¿nicowanych i specyficz-
nych a nie pojedynczych sekwencji [17].

Poziom zró¿nicowania wirusowych form quasispe-
cies zale¿y od czêsto�ci zachodz¹cych w genomie mu-
tacji jak równie¿ od ró¿nych czynników wewnêtrznych
(charakter wprowadzanych mutacji oraz oddzia³ywania
pomiêdzy ró¿nymi sk³adowymi populacji) i zewnêtrz-
nych (presja �rodowiska) kszta³tuj¹cych populacjê [20].
W wyniku zmienno�ci powstaj¹ wiêc stale nowe formy
quasispecies podlegaj¹ce ci¹g³ym procesom selekcji
oraz wspó³zawodnictwa. Ogromna liczebno�æ popula-
cji wirusów RNA, wysoka produktywno�æ, przy rów-
nie¿ stosunkowo niedu¿ej wielko�ci i plastyczno�ci
genomu oraz nieprecyzyjno�æ replikacji sprawia, i¿
kszta³towanie populacji tych patogenów przebiega bar-
dzo dynamicznie, a utrzymuj¹ca siê równowaga pomiê-
dzy poszczególnymi wariantami jest krótkotrwa³a [21].

Wprowadzane w materiale genetycznym modyfi-
kacje mog¹ zarówno wzmacniaæ dany wariant wiru-
sowy oraz zwiêkszaæ tempo jego replikacji (selekcja
pozytywna) jak równie¿ redukowaæ genetyczny poli-
morfizm poprzez wykluczenie jakiego� wariantu z po-
pulacji (selekcja negatywna) [22, 23].

Wykazano tak¿e istnienie skomplikowanych zale¿-
no�ci pomiêdzy koegzystuj¹cymi w jednym organi-
zmie formami wirusa. W efekcie zachodz¹cych od-
dzia³ywañ pomiêdzy poszczególnymi pseudotypami,
na drodze konkurencji dochodzi do przetrwania warian-
tu dominuj¹cego, eliminacji natomiast ulegaj¹ g³ów-
nie szczepy dzikie [24].

Populacjê form quasispecies cechuje równie¿ �mo-
lekularna pamiêæ�. Warianty wirusa, które nie uleg³y
eliminacji, mog¹ utrzymywaæ siê w organizmie na
niskim, niewykrywalnym poziomie przez wiele gene-
racji, pomimo braku presji selekcyjnej, a nastêpnie
w sprzyjaj¹cych dla nich warunkach ujawniaæ siê [25].

W praktyce z³o¿ono�æ wariantów quasispecies okre�-
lana jest przez wiele, skomplikowanych parametrów

genetycznych, okre�laj¹cych zarówno ró¿nice sekwen-
cji jak te¿ liczbê istniej¹cych typów wirusa. W ró¿nych
pracach badacze wykorzystuj¹ ró¿ne zmienne takie jak
dystans genetyczny [26], czêsto�æ mutacji [27], entro-
pia S h a n n o n�a [28], dystans H i m m i n g�a [29]
oraz wiele innych parametrów. Wybór odpowiedniej
zmiennej zale¿y od technik wykorzystanych w celu
wykrycia i analizy zmienionych sekwencji.

2.1. Mechanizmy powstawania zmienno�ci

Podstawowym mechanizmem warunkuj¹cym po-
wstawanie nowych form quasispecies jest zmienno�æ
genetyczna. W obrêbie genomów wirusowych mo¿-
na wyró¿niæ dwa podstawowe rodzaje modyfikacji
� zmienno�æ mutacyjn¹ oraz rearan¿acjê [2, 3]. Na czês-
totliwo�æ mutacji wp³ywaj¹ równie¿ czynniki zew-
nêtrze �rodowiska, w którym znajduj¹ siê patogeny.

Z m i e n n o � æ  m u t a c y j n a
Pojawiaj¹ce siê w genomie wirusów mutacje, w za-

le¿no�ci od rodzaju zachodz¹cych zmian mo¿na po-
dzieliæ na trzy zasadnicze grupy: mutacje punktowe,
delecje oraz insercje [30]. Dotycz¹ one odpowiednio
pojedynczych nukleotydów jak te¿ wiêkszej liczby
zasad. Mog¹ wystêpowaæ w ka¿dym miejscu genomu
zarówno w obrêbie sekwencji koduj¹cych jak te¿ nie-
koduj¹cych lecz odgrywaj¹cych wa¿n¹ rolê regulato-
row¹ (np. sekwencje promotorowe), zmieniaj¹c w³a�-
ciwo�ci biologiczne powstaj¹cych produktów.

Podstawowym, naturalnym czynnikiem warunku-
j¹cym powstawanie mutacji s¹ b³êdy wynikaj¹ce z nie-
precyzyjnej replikacji kwasu nukleinowego przez za-
le¿n¹ od RNA polimerazê RNA. W przeciwieñstwie od
replikaz eukariotycznych, powielaj¹cych DNA, polime-
razy wielu wirusów nie posiadaj¹ zdolno�ci naprawy
b³êdów powstaj¹cych podczas syntezy potomnych nici
RNA [31]. Na podstawie badañ in vitro oszacowano,
i¿ czêsto�æ mutacji generowanych w pojedynczym ge-
nomie przez polimerazy RNA wynosi oko³o 10�4�10�5

zasad na cykl replikacyjny [2,3]. Uwzglêdniaj¹c zatem
czêsto�æ pope³nianych b³êdów przez replikazy RNA
oraz tempo namna¿ania i d³ugo�æ genomu wirusa mo¿-
na wyliczyæ, i¿ np. w przypadku HCV wymiana nukleo-
tydów, tworz¹cych genom wirusa, mo¿e nastêpowaæ
107�108 razy w ci¹gu 24 godzin [6]. Czêsto�æ mutacji
w obrêbie genomu wirusowego jest zró¿nicowana
i mo¿e osi¹gaæ ró¿ne warto�ci dla poszczególnych
genów, i tak np. w genomie HIV, gen env trzykrotnie
czê�ciej ulega modyfikacjom ni¿ gen pol [30]. Równie¿
w obrêbie pojedynczego genu rozk³ad mutacji nie jest
równomierny. Niektóre fragmenty ulegaj¹ modyfika-
cjom czê�ciej od innych, np. w genie env zmianom pod-
lega 80% sekwencji przy czym 10% stanowi¹ bardzo
niestabilne regiony okre�lane �hypervariable�, pozo-
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sta³a czê�æ genu (20%) prezentuje obszary bardziej
stabilne [30]. Wprowadzenie zmian w obrêbie sta³ych
sekwencji mo¿e prowadziæ do destabilizacji lub utraty
funkcji kodowanych bia³ek, dlatego mutacje w takich
regionach s¹ stosunkowo rzadkie i z regu³y nie tolero-
wane, a tworz¹cy siê wariant wirusa jest eliminowany.

Innym �ród³em mutacji punktowych w genomie
wirusowym jest mutageneza niereplikacyjna [2, 9].
W porównaniu do zmienno�ci generowanej przez po-
limerazê RNA jest to proces znacznie mniej wydajny
i zale¿ny od mechanizmu komórkowego gospodarza.
Niektóre enzymy eukariotyczne posiadaj¹ w³a�ciwo�æ
edycji RNA, polegaj¹c¹ na wymianie nukleotydów
(deaminaza ADAR) lub zmianie d³ugo�ci docelowej
sekwencji poprzez insercje/delecje. Proces ten jest jed-
nym z mechanizmów obronnych organizmu przed
czynnikami zaka�nymi [32]. Uczestniczy m.in. w ró¿-
nicowaniu genów regionów zmiennych przeciwcia³
[33] jak równie¿ w regulacji przebiegu zaka¿enia
HIV-1, poprzez wprowadzenie licznych defektywnych
mutacji wirusa [2]. Wykazano równie¿, i¿ proces edy-
cji wirusowego genomowego RNA sprzyja tak¿e two-
rzeniu nowych form quasispecies. Najczêstsz¹ mody-
fikacj¹ genomu wirusów jest deaminacja adenozyny
przy udziale enzymu ADAR, prowadz¹ca do wymiany
adeniny na guaninê (substytucja A → G). Wymianie
mo¿e ulec do 50% A obecnych w ca³ym genomie [3].
Pojedyncze mutacje w kluczowych sekwencjach nu-
kleotydowych mog¹ prowadziæ do zmiany w³a�ciwo�ci
patogenów. Wprowadzenie zmiany A → G w kodonie
stop (UAG) w genomie wirusa zapalenia w¹troby ty-
py D (HDV) umo¿liwi³o mu syntezê dodatkowego,
nowego bia³ka [34]. W porównaniu ze szczepem wyj�-
ciowym zmodyfikowane warianty wirusa wytwarzaj¹
dwa rodzaje bia³ek: wyj�ciow¹ krótsz¹ formê niezbêd-
n¹ do replikacji oraz d³u¿sz¹, now¹ bior¹c¹ udzia³
w pakowaniu cz¹stek wirusowych [35].

R e a r a n ¿ a c j a  R N A  �  r e k o m b i n a c j a
Drugim, szeroko rozpowszechnionym, mechaniz-

mem warunkuj¹cym zmienno�æ genomów wirusowych
jest rearan¿acja. Wyró¿niæ mo¿na cztery podstawowe
typy rekombinacji: homologiczn¹, umiejscowion¹ (nie-
homologiczna), replikacyjn¹ i niereplikacyjn¹ [2].

Zjawisko rekombinacji wystêpuje u wielu grup
wirusów RNA, zarówno u wirusów ludzkich, np.
picornawirusów [36], koronawirusów i retrowirusów
[3], jak równie¿ u wirusów zwierzêcych [37], ro�lin-
nych [38] oraz bakteryjnych [39]. Zdarzenia rekombi-
nacyjne zachodz¹ce u wirusów RNA w wiêkszo�ci
przypadków maj¹ charakter rekombinacji niehomolo-
gicznej. Czêsto�æ rekombinacji homologicznej nato-
miast zale¿y od typu wirusa i najczê�ciej wystêpuje
u koronawirusów, rzadziej w przypadku pikornawiru-
sów czy alfawirusów [30].

Rekombinanty wirusowe mog¹ powstawaæ w wy-
niku wymiany fragmentu genomu w obrêbie tego sa-
mego wirusa [40], miêdzy ró¿nymi szczepami wiru-
sowymi [41] oraz pomiêdzy wirusem a materia³em
genetycznym komórki gospodarza [42]. W efekcie
przetasowania sekwencji genomowych powstaj¹ po-
tomne cz¹stki wirusowe zawieraj¹ce informacjê gene-
tyczn¹ w innej kombinacji ni¿ wyj�ciowy wariant wiru-
sa. Czêsto�æ takiej wymiany jest ró¿na u ró¿nych
rodzajów wirusów. W przypadku, wirusa polio pod-
czas rekombinacji homologicznej osi¹ga warto�æ na-
wet 0,9% na cykl replikacyjny natomiast w przypadku
krzy¿ówek pomiêdzy ró¿nymi typami wirusa polio spa-
da osi¹gaj¹c warto�æ 1×10�4 rekombinantów wzglêdem
form macierzystych [1].

Zjawisko rekombinacji zachodz¹ce u wirusów RNA
jest jednym z g³ównych czynników decyduj¹cych o ich
zmienno�ci. Szczególnie niebezpieczna jest wymiana
materia³u genetycznego pomiêdzy genomem wirusa
a materia³em genetycznym gospodarza. Powstaj¹ce
rekombinanty charakteryzuj¹ siê czêsto zwiêkszon¹
patogenno�ci¹ oraz zmienionym tropizmem wzglêdem
szczepu wyj�ciowego, mog¹ te¿ modyfikowaæ prze-
bieg immunologicznej gospodarza [3, 30].

W p ³ y w  c z y n n i k ó w  z e w n ê t r z n y c h
n a  c z ê s t o t l i w o � æ  m u t a c j i

Wysoka wydajno�æ mutacji charakteryzuj¹ca wiru-
sy RNA nie jest jedynym czynnikiem przyczyniaj¹cym
siê do gwa³townej ewolucji tych patogenów. Du¿e zna-
czenie w tworzeniu form quasispecies odgrywa tak¿e
presja �rodowiska, m.in. odpowied� ze strony uk³adu
immunologicznego gospodarza czy te¿ przyjmowanie
leków. Najnowsze badania, przeprowadzone na mode-
lach zwierzêcych, wskazuj¹ tak¿e na zwi¹zek pomiê-
dzy od¿ywianiem a zwiêkszon¹ wirulencj¹ wirusów
[43]. Zaobserwowano, zale¿no�æ pomiêdzy niedoborem
selenu oraz witaminy K u myszy, a zmian¹ tropizmu
jak równie¿ zwiêkszon¹ wirulencj¹ oraz wiremi¹ wiru-
sa coxsackie B3 [43]. Dok³adny mechanizm zmiany pa-
togenno�ci wirusa nie zosta³ jednak okre�lony. Prawdo-
podobnie niedobór selenu, jak równie¿ witaminy E ob-
ni¿a odpowied� uk³adu immunologicznego lub sprzyja
wprowadzaniu mutacji podczas replikacji RNA [44].

3. Konsekwencje kliniczne zjawiska quasispecies

Zmienno�æ genetyczna wirusów RNA stanowi pod-
stawowe �ród³o powa¿nych nastêpstw klinicznych.
Zdolno�æ adaptacji patogenów do niekorzystnych wa-
runków �rodowiska umo¿liwi³a wirusom wykszta³ce-
nie mechanizmów umo¿liwiaj¹cych �ucieczkê� przed
odpowiedzi¹ immunologiczn¹ gospodarza jak rów-
nie¿ oporno�æ na leki. D³ugotrwa³e dzia³anie presji
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selekcyjnej ze strony uk³adu immunologicznego i wdro-
¿onej terapii czêsto jest przyczyn¹ powstawania wa-
riantów najlepiej przystosowanych, �nieuchwytnych�
dla uk³adu immunologicznego oraz opornych na le-
czenie [2, 3, 8�10, 12, 45]. Znacz¹c¹ rolê w szybkiej
adaptacji do nowych warunków odgrywa pamiêæ mo-
lekularna charakterystyczna dla powstaj¹cych form
quasispecies [25].

3.1. Unikanie odpowiedzi uk³adu immunologicznego

Liczne doniesienia wskazuj¹ na zwi¹zek miêdzy
powstawaniem wariantów molekularnych wirusów
(quasispecies), a unikaniem odpowiedzi immuno-
logicznej [2, 10, 46]. Du¿a czêstotliwo�æ mutacji, ich
lokalizacja w specyficznych miejscach genomu stymu-
lowana presj¹ ze strony uk³adu immunologicznego,
jak równie¿ szybkie tempo replikacji patogenu prowa-
dzi do wykszta³cenia wirusowych form quasispecies
nierozpoznawalnych dla wytwarzanych przeciwcia³
neutralizuj¹cych oraz limfocytów T cytotoksycznych
i pomocniczych.

O d p o w i e d �  h u m o r a l n a
W wyniku zaka¿enia, w organizmie pacjenta poja-

wia siê szerokie spektrum przeciwcia³ rozpoznaj¹cych
epitopy zarówno strukturalnych jak te¿ niestruktural-
nych elementów wirusa [46]. Jednak ich obecno�æ
w przypadku zaka¿enia wirusami RNA ma raczej war-
to�æ diagnostyczn¹, nie �wiadczy natomiast o elimi-
nacji zaka¿enia. Ze wzglêdu na liczne mutacje w ob-
rêbie epitopów stale powstaj¹ nowe warianty wirusa
nierozpoznawalne przez przeciwcia³a. W przypadku
HCV wykazano, i¿ u pacjentów immunokompetent-
nych, zmiana aminokwasów w epitopach, zlokalizo-
wanych w obrêbie regionu o zwiêkszonej zmienno�ci
(HVR1), mo¿e nastêpowaæ 0,5 do 2 razy w ci¹gu
miesi¹ca. Czêstotliwo�æ mutacji HCV mo¿e ulegaæ
zmianie w zale¿no�ci od stadium choroby, przy czym
jej znacz¹cy wzrost zaobserwowano w fazie pocz¹t-
kowej choroby [47].

Uwa¿a siê, ¿e wystêpowanie wirusowych quasispe-
cies unikaj¹cych odpowiedzi humoralnej organizmu
jest jedn¹ z g³ównych przyczyn¹ rozwoju przewlek³ej
postaci zaka¿enia [10]. Pojawiaj¹ce siê w trakcie za-
ka¿enia przeciwcia³a nie stanowi¹ skutecznej obrony
przed kolejn¹ ekspozycj¹ na ten sam patogen (do-
�wiadczenia kliniczne wykaza³y m.in. mo¿liwo�æ re-
infekcji lub superinfekcji innym izolatem wirusa) [48].

Liczne doniesienia wskazuj¹, i¿ ci¹g³a zmienno�æ
patogenu i przewlek³e pobudzanie limfocytów B do
proliferacji oraz produkcji przeciwcia³, mo¿e byæ
przyczyn¹ szeregu zaburzeñ, np. w zaka¿enia HCV
towarzysz¹ zaburzenia hematologiczne, np. gamma-
patie mono-klonalne oraz ch³oniaki z komórek B o nis-

kiej z³o�liwo�ci [49, 50]. Obserwowano tak¿e liczne
patologie, takie jak krioglobulinemia typu 2, k³êbusz-
kowe zapalenie nerek, zapalenie naczyñ czy zapalenie
stawów [51�53].

O d p o w i e d �  k o m ó r k o w a
Podobnie jak w przypadku odpowiedzi humoral-

nej, powstaj¹ce nowe warianty molekularne wirusa
mog¹ tak¿e �unikaæ� odpowiedzi komórkowej [46].

Aktywacja puli limfocytów T przebiega w wyniku
rozpoznawania i ³¹czenia siê komórek z antygenami
wirusa prezentowanymi w kontek�cie cz¹steczek MHC
klasy I i II. Wykazano, i¿ podstawowe znaczenie
w eliminacji zaka¿onych komórek odgrywa z³o¿ono�æ
odpowiedzi limfocytów CD8+. Bia³ka wirusa prezen-
towane na powierzchni zaka¿onych komórek przez
MHC klasy I stanowi¹ g³ówny mechanizm aktywacji
limfocytów cytotoksycznych [10].

Aktywno�æ cytotoksyczna limfocytów skierowana
przeciwko kilku epitopom wirusa sprzyja powstawaniu
jego nowych wariantów i przechodzenia zaka¿enia
w stan przewlek³y. Natomiast rozpoznawanie szero-
kiego spektrum prezentowanych epitopów na wczes-
nym etapie zaka¿enia umo¿liwia eliminacjê patogenów
[54]. Ucieczka �nowych� wariantów wirusa przed ko-
mórkami CD8+ wynika przede wszystkim ze zmian
pojawiaj¹cych siê w rozpoznawanych przez uk³ad im-
munologiczny epitopach. Modyfikacje sekwencji ami-
nokwasowych prezentowanych peptydów wirusowych
mog¹ w sposób po�redni lub bezpo�redni hamowaæ
ich prezentacje w kontek�cie MHC klasy I. Niektóre
zmiany ograniczaj¹ lub ca³kowicie znosz¹ powinowac-
two epitopów do cz¹steczek MHC. W innych przypad-
kach zaburzeniu ulega �cie¿ka przetwarzania bia³ek
wirusowych, w konsekwencji obni¿aj¹c prawdopodo-
bieñstwo utworzenia funkcjonalnego kompleksu pep-
tyd-MHC rozpoznawanego przez receptor zlokalizo-
wany na limfocytach T (TCR). Zaobserwowano tak¿e
negatywn¹ zale¿no�æ pomiêdzy zmienionymi epito-
pami a odpowiedzi¹ limfocytów w stosunku do formy
�pierwotnej� peptydów, stale prezentowanych na po-
wierzchni zaka¿onych komórek. Synteza zmodyfiko-
wanego bia³ka przez nowy wariant wirusa mo¿e za-
bezpieczaæ zaka¿on¹ komórkê przed zniszczeniem,
poprzez znoszenie aktywacji limfocytów CD8+ zwi¹-
zanych z pierwotnym epitopem [55].

Limfocyty pomocnicze CD4+ uczestnicz¹ w prze-
kazywaniu sygna³ów, pobudzaj¹cych zarówno limfo-
cyty B jak te¿ cytotoksyczne limfocyty CD8+. Roz-
poznaj¹ antygeny prezentowane z cz¹steczkami MHC
klasy II. �Ucieczka� patogenów przed komórkami
CD4+ mo¿e nastêpowaæ w wyniku zmian w epitopach
rozpoznawalnych przez te limfocyty dok³adny mecha-
nizm inaktywacji limfocytów pomocniczych podczas
zaka¿enia nie zosta³ jednak poznany [56]. Wyniki do-



259PATOGENNO�Æ WIRUSÓW RNA A ZJAWISKO QUASISPECIES

tychczasowych badañ ukazuj¹, ¿e upo�ledzenie aktyw-
no�ci limfocytów CD4+ skorelowane jest z �ucieczk¹�
wirusów przed przeciwcia³ami neutralizuj¹cymi oraz
z obni¿eniem reaktywno�ci komórek CD8+ predyspo-
nuj¹c do przechodzenia zaka¿enia w stan przewlek³y.
Przypuszcza siê, i¿ mechanizm ten umo¿liwia utrzy-
mywanie siê w organizmie takich patogenów jak HCV
czy HIV [57].

M e c h a n i z m  p o � r e d n i  u n i k a n i a
o d p o w i e d z i  u k ³ a d u  i m m u n o l o g i c z n e g o

Inny mechanizm umo¿liwiaj¹cy wirusom unikniê-
cie odpowiedzi uk³adu immunologicznego polega na
wnikaniu patogenu do wnêtrza komórek odporno�cio-
wych. Np. specyficzne mutacje w sekwencjach nukleo-
tydowych genomu HCV mog¹ prawdopodobnie umo¿-
liwiæ wirusowi ucieczkê przed odpowiedzi¹ immunolo-
giczn¹ poprzez zaka¿enie makrofagów i limfocytów
[22, 58]. Liczne doniesienia wskazuj¹ na zró¿nico-
wanie szczepów quasispecies zlokalizowanych w su-
rowicy i komórkach immunologicznych. Wykazano
m.in. zmniejszon¹ z³o¿ono�æ oraz zmienno�æ form
quasispecies obecnych w leukocytach [58], spowo-
dowane prawdopodobnie obni¿on¹ replikacj¹ oraz
selekcj¹ jednego dominuj¹cego wariantu o specyficz-
nym tropizmie komórkowym [59].

3.2. Oporno�æ na leki

W leczeniu chorób wirusowych wykorzystuje siê
leki dzia³aj¹ce na ró¿nych etapach cyklu ¿yciowego
wirusa, zapobiegaj¹ce min.: adhezji i wnikaniu wirusa
do komórek gospodarza, w³¹czaniu materia³u gene-
tycznego wirusa do genomu gospodarza, transkrypcji
i syntezy bia³ek wirusowych oraz uwalnianiu wirusa
z komórki gospodarza. W zale¿no�ci od z³o¿ono�ci
cyklu ¿yciowego wirusa, tempa mutacji i sposobu repli-
kacji dostêpne s¹ ró¿ne preparaty lecznicze. W przy-
padku HIV dotychczas dopuszczono do u¿ytku 29 ró¿-
nych leków [12] podczas gdy w terapii pacjentów
zaka¿onych HCV rutynowo stosuje siê obecnie po³¹-
czenie pegylowanego interferonu z nukleozydowym
analogiem rybawiryn¹ [11]. Na podstawie licznych
badañ nad skuteczno�ci¹ stosowanych terapeutyków
wykazano, i¿ jednoczesne stosowanie kilku leków tzw.
terapia skojarzona prowadzi do szybszej eradykacji
lub spowolnienia tempa replikacji wirusa, co wp³ywa
na skrócenie czasu osi¹gniêcia efektu terapeutycznego
oraz zmniejszenie prawdopodobieñstwa wyselekcjo-
nowania form opornych na stosowane preparaty [5].

Wykazano i¿ zmienno�æ wirusów RNA �ci�le ko-
reluje z niewra¿liwo�ci¹ tych patogenów na stosowan¹
terapiê przeciwwirusow¹ [6, 11, 12, 60, 61]. Presja
selekcyjna prowadzonej terapii prowadzi do wyodrêb-
nienia szczepów opornych, replikuj¹cych w obecno�ci

podawanych leków [11]. Tempo selekcji opornych form
quasispecies jest ró¿ne dla poszczególnych wirusów
i zale¿y min. od transmisji wirusa oraz przebiegu cyklu
replikacyjnego [6, 55]. Zidentyfikowano szereg muta-
cji w sekwencji nukleotydowej genomów wirusów po-
wi¹zanych z oporno�ci¹ tych patogenów na konkretne
substancje czynne [11, 12]. Liczba mutacji w pojedyn-
czym genie niezbêdnych do wytworzenia oporno�ci na
dany lek jest zró¿nicowana, np. stosowane w leczeniu
pacjentów zaka¿onych HIV inhibitory proteaz, przesta-
j¹ eliminowaæ warianty wirusowe z kilkoma mutacjami
w genie koduj¹cym proteazê [62]. W przypadku
nukleozydowych (lamivudine) i nienukleozydowych
(efavirenz) inhibitorów odwrotnej transkryptazy, brak
wra¿liwo�æ patogenów na te preparaty nastêpuje ju¿
w wyniku pojedynczej zmiany aminokwasowej w bia³-
ku docelowym [63]. W trakcie leczenia czêsto docho-
dzi do wykszta³cenia u wirusów oporno�ci krzy¿owej,
pomimo prowadzonej terapii skojarzonej. Powstaj¹ce
wirusowe formy quasispecies niewra¿liwe na poje-
dynczy preparat mog¹ wykazywaæ oporno�æ na inne,
nie stosowane dot¹d leki. Oporno�æ mo¿e dotyczyæ
zarówno leków z tej samej grupy, (np. oporno�æ HIV
na nienukleozydowy inhibitor odwrotnej transkryptazy,
nevirapine, powoduje brak wra¿liwo�ci patogenu na
delaviridine i efavirez) [12]. Proces ten mo¿e utrudniæ
a nawet uniemo¿liwiæ zmianê schematu leczenia na
bardziej optymalny. Z tego wzglêdu najwiêksze pra-
wdopodobieñstwo na pozytywny efekt leczenia mo¿na
uzyskaæ po zastosowaniu zestawu leków przyjmowa-
nych przez pacjenta po raz pierwszy, w trakcie rozpo-
czynania leczenia [12]. Powinny byæ to zatem leki
o silnym dzia³aniu. Zahamowanie replikacji wirusa
zmniejsza bowiem szanse na wyselekcjonowanie wa-
riantów opornych na podawane preparaty, wymusza-
j¹c tym samym zmianê strategii leczenia. Równie
istotnym zagadnieniem jest regularne przyjmowanie
leków przez pacjentów oraz �nie nadka¿anie siê� no-
wym szczepem wirusa. W celu zachowania przez
pacjentów ci¹g³o�ci leczenia d¹¿y siê do uproszczenia
stosowanych schematów terapeutycznych poprzez
m.in. ograniczenie dawek oraz ilo�ci przyjmowanych
leków (leki skojarzone) jak równie¿ minimalizacjê
efektów ubocznych prowadzonej terapii.

Badania nad zjawiskiem quasispecies HCV, a leko-
oporno�ci¹ wirusa wykaza³y tak¿e mo¿liwo�æ kore-
lacji pomiêdzy zró¿nicowaniem populacji wirusowej
a wynikiem terapii [60, 61, 64]. Dotychczas nie stwier-
dzono jednoznacznie czy zwiêkszona zmienno�æ po-
pulacji jest pozytywnym czy negatywnym wyznaczni-
kiem skuteczno�ci wdra¿anego leczenia. Wyniki badañ
niektórych zespo³ów wskazuj¹, i¿ du¿a zmienno�æ
populacji zaka¿aj¹cego HCV predysponuje do wy-
tworzenia puli wirusów opornych i w konsekwencji
do nieskuteczno�ci prowadzonej terapii. Natomiast
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w przypadku populacji HCV relatywnie homogennej
skuteczno�æ eliminacji patogenu wzrasta, zwiêkszaj¹c
tym samym szanse na wyleczenie [61]. F a r c i  i wsp.
wykazali natomiast zale¿no�æ pomiêdzy trwa³¹ odpo-
wiedzi¹ wirusologiczn¹ (SVR), a zmienno�ci¹ wirusa
w trakcie trwania leczenia, a nie przed jego rozpoczê-
ciem [60]. Stwierdzono, i¿ redukcja zmienno�ci HCV
wy³¹cznie w 2 tygodniu przyjmowania interferonu
i rybawiryny sprzyja eliminacji patogenu, sugeruj¹c
zatem pozytywny efekt leczenia. Analogiczne zale¿-
no�ci zaobserwowano równie¿ u pacjentów w ostrej fa-
zie zaka¿enia. Wykazano bowiem, i¿ obni¿enie zmien-
no�ci HCV u tych pacjentów wystêpuje tu¿ przed
eliminacj¹ wirusa, natomiast zwiêkszenie heterogen-
no�ci populacji patogenu towarzyszy przechodzeniu
zaka¿enia w formê przewlek³¹ [64].

Niektórzy badacze przychylaj¹ siê zatem do tezy,
i¿ z³o¿ono�æ populacji quasispecies wirusa/HCV mo¿-
na przyj¹æ jako zmienn¹ umo¿liwiaj¹c¹ przewidywanie
skuteczno�ci leczenia.

3.3. Wzrost wirulencji, zmiana tropizmu

Zjawisko quasispecies prowadzi prawdopodobnie
równie¿ do selekcji nowych patogennych wirusów
jak równie¿ wirusów o zwiêkszonej wirulencji [2, 9,
10, 65, 66].

W procesie zaka¿ania komórek gospodarza wirusy
wykorzystuj¹ receptory i koreceptory wystêpuj¹ce na
powierzchni komórek docelowych. Modyfikacje struk-
tur powierzchniowych patogenów mog¹ prowadziæ
do zmian w specyficzno�ci rozpoznawanych recepto-
rów, przyczyniaj¹c siê tym samym do zmiany tropiz-
mu komórkowego patogenów [66]. Wykryto i opisano
tego typu zjawiska w przypadku wirusów RNA,
czemu sprzyja wspomniana wcze�niej ich ogromna
zmienno�æ [2�5]. W przypadku zaka¿enia wirusem
odry istnieje opinia, i¿ niektóre pojawiaj¹ce siê formy
quasispecies wykazuj¹ zwiêkszon¹ wirulencjê w wy-
niku nabycia zdolno�ci do zaka¿ania komórek central-
nego uk³adu nerwowego, prowadz¹c w konsekwen-
cji do rozwoju podostrego stwardniaj¹cego zapalenia
mózgu (SSPE) [14].

Z kolei specyficzne mutacje w sekwencji wirusa
limfocytowego zapalenia opon mózgowych mog¹ sta-
nowiæ podstawê wirusowego tropizmu do neuronów
lub komórek uk³adu immunologicznego [67].

Wykazano tak¿e zró¿nicowanie genetyczne szcze-
pów wirusowych zaka¿aj¹cych ró¿ne narz¹dy u poje-
dynczego pacjenta. Dotyczy to m.in. HCV i HIV [13,
58]. U pacjentów zaka¿onych HCV wyselekcjonowa-
no warianty molekularne wirusa ró¿ni¹ce siê od wa-
riantów hepatotropowych, cechuj¹ce siê zdolno�ci¹ do
zaka¿ania makrofagów/monocytów [68], limfocytów

[22, 69], komórek o�rodkowego uk³adu nerwowego
(takie jak mikroglej, astrocyty) [58, 70].

Wydaje siê, i¿ szczególne znaczenie w determinacji
tropizmu HCV wzglêdem komórek gospodarza, odgry-
wa sekwencja IRES zlokalizowana w obrêbie regionu
5�UTR genomu wirusa [58]. Przeprowadzone badania
wykaza³y obecno�æ specyficznych mutacji, o charakte-
rze substytucji, w obrêbie sekwencji IRES u wariantów
izolowanych z PBMC [69], komórek dendrytycznych
czy te¿ komórek o�rodkowego uk³adu nerwowego [58].

Najwiêksze i najpowa¿niejsze w skutkach pod
wzglêdem klinicznym zmiany w genomie wirusów za-
chodz¹ w wyniku zjawisk rekombinacyjnych. Wymia-
na materia³u genetycznego pomiêdzy patogenami mo¿e
prowadziæ do prze³amania bariery gatunkowej i powsta-
wania nowych jednostek chorobowych. W�ród nowo
wykrytych wirusów RNA, które prze³ama³y barierê
gatunkow¹ mo¿na wymieniæ: HIV, hantawirusy, wi-
rusy wywo³uj¹ce gor¹czki krwotoczne, arbowirusy,
wirus Nipah oraz Hendra, wirus ptasiej grypy (AI) jak
równie¿ nale¿¹cy do koronawirusów � wirus SARS
(SARS-CoV) [21, 71�73].

Wirus grypy jest jednym z najlepiej poznanych pato-
genów odzwierzêcych charakteryzuj¹cych siê ogrom-
n¹ zmienno�ci¹. Zmienno�æ antygenowa wirusa grypy
wynika z przesuniêcia (drift) lub skoku antygenowe-
go (shift) w obrêbie genów koduj¹cych glikoproteiny
powierzchniowe hemaglutyninê (HA) i neuraminidazê
(NA) [65, 74]. Przesuniêcie antygenowe polega na
wprowadzeniu mutacji punktowych w sekwencjach
docelowych H i N w konsekwencji czego powstaj¹
nowe szczepy patogenu. Zjawisko skoku antygenowe-
go, zachodz¹ce pomiêdzy wirusami grypy, stanowi
natomiast g³ówn¹ przyczynê pandemii grypy [65]. Re-
asortacja materia³u genetycznego wirusa grypy ludz-
kiej i zwierzêcej, przyczyni³a siê bowiem do powstania
nowych podtypów wirusa, np. H2N2, H3N2, zawiera-
j¹cych pojedyncze, jak równie¿ w kombinacji nowe
segmenty genu hemaglutyniny i neuraminidazy [74].

3.4. Szczepionki przeciwwirusowe

Wprowadzenie masowych szczepieñ umo¿liwi³o
zupe³n¹ eliminacjê niektórych patogenów (wirus ospy
prawdziwej) jak równie¿ zmniejszenie czêstotliwo�ci
zaka¿eñ (wirus polio) oraz kontrolê zachorowañ
(ró¿yczka, kleszczowe zapaleniu mózgu czy te¿ HBV).

Obecnie dostêpne szczepionki konwencjonalne
mo¿na podzieliæ na trzy podstawowe grupy � zawie-
raj¹ce zabite cz¹stki wirusowe lub ¿ywe atenuowane
wirusy oraz szczepionki podjednostkowe [3]. Na etapie
badañ klinicznych znajduje siê równie¿ kilka szcze-
pionek DNA � przeciwko grypie, AIDS, zapaleniu
w¹troby typu B i opryszczce [75�78]. Pomimo bardzo
du¿ej skuteczno�ci stosowanych szczepieñ, siêgaj¹cej
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100% w przypadku wirusa polio czy ospy, nadal nie
ma efektywnych szczepionek przeciwko niektórym
patogenom, g³ównie wirusom RNA takim jak HIV czy
HCV [3, 79]. Trudno�ci w konstrukcji szczepionek
przeciwko tym patogenom wynikaj¹ z ogromnej zmien-
no�ci ich materia³u genetycznego/genomu. Powstaj¹ce
w trakcie zaka¿enia nowe formy bia³ek wirusowych,
stanowi¹cych g³ówny cel przeciwcia³ neutralizuj¹cych
uniemo¿liwiaj¹ wytworzenie skutecznej czynnej od-
powiedzi humoralnej organizmu [10].

W przypadku wirusa zapalenia w¹troby typy C
o genotypie 1, epitopy dla immunoglobulin zlokalizo-
wane s¹ w obrêbie a¿ dwóch regionów �hipervariable�
� HVR1 oraz HVR2 [80] glikoproteiny E2. Ogromne
zró¿nicowanie wytwarzanych form bia³kowych wirusa
sprawia, i¿ odpowied� immunologiczna nie jest efek-
tywna, a utrzymuj¹ce siê w surowicy przeciwcia³a anty-
HCV nie zabezpieczaj¹ przed ponownym zaka¿eniem
tym patogenem [48]. Z tego wzglêdu odtworzenie, me-
todami in¿ynierii genetycznej, struktury immunogen-
nych epitopów HCV, skutecznie uodporniaj¹cych na
zaka¿enie i mog¹cych znale�æ zastosowanie w szcze-
pieniach jak dot¹d nie jest mo¿liwe (nie da siê bowiem
przewidzieæ jakiego typu zmiany i o jakim charakterze
pojawi¹ siê w wyselekcjonowanych wariantach) [80].

Odmienna sytuacja wystêpuje w przypadku wirusa
grypy [74]. Wirus ten równie¿ charakteryzuje siê du¿¹
zmienno�ci¹ antygenow¹. U ludzi jak dot¹d zidentyfi-
kowano trzy podtypy hemaglutyniny: H1, H2 i H3 oraz
dwa podtypy neuraminidazy: N1 i N2. S¹ one szeroko
rozpowszechnione w populacji i stanowi¹ sk³adowe
ró¿nych wariantów patogenu przewa¿aj¹cych w ró¿-
nych sezonach epidemicznych [76]. Z tego wzglêdu
co roku typowane s¹ trzy nowe szczepy wirusa, o ró¿-
nych podtypach HA i NA, wchodz¹ce w sk³ad poje-
dynczej szczepionki. St¹d wynika konieczno�æ powta-
rzania szczepieñ w ka¿dym sezonie epidemicznym.

Plastyczno�æ genomów wirusów oraz mo¿liwo�æ
wymiany materia³u genetycznego pomiêdzy patogena-
mi stanowi potencjalne zagro¿enie podczas stosowania
szczepionek zawieraj¹cych atenuowane szczepy pato-
genów. Liczne doniesienia wskazuj¹, i¿ atenuowane
szczepy zawarte w szczepionkach mog¹ powracaæ do
formy patogennej w wyniku wymiany materia³u gene-
tycznego ze szczepem dzikim wirusa. Tego typu re-
wertanty, które utraci³y wystêpuj¹ca w nich mutacje,
stwierdzono w przypadku wirusa polio po zastosowa-
niu szczepionki Salka [81].

4. Techniki badawcze

Ze wzglêdu na powi¹zania pomiêdzy wirulencj¹
oraz podatno�ci¹ wirusów na terapiê z ich zmienno-
�ci¹ (konkretnymi wariantami) niezbêdne sta³o siê

opracowanie optymalnych metod pozwalaj¹cych na
szybk¹ i precyzyjn¹ identyfikacjê pseudotypów wiru-
sowych u pacjentów zaka¿onych.

Obecnie prowadzone badania maj¹ na celu okre�le-
nie sekwencji oraz ró¿nic filogenetycznych wariantów
quasispecies u pojedynczych pacjentów jak równie¿
pomiêdzy poszczególnymi zaka¿onymi pacjentami.

Zastosowanie technik biologii molekularnej w tym
klonowania i sekwencjonowania, poprzedzone wstêp-
n¹ selekcj¹, umo¿liwia identyfikacjê ró¿nic miêdzy
badanymi wariantami wirusowymi. W celu wyselek-
cjonowania zmienionych wariantów wirusowych, am-
plifikowanych z wykorzystaniem RT-PCR (reverse
transcription � polymerase chain reaction), stosuje
siê g³ównie metody elektroforetyczne. Podstawowe
techniki przesiewowe obejmuj¹: badanie zmian kon-
formacji jednoniciowego DNA � SSCP (single-stran-
ded conformation polymorphism) [47, 82, 83] oraz
MSSCP (multitemperature single-stranded confor-
mation polymorphism) [83], analizê heterodupleksów
czyli elektroforezê na ¿elach z gradientem temperatu-
ry � TGGE (temperature gradient gel electrophoresis)
[84], czynnika denaturuj¹cego � DGGE (denatura-
ting gradient gel electrophoresis) oraz GSA (gel-shift
analysis) [85].

Obecnie najczê�ciej stosowan¹ technik¹ jest SSCP.
Metoda ta umo¿liwia separacjê jednoniciowych pro-
duktów PCR, pozwalaj¹c na wykrycie nawet jedno-
nukleotydowych polimorfizmów oraz mutacji punkto-
wych [83]. Rozdzia³ elektroforetyczny prowadzony
jest w warunkach natywnych z uwzglêdnieniem spe-
cyficznych parametrów fizykochemicznych, takich jak
si³a jonowa, pH oraz temperatura [83]. Ró¿nice w tem-
pie migracji, podstawowych oraz zmutowanych poje-
dynczych nici DNA wynikaj¹ ze zmian w strukturze
drugorzêdowej badanych sekwencji. Metoda SSCP
pozwala na wykrycie ok. 80% mutacji w analizowanych
produktach PCR o d³ugo�ci ok. 200�300 pz. W przy-
padku d³u¿szych sekwencji wydajno�æ znacznie spada
[86]. Czu³o�æ detekcji form quasispecies t¹ metod¹ jest
wysoka. Umo¿liwia m.in. wykrycie wszystkich g³ów-
nych wariantów HCV reprezentuj¹cych co najmniej
3% ca³ej populacji wirusa ró¿ni¹cych siê miêdzy sob¹
pojedynczym nukleotydem [47]. Prowadzone badania
nad efektywno�ci¹ rozdzia³u wykaza³y, i¿ kilkakrotna
zmiana temperatury podczas przeprowadzanej elektro-
forezy zwiêksza prawdopodobieñstwo selekcji dwóch
bardzo podobnych izoform ssDNA [83]. Z tego wzglê-
du zaproponowano now¹ metodê MSSCP, bêd¹c¹
modyfikacj¹ techniki SSCP, umo¿liwiaj¹c¹ badanie
zmian konformacji jednoniciowego DNA przy zmie-
niaj¹cych siê warunkach temperaturowych [83].

Modyfikacje sekwencji genomów wirusowych mo¿-
na tak¿e wykrywaæ poprzez analizê migracji hetero-
dupleksów z zastosowaniem technik TGGE, DGGE
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oraz GSA. W metodach tych analizie podlegaj¹ kom-
pleksy DNA, generowane podczas reakcji PCR, utwo-
rzone z pojedynczych nici, pochodz¹cych od szczepu
dzikiego (o znanej sekwencji) oraz badanych potencjal-
nych mutantów. Heterodupleksy, zawieraj¹ce miejsca
niesparowane, ze zmian¹ przynajmniej pojedynczego
nukleotydu wykazuj¹ znacznie mniejsz¹ stabilno�æ
oraz ruchliwo�æ w porównaniu ze strukturami utwo-
rzonymi z dwóch komplementarnych nici (tzw. homo-
dupleksów). W trakcie elektroforezy TGGE oraz
DGGE, rozdzia³ prowadzony jest w warunkach dena-
turuj¹cych odpowiednio przy wzrastaj¹cej temperatu-
rze lub zwiêkszaj¹cym siê stê¿eniu zwi¹zków dena-
turuj¹cych, np. mocznika. W zale¿no�ci od stabilno�ci
kompleksów, dwuniciowe fragmenty DNA ulegaj¹ roz-
dzieleniu na pojedyncze nici. Tempo migracji w ¿elu
jednoniciowego DNA znacznie spada powoduj¹c wy-
ra�ne spowolnienie przemieszczania siê DNA. Metody
te cechuje wysoka czu³o�æ wykrywania mutacji docho-
dz¹ca do 90% [87]. Równie¿ analiza tempa migracji
kompleksów DNA � metoda GSA, pozwala na bardzo
wydajne, do 90%, wykrywanie zmutowanych form
badanego DNA [88]. Przeprowadzany w warunkach
natywnych rozdzia³ heterodupleksów przebiega w od-
miennym tempie w porównaniu do homodupleksów.
Zatem zmiany w ruchliwo�ci obydwu form stano-
wi¹ czynnik identyfikuj¹cy pojawienie siê wariantów
quasispecies w badanej populacji.

Wymienione metody umo¿liwiaj¹ wykrycie obec-
no�ci mutacji, lecz nie pozwalaj¹ na jako�ciowe okre�-
lenie charakteru powsta³ych zmian. W tym celu
niezbêdne jest przeprowadzenie sekwencjonowania.
Wyselekcjonowane fragmenty genomu wirusa klonuje
siê i tworzy reprezentacyjne biblioteki cDNA stano-
wi¹ce rezerwuar ró¿nych wariantów genetycznych da-
nego wirusa, pochodz¹ce od pojedynczego pacjenta.
Nastêpnie przeprowadzenie sekwencjonowania umo¿-
liwia dok³adne okre�lenie ró¿nic pomiêdzy uzyskany-
mi klasami wirusa. Ostatnie badania nad zmienno�ci¹
HCV wykaza³y, i¿ w celu uzyskania reprezentatyw-
nych wyników, zawieraj¹cych wszystkie warianty wi-
rusa wystêpuj¹ce w danej populacji nale¿y przeanali-
zowaæ minimum 40 kolonii [89]. Niestety wykrycie
wszystkich form quasispecies wystêpuj¹cych w danej
populacji poprzez klonowanie stanowi nadal du¿y pro-
blem. Na sytuacjê tê wp³ywa kilka czynników. Przede
wszystkim niektóre warianty molekularne klonuj¹ siê
z bardzo s³ab¹ wydajno�ci¹, pomimo ich znacz¹cej
liczebno�ci, przez co trudno je wyodrêbniæ w badanej
populacji [47]. W trakcie reakcji PCR natomiast mo¿e
dochodziæ do selektywnej amplifikacji pewnych prefe-
rowanych sekwencji, jak równie¿ w przypadku warian-
tów mniej licznych z ka¿dym cyklem pog³êbiana jest
ró¿nica ilo�ciowa w odniesieniu do sekwencji domi-
nuj¹cych. Dodatkowo polimerazy stosowane tradycyj-

nie w reakcji PCR nie posiadaj¹ w³a�ciwo�ci edytor-
skich z tego wzglêdu w analizowanej homogennej po-
pulacji mo¿na oznaczyæ fa³szywie ró¿ni¹ce siê sekwen-
cje, wygenerowane przez amplifikuj¹cy enzym [92].

Wirusowe formy quasispecies tworz¹ heterogenn¹
populacje, w której najczê�ciej dominuje jeden wariant
inne natomiast wystêpuj¹ w znacznie mniejszej ilo�ci.
Z tego wzglêdy bardzo trudno wyodrêbniæ wszystkie
formy wirusa wystêpuj¹ce w próbce, wykorzystuj¹c
dostêpne obecnie techniki. Badaj¹c zatem zjawisko
quasispecies nale¿y uwzglêdniæ ryzyko b³êdu wyni-
kaj¹ca z pominiêcia form mniej licznych oraz ograni-
czeñ stosowanych metod [47, 89].

5. Podsumowanie

Zjawisko quasispecies uznawane jest za podstawo-
wy czynnik warunkuj¹cy patogenno�æ wirusów RNA.
Du¿a liczebno�æ populacji oraz czêstotliwo�æ mutacji
zachodz¹cych w genomie tych patogenów, podda-
wanych presji selekcyjnej, na ró¿nych etapach zaka-
¿enia, stanowi podstawowy mechanizm kszta³tuj¹cy
nowe warianty genetyczne wirusów o zró¿nicowanych
cechach fenotypowych.

Biologiczne nastêpstwa zjawiska quasispecies sta-
nowi¹ obecnie najpowa¿niejszy problem kliniczny
wszystkich zaka¿eñ. Przejawiaj¹ siê m.in. �ucieczk¹�
przed naturaln¹ odpowiedzi¹ uk³adu immunologicz
nego, uniemo¿liwiaj¹c wykszta³cenie skutecznej od-
powiedzi humoralnej oraz komórkowej organizmu na
zaka¿enie, jak równie¿ oporno�ci¹ wirusów na leki
stosowane w trakcie terapii. Brak mo¿liwo�ci opraco-
wania skutecznych oraz bezpiecznych szczepionek
przeciwko niektórym wirusom RNA, np. HCV czy
HIV równie¿ wynika z ogromnej zmienno�ci anty-
genowej tych patogenów. Modyfikacja materia³u ge-
netycznego wirusów RNA stwarza mo¿liwo�æ zmiany
tropizmu komórkowego, zasiêgu gospodarza, ekspresji
genów oraz wzrost wirulencji [8].

Zale¿no�ci zachodz¹ce pomiêdzy ró¿nymi warian-
tami genetycznymi wirusów s¹ bardzo z³o¿one, a ich
dok³adny przebieg jak dot¹d nie jest poznany. Ka¿da,
dowolna populacja quasispecies mo¿e ulec w ka¿dej
chwili zmianie prowadz¹c do wy³onienia siê warian-
tów lepiej przystosowanych do warunków �rodowiska.
St¹d te¿ nie jest mo¿liwy do przewidzenia kierunek
rozwoju wirusów oraz przebieg choroby, tak¿e szyb-
ko�æ jej rozwoju i skuteczno�æ stosowanego leczenia.
Z tego wzglêdu zjawisko quasispecies stale pozostaje
przedmiotem intensywnych badañ, znajduj¹c siê w sfe-
rze zainteresowañ naukowców i lekarzy.

Pomimo stosowania coraz bardziej skutecznych
nowych technik badawczych analiza zjawiska quasi-
species nadal jest trudne. Obecne w danej populacji
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warianty wirusowe wystêpuj¹ bowiem w ró¿nej liczeb-
no�ci. Wspó³czesne, dostêpne metody selekcyjne po-
zwalaj¹ na wykrycie wy³¹cznie form dominuj¹cych,
wystêpuj¹cych w znacz¹cej przewadze. Formy wystê-
puj¹ce w kilku kopiach ulegaj¹ pominiêciu, pozosta-
j¹c poza granic¹ czu³o�ci metod.

Zjawisko quasispecies bardzo czêsto cytowane jest
w aspekcie ewolucji wirusów RNA. Obecnie coraz
czê�ciej pojawiaj¹ siê doniesienia, w których kwestio-
nuje siê zwi¹zek teorii quasispecies z ewolucj¹ wiru-
sów [90], zwracaj¹c uwagê na nadu¿ywanie tego ter-
minu w odniesieniu do ka¿dej formy genetycznej
heterogenno�ci wewn¹trz populacji wirusowej [19].
Niektórzy oponenci s¹ zdania, i¿ wprowadzona teoria
zmienno�ci stanowi sprzeczno�æ w stosunku do trady-
cyjnej genetyki populacyjnej [90]. W odpowiedzi na
liczne zarzuty zwi¹zane z nieodpowiednim stosowa-
niem terminu quasispecies, podjêto liczne badania nad
tym zjawiskiem, maj¹ce na celu prze³o¿enie jego teo-
retycznych za³o¿eñ na zjawiska zachodz¹ce w �rodo-
wisku. Dotychczas uzyskane wyniki badañ nie pozwo-
li³y jak dot¹d na jednoznaczne okre�lenie istotno�ci
zjawiska quasispecies w odniesieniu do ewolucji wiru-
sów RNA [19, 90, 91]. Niew¹tpliwie jednak ogromna
zmienno�æ wirusów RNA wynikaj¹ca z plastyczno�ci
ich materia³u genetycznego oraz znacz¹cej wielko�æ
populacji wirusowej [21], stanowi g³ówne �ród³o
wszelkich implikacji klinicznych zwi¹zanych z zaka-
¿eniami tymi patogenami.
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