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RNA virus pathogenicity and quasispecies phenomenon

Abstract: RNA viruses constitute a widespread group of human, animal and plant pathogens. They are causative agents of diseases
with diverse course and symptoms. Genetic instability and ability to form quasispecies are features determining their pathogenesis
and persistence. The term “quasispecies” refers to a group of different but closely related genetic variants which evolve in response
to environmental changes. The mechanisms generating genetic variability include point mutations, genetic rearrangements (recom-
bination, reassortment) and post-replicational modifications. Genetic instability of RNA viruses is a source of serious clinical
implications such as immune evasion, resistance to antiviral drugs and increase of virulence due to alterations in cell tropism, host
range and gene expression patterns. For these reasons, effective and safe vaccines as well as the development of more tolerable
drugs is still a challenge. The best known quasispecies representatives are human immunodeficiency virus (HIV), influenza virus
and hepatitis C virus (HCV).

1. Introduction. 2. quasispecies phenomenon. 2.1. Diversity mechanisms. 3. Clinical implications of the quasispecies phenomenon.
3.1. Immune evasion. 3.2. Resistance to antiviral drugs. 3.3. Increase of virulence, alterations in cell tropism. 3.4. Antiviral vaccines.
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1. Wstep

Wirusy stanowig liczna, niezwykle réznorodna gru-
pe patogenow zakazajacych wszystkie organizmy zywe:
ludzi, zwierzgta oraz rosliny [1]. Stanowia czynnik
etiologiczny wielu choréb o zrdéznicowanym prze-
biegu i objawach. Charakterystyczna cecha tych pa-
togendw, gltownie wirusow RNA jest niestabilno$é
genetyczna, umozliwiajaca wytworzenie mutantow
o nowych cechach i wlasciwo$ciach. Wykazano, iz
patogeny te tworza heterogenna populacj¢ ztozona
z zréznicowanych wariantOw obecnych w zakazonym
organizmie tzw. pseudotypow (quasispecies) [2-5].
Do najlepiej poznanych wirusow RNA charakteryzu-
jacych si¢ duza zmienno$cia naleza wirus zapalenia
watroby typu C (HCV), wirus niedoboru odpornosci
(HIV) i wirus grypy [2-7].

Wykazano zalezno$¢ pomigdzy ré6znymi formami
quasispecies, a powaznymi konsekwencjami klinicz-
nymi wywolanymi przez te wirusy. Obejmuje ona wy-
selekcjonowanie mutantéw unikajacych odpowiedzi
uktadu immunologicznego, ,,nieuchwytnych” dla po-
tencjalnych szczepionek, zmieniajacych tropizm ko-
moérkowy, zasieg gospodarza, poziom wirulencji czy tez

opornych na leczenie [7-9]. ,,Ucieczka” wirusa przed
humoralng i komérkowa odpowiedzia obronna organiz-
mu stanowi jeden z gtdwnych mechanizmoéow prowadza-
cy do przechodzenia zakazen w stan przewlekty (HCV,
HIV) [10]. Czgstos¢ pojawiania si¢ form opornych
na stosowane leki wymusita modyfikacj¢ standardow
leczenia i wprowadzenia terapii skojarzonej, ztozonej
z dwoch (HCV) [11], trzech lub wigkszej ilosci lekow,
np. terapia HAART prowadzona w zakazeniach HIV
[12]. Niezbgdne stato si¢ réwniez opracowywanie
nowych preparatdow mogacych znalez¢ zastosowanie
w terapii, gdyz dlugotrwate przyjmowanie tych samych
lekow prowadzi do narastania opornosci. Wykazano
takze, istnienie zréznicowania genetycznego szczepow
wirusowych replikujacych w roznych narzadach i tkan-
kach tego samego pacjenta, wskazujac na zmiang tropiz-
mu komérkowego, np. HCV, HIV, wirus §winki [10-14].

2. Zjawisko quasispecies

Zjawisko quasispecies definiowanie jest jako zbior
blisko spokrewnionych ale r6znych wariantéw mole-
kularnych obecnych w pojedynczym zakazonym orga-
nizmie [4].

* Autor korespondencyjny: Zaktad Immunopatologii Choréb Zakaznych i Pasozytniczych, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
ul. Pawinskiego 3¢ 02-106 Warszawa; tel. (22) 57 20 709, e-mail: immunopa@amwaw.edu.pl



256

Po raz pierwszy zjawisko zmienno$ci przedstawio-
ne zostalo w 1971 roku przez Manfreda Eigena
[15]. Wysunigta przez niego teoria, nazwana pozniej
przez Schustera terminem quasispecies, dotyczyta
grupy ,,samoreplikujacych” sig, blisko spokrewnionych
lecz r6znigcych si¢ miedzy soba czastek, ewoluujacych
wobec zmieniajacych si¢ warunkéw Srodowiska [16].

Wykazano, iz sformulowana przez Eigena teorig
mozna odnie$¢ do zjawisk zachodzacych w ewolucji
m. in. faga QP [17] oraz wirusow RNA [18]. Spetniaja
one bowiem wigkszo$¢ zalozen teorii quasispecies
takich jak odpowiednia: wielko$¢ populacji (wystarcza-
jaco duza aby moc zdominowaé zajmowana przestrzen)
oraz czg¢stotliwo$¢ mutacji (wystarczajaco wysoka aby
wygenerowac heterogenna populacj¢ mutantow o stale
zachowanej podstawowej sekwencji) [19]. Bardziej
trafne wydaje si¢ natomiast ujecie genomu wirusow
RNA jako pewien zbior zroznicowanych i specyficz-
nych a nie pojedynczych sekwencji [17].

Poziom zréznicowania wirusowych form quasispe-
cies zalezy od czgsto$ci zachodzacych w genomie mu-
tacji jak rowniez od réznych czynnikéw wewnetrznych
(charakter wprowadzanych mutacji oraz oddziatywania
pomigdzy réznymi sktadowymi populacji) i zewngtrz-
nych (presja srodowiska) ksztattujacych populacje [20].
W wyniku zmiennos$ci powstaja wigc stale nowe formy
quasispecies podlegajace ciagtym procesom selekcji
oraz wspolzawodnictwa. Ogromna liczebno$¢ popula-
cji wirusow RNA, wysoka produktywnos¢, przy row-
niez stosunkowo nieduzej wielkosci i plastycznosci
genomu oraz nieprecyzyjnos$¢ replikacji sprawia, iz
ksztattowanie populacji tych patogendéw przebiega bar-
dzo dynamicznie, a utrzymujaca si¢ rownowaga pomig-
dzy poszczegdlnymi wariantami jest krotkotrwata [21].

Wprowadzane w materiale genetycznym modyfi-
kacje moga zar6wno wzmacnia¢ dany wariant wiru-
sowy oraz zwigksza¢ tempo jego replikacji (selekcja
pozytywna) jak réwniez redukowaé genetyczny poli-
morfizm poprzez wykluczenie jakiego$ wariantu z po-
pulacji (selekcja negatywna) [22, 23].

Wykazano takze istnienie skomplikowanych zalez-
nosci pomigdzy koegzystujacymi w jednym organi-
zmie formami wirusa. W efekcie zachodzacych od-
dziatywan pomigdzy poszczegédlnymi pseudotypami,
na drodze konkurencji dochodzi do przetrwania warian-
tu dominujacego, eliminacji natomiast ulegaja gtow-
nie szczepy dzikie [24].

Populacj¢ form quasispecies cechuje réwniez ,,mo-
lekularna pamig¢”. Warianty wirusa, ktére nie ulegty
eliminacji, moga utrzymywac si¢ w organizmie na
niskim, niewykrywalnym poziomie przez wiele gene-
racji, pomimo braku presji selekcyjnej, a nastgpnie
w sprzyjajacych dla nich warunkach ujawniac sig [25].

W praktyce ztozono$¢ wariantow quasispecies okres-
lana jest przez wiele, skomplikowanych parametréw
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genetycznych, okre$lajacych zaréwno rdznice sekwen-
cji jak tez liczbg istniejacych typow wirusa. W rdéznych
pracach badacze wykorzystuja rézne zmienne takie jak
dystans genetyczny [26], czgstos¢ mutacji [27], entro-
pia Shannon’a [28], dystans Himming’a [29]
oraz wiele innych parametréw. Wybor odpowiedniej
zmiennej zalezy od technik wykorzystanych w celu
wykrycia i analizy zmienionych sekwencji.

2.1. Mechanizmy powstawania zmiennosci

Podstawowym mechanizmem warunkujacym po-
wstawanie nowych form quasispecies jest zmienno$¢
genetyczna. W obrgbie genoméw wirusowych moz-
na wyr6zni¢ dwa podstawowe rodzaje modyfikacji
— zmienno$¢ mutacyjng oraz rearanzacje¢ [2, 3]. Na czgs-
totliwo§¢ mutacji wptywaja réwniez czynniki zew-
netrze Srodowiska, w ktorym znajduja si¢ patogeny.

Zmiennos$¢ mutacyjna

Pojawiajace si¢ w genomie wirusOw mutacje, w za-
leznosci od rodzaju zachodzacych zmian mozna po-
dzieli¢ na trzy zasadnicze grupy: mutacje punktowe,
delecje oraz insercje [30]. Dotycza one odpowiednio
pojedynczych nukleotydéw jak tez wigkszej liczby
zasad. Moga wystepowaé w kazdym miejscu genomu
zard6wno w obregbie sekwencji kodujacych jak tez nie-
kodujacych lecz odgrywajacych wazna rolg regulato-
rowa (np. sekwencje promotorowe), zmieniajac witas-
ciwosci biologiczne powstajacych produktow.

Podstawowym, naturalnym czynnikiem warunku-
jacym powstawanie mutacji sa bledy wynikajace z nie-
precyzyjnej replikacji kwasu nukleinowego przez za-
lezng od RNA polimerazg RNA. W przeciwienstwie od
replikaz eukariotycznych, powielajacych DNA, polime-
razy wielu wirusow nie posiadaja zdolnosci naprawy
btedow powstajacych podczas syntezy potomnych nici
RNA [31]. Na podstawie badan in vitro oszacowano,
iz czgsto$¢ mutacji generowanych w pojedynczym ge-
nomie przez polimerazy RNA wynosi okoto 104107
zasad na cykl replikacyjny [2,3]. Uwzgledniajac zatem
czgsto§¢ popetnianych btedow przez replikazy RNA
oraz tempo namnazania i dtugo$¢ genomu wirusa moz-
na wyliczy¢, iz np. w przypadku HCV wymiana nukleo-
tydow, tworzacych genom wirusa, moze nastgpowac
107-108 razy w ciagu 24 godzin [6]. Czgsto$¢ mutacji
w obrgbie genomu wirusowego jest zroznicowana
1 moze osiagaé rozne wartosci dla poszczegdlnych
genow, i tak np. w genomie HIV, gen env trzykrotnie
czesciej ulega modyfikacjom niz gen pol [30]. Rowniez
w obrebie pojedynczego genu rozktad mutacji nie jest
rownomierny. Niektore fragmenty ulegaja modyfika-
cjom czesciej od innych, np. w genie env zmianom pod-
lega 80% sekwencji przy czym 10% stanowia bardzo
niestabilne regiony okreslane ,.hypervariable”, pozo-
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stata czg$¢ genu (20%) prezentuje obszary bardziej
stabilne [30]. Wprowadzenie zmian w obr¢bie statych
sekwencji moze prowadzi¢ do destabilizacji lub utraty
funkcji kodowanych biatek, dlatego mutacje w takich
regionach sa stosunkowo rzadkie i z reguly nie tolero-
wane, a tworzacy si¢ wariant wirusa jest eliminowany.

Innym Zrédtem mutacji punktowych w genomie
wirusowym jest mutageneza niereplikacyjna [2, 9].
W pordéwnaniu do zmiennosci generowanej przez po-
limerazg RNA jest to proces znacznie mniej wydajny
1 zalezny od mechanizmu komoérkowego gospodarza.
Niektdre enzymy eukariotyczne posiadaja wlasciwosé
edycji RNA, polegajaca na wymianie nukleotydow
(deaminaza ADAR) lub zmianie dlugosci docelowej
sekwencji poprzez insercje/delecje. Proces ten jest jed-
nym z mechanizméw obronnych organizmu przed
czynnikami zakaznymi [32]. Uczestniczy m.in. w roz-
nicowaniu gendéw regionéw zmiennych przeciwciat
[33] jak réwniez w regulacji przebiegu zakazenia
HIV-1, poprzez wprowadzenie licznych defektywnych
mutacji wirusa [2]. Wykazano réwniez, iz proces edy-
cji wirusowego genomowego RNA sprzyja takze two-
rzeniu nowych form quasispecies. Najczgstsza mody-
fikacja genomu wiruséw jest deaminacja adenozyny
przy udziale enzymu ADAR, prowadzaca do wymiany
adeniny na guaning (substytucja A — G). Wymianie
moze ulec do 50% A obecnych w catym genomie [3].
Pojedyncze mutacje w kluczowych sekwencjach nu-
kleotydowych moga prowadzi¢ do zmiany wiasciwosci
patogendw. Wprowadzenie zmiany A - G w kodonie
stop (UAG) w genomie wirusa zapalenia watroby ty-
py D (HDV) umozliwito mu syntez¢ dodatkowego,
nowego biatka [34]. W poréwnaniu ze szczepem wyjs-
ciowym zmodyfikowane warianty wirusa wytwarzaja
dwa rodzaje biatek: wyjsciowa krotsza forme niezbed-
na do replikacji oraz dtuzsza, nowa bioraca udziat
w pakowaniu czastek wirusowych [35].

Rearanzacja RNA - rekombinacja

Drugim, szeroko rozpowszechnionym, mechaniz-
mem warunkujacym zmienno$¢ genomow wirusowych
jest rearanzacja. Wyrdzni¢ mozna cztery podstawowe
typy rekombinacji: homologiczna, umiejscowiona (nie-
homologiczna), replikacyjna i niereplikacyjna [2].

Zjawisko rekombinacji wystepuje u wielu grup
wirus6w RNA, zaréwno u wiruséw ludzkich, np.
picornawirusow [36], koronawiruséw i retrowirusow
[3], jak réwniez u wiruséw zwierzgcych [37], roslin-
nych [38] oraz bakteryjnych [39]. Zdarzenia rekombi-
nacyjne zachodzace u wirusow RNA w wigkszosci
przypadkow maja charakter rekombinacji niechomolo-
gicznej. Czgsto$¢ rekombinacji homologicznej nato-
miast zalezy od typu wirusa i najczgéciej wystepuje
u koronawiruséw, rzadziej w przypadku pikornawiru-
sow czy alfawirusow [30].
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Rekombinanty wirusowe moga powstawaé w wy-
niku wymiany fragmentu genomu w obrgbie tego sa-
mego wirusa [40], migdzy réoznymi szczepami wiru-
sowymi [41] oraz pomi¢dzy wirusem a materialem
genetycznym komorki gospodarza [42]. W efekcie
przetasowania sekwencji genomowych powstaja po-
tomne czastki wirusowe zawierajace informacje gene-
tyczna w innej kombinacji niz wyj$ciowy wariant wiru-
sa. Czestos¢ takiej wymiany jest rézna u réznych
rodzajow wirusow. W przypadku, wirusa polio pod-
czas rekombinacji homologicznej osiaga wartos¢ na-
wet 0,9% na cykl replikacyjny natomiast w przypadku
krzyzoéwek pomigdzy réoznymi typami wirusa polio spa-
da osiagajac warto$¢ 1x 10~* rekombinantow wzgledem
form macierzystych [1].

Zjawisko rekombinacji zachodzace u wirusow RNA
jest jednym z gtownych czynnikéw decydujacych o ich
zmienno$ci. Szczegdlnie niebezpieczna jest wymiana
materialu genetycznego pomigdzy genomem wirusa
a materialem genetycznym gospodarza. Powstajace
rekombinanty charakteryzuja si¢ czgsto zwigkszona
patogennos$cia oraz zmienionym tropizmem wzgledem
szczepu wyjsciowego, moga tez modyfikowaé prze-
bieg immunologicznej gospodarza [3, 30].

Wptyw czynnikdéw zewnegtrznych
na czg¢stotliwo$¢é mutacji

Wysoka wydajno$¢ mutacji charakteryzujaca wiru-
sy RNA nie jest jedynym czynnikiem przyczyniajacym
si¢ do gwaltownej ewolucji tych patogendéw. Duze zna-
czenie w tworzeniu form quasispecies odgrywa takze
presja srodowiska, m.in. odpowiedz ze strony uktadu
immunologicznego gospodarza czy tez przyjmowanie
lekéw. Najnowsze badania, przeprowadzone na mode-
lach zwierzecych, wskazuja takze na zwiazek pomig-
dzy odzywianiem a zwigkszona wirulencja wirusow
[43]. Zaobserwowano, zalezno$¢ pomigdzy niedoborem
selenu oraz witaminy K u myszy, a zmiang tropizmu
jak rowniez zwigkszona wirulencja oraz wiremia wiru-
sa coxsackie B3 [43]. Doktadny mechanizm zmiany pa-
togennos$ci wirusa nie zostal jednak okreslony. Prawdo-
podobnie niedobor selenu, jak rowniez witaminy E ob-
niza odpowiedz uktadu immunologicznego lub sprzyja
wprowadzaniu mutacji podczas replikacji RNA [44].

3. Konsekwencje kliniczne zjawiska quasispecies

Zmiennos$¢ genetyczna wirusow RNA stanowi pod-
stawowe zrodlo powaznych nastepstw klinicznych.
Zdolno$¢ adaptacji patogendéw do niekorzystnych wa-
runkéw $Srodowiska umozliwita wirusom wyksztatce-
nie mechanizmow umozliwiajacych ,,ucieczke” przed
odpowiedzia immunologiczna gospodarza jak row-
niez oporno$¢ na leki. Dlugotrwate dziatanie presji
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selekcyjnej ze strony uktadu immunologicznego i wdro-
zonej terapii czgsto jest przyczyna powstawania wa-
riantéw najlepiej przystosowanych, ,,nieuchwytnych”
dla uktadu immunologicznego oraz opornych na le-
czenie [2, 3, 8-10, 12, 45]. Znaczaca rol¢ w szybkiej
adaptacji do nowych warunkow odgrywa pamig¢ mo-
lekularna charakterystyczna dla powstajacych form
quasispecies [25].

3.1. Unikanie odpowiedzi ukladu immunologicznego

Liczne doniesienia wskazuja na zwiazek migdzy
powstawaniem wariantow molekularnych wirusow
(quasispecies), a unikaniem odpowiedzi immuno-
logicznej [2, 10, 46]. Duza czgstotliwo$¢ mutacji, ich
lokalizacja w specyficznych miejscach genomu stymu-
lowana presja ze strony uktadu immunologicznego,
jak rowniez szybkie tempo replikacji patogenu prowa-
dzi do wyksztalcenia wirusowych form quasispecies
nierozpoznawalnych dla wytwarzanych przeciwciat
neutralizujacych oraz limfocytow T cytotoksycznych
i pomocniczych.

Odpowiedz humoralna

W wyniku zakazenia, w organizmie pacjenta poja-
wia si¢ szerokie spektrum przeciwcial rozpoznajacych
epitopy zaréwno strukturalnych jak tez niestruktural-
nych elementéw wirusa [46]. Jednak ich obecno$¢
w przypadku zakazenia wirusami RNA ma raczej war-
tos¢ diagnostyczna, nie $wiadczy natomiast o elimi-
nacji zakazenia. Ze wzgledu na liczne mutacje w ob-
rgbie epitopoéw stale powstaja nowe warianty wirusa
nierozpoznawalne przez przeciwciata. W przypadku
HCV wykazano, iz u pacjentow immunokompetent-
nych, zmiana aminokwasow w epitopach, zlokalizo-
wanych w obrgbie regionu o zwigkszonej zmiennosci
(HVR1), moze nastgpowac 0,5 do 2 razy w ciagu
miesigca. Czgstotliwo$¢ mutacji HCV moze ulegac
zmianie w zaleznosci od stadium choroby, przy czym
jej znaczacy wzrost zaobserwowano w fazie poczat-
kowej choroby [47].

Uwaza sig, ze wystgpowanie wirusowych quasispe-
cies unikajacych odpowiedzi humoralnej organizmu
jest jedna z gldwnych przyczyna rozwoju przewleklej
postaci zakazenia [10]. Pojawiajace si¢ w trakcie za-
kazenia przeciwciala nie stanowia skutecznej obrony
przed kolejna ekspozycja na ten sam patogen (do-
$wiadczenia kliniczne wykazaty m.in. mozliwo$¢ re-
infekcji lub superinfekcji innym izolatem wirusa) [48].

Liczne doniesienia wskazuja, iz ciagla zmienno$¢
patogenu i przewlekte pobudzanie limfocytow B do
proliferacji oraz produkcji przeciwcial, moze by¢
przyczyna szeregu zaburzen, np. w zakazenia HCV
towarzysza zaburzenia hematologiczne, np. gamma-
patie mono-klonalne oraz chtoniaki z komoérek B o nis-
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kiej ztosliwosci [49, 50]. Obserwowano takze liczne
patologie, takie jak krioglobulinemia typu 2, kigbusz-
kowe zapalenie nerek, zapalenie naczyh czy zapalenie
stawow [51-53].

Odpowiedz komoérkowa

Podobnie jak w przypadku odpowiedzi humoral-
nej, powstajace nowe warianty molekularne wirusa
moga takze ,,unikac¢” odpowiedzi komorkowej [46].

Aktywacja puli limfocytow T przebiega w wyniku
rozpoznawania i taczenia si¢ komorek z antygenami
wirusa prezentowanymi w kontekscie czasteczek MHC
klasy 1 i II. Wykazano, iz podstawowe znaczenie
w eliminacji zakazonych komorek odgrywa ztozono$é
odpowiedzi limfocytéw CD8+. Biatka wirusa prezen-
towane na powierzchni zakazonych komorek przez
MHC klasy I stanowia glowny mechanizm aktywacji
limfocytow cytotoksycznych [10].

Aktywnos¢ cytotoksyczna limfocytéw skierowana
przeciwko kilku epitopom wirusa sprzyja powstawaniu
jego nowych wariantdow i1 przechodzenia zakazenia
w stan przewlekly. Natomiast rozpoznawanie szero-
kiego spektrum prezentowanych epitopéw na wczes-
nym etapie zakazenia umozliwia eliminacj¢ patogenow
[54]. Ucieczka ,,nowych” wariantéw wirusa przed ko-
morkami CD8+ wynika przede wszystkim ze zmian
pojawiajacych si¢ w rozpoznawanych przez uktad im-
munologiczny epitopach. Modyfikacje sekwencji ami-
nokwasowych prezentowanych peptydow wirusowych
moga w sposodb posredni lub bezposredni hamowac
ich prezentacje w kontek§cie MHC klasy I. Niektore
zmiany ograniczaja lub catkowicie znosza powinowac-
two epitopoéw do czasteczek MHC. W innych przypad-
kach zaburzeniu ulega Sciezka przetwarzania biatek
wirusowych, w konsekwencji obnizajac prawdopodo-
bienstwo utworzenia funkcjonalnego kompleksu pep-
tyd-MHC rozpoznawanego przez receptor zlokalizo-
wany na limfocytach T (TCR). Zaobserwowano takze
negatywna zalezno$¢ pomig¢dzy zmienionymi epito-
pami a odpowiedzia limfocytow w stosunku do formy
,pierwotnej” peptydow, stale prezentowanych na po-
wierzchni zakazonych komoérek. Synteza zmodyfiko-
wanego biatka przez nowy wariant wirusa moze za-
bezpiecza¢ zakazona komoérke przed zniszczeniem,
poprzez znoszenie aktywacji limfocytow CD8+ zwia-
zanych z pierwotnym epitopem [55].

Limfocyty pomocnicze CD4+ uczestnicza w prze-
kazywaniu sygnatoéw, pobudzajacych zaréwno limfo-
cyty B jak tez cytotoksyczne limfocyty CD8+. Roz-
poznaja antygeny prezentowane z czasteczkami MHC
klasy II. ,,Ucieczka” patogendéw przed komoérkami
CD4+ moze nastgpowac¢ w wyniku zmian w epitopach
rozpoznawalnych przez te limfocyty doktadny mecha-
nizm inaktywacji limfocytow pomocniczych podczas
zakazenia nie zostal jednak poznany [56]. Wyniki do-
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tychczasowych badan ukazuja, ze uposledzenie aktyw-
nos$ci limfocytow CD4+ skorelowane jest z ,,ucieczka”
wirusow przed przeciwciatami neutralizujacymi oraz
z obnizeniem reaktywnosci komoérek CD8+ predyspo-
nujac do przechodzenia zakazenia w stan przewlekty.
Przypuszcza sig, iz mechanizm ten umozliwia utrzy-
mywanie si¢ w organizmie takich patogenow jak HCV
czy HIV [57].

Mechanizm posSredni unikania
odpowiedzi uktadu immunologicznego

Inny mechanizm umozliwiajacy wirusom uniknig-
cie odpowiedzi uktadu immunologicznego polega na
wnikaniu patogenu do wngtrza komorek odpornoscio-
wych. Np. specyficzne mutacje w sekwencjach nukleo-
tydowych genomu HCV moga prawdopodobnie umoz-
liwi¢ wirusowi ucieczke przed odpowiedzia immunolo-
giczna poprzez zakazenie makrofagow i limfocytow
[22, 58]. Liczne doniesienia wskazuja na zroéznico-
wanie szczepow quasispecies zlokalizowanych w su-
rowicy i komoérkach immunologicznych. Wykazano
m.in. zmniejszona zlozono$¢ oraz zmienno$¢ form
quasispecies obecnych w leukocytach [58], spowo-
dowane prawdopodobnie obnizona replikacja oraz
selekcja jednego dominujacego wariantu o specyficz-
nym tropizmie komorkowym [59].

3.2. Opornos¢ na leki

W leczeniu chordéb wirusowych wykorzystuje sig
leki dziatajace na réznych etapach cyklu zyciowego
wirusa, zapobiegajace min.: adhezji i wnikaniu wirusa
do komorek gospodarza, wlaczaniu materialu gene-
tycznego wirusa do genomu gospodarza, transkrypcji
i syntezy bialek wirusowych oraz uwalnianiu wirusa
z komorki gospodarza. W zaleznosci od ztozonosci
cyklu zyciowego wirusa, tempa mutacji i sposobu repli-
kacji dostgpne sa rdzne preparaty lecznicze. W przy-
padku HIV dotychczas dopuszczono do uzytku 29 roz-
nych lekow [12] podczas gdy w terapii pacjentow
zakazonych HCV rutynowo stosuje si¢ obecnie pota-
czenie pegylowanego interferonu z nukleozydowym
analogiem rybawiryna [11]. Na podstawie licznych
badan nad skuteczno$cia stosowanych terapeutykow
wykazano, iz jednoczesne stosowanie kilku lekow tzw.
terapia skojarzona prowadzi do szybszej eradykacji
lub spowolnienia tempa replikacji wirusa, co wptywa
na skrocenie czasu osiagnigcia efektu terapeutycznego
oraz zmniejszenie prawdopodobienstwa wyselekcjo-
nowania form opornych na stosowane preparaty [5].

Wykazano iz zmienno$¢ wirusow RNA $cisle ko-
reluje z niewrazliwoscia tych patogenéw na stosowana
terapi¢ przeciwwirusowsg [6, 11, 12, 60, 61]. Presja
selekcyjna prowadzonej terapii prowadzi do wyodrgb-
nienia szczepow opornych, replikujacych w obecnosci
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podawanych lekow [11]. Tempo selekcji opornych form
quasispecies jest rozne dla poszczegdlnych wirusow
1 zalezy min. od transmisji wirusa oraz przebiegu cyklu
replikacyjnego [6, 55]. Zidentyfikowano szereg muta-
cji w sekwencji nukleotydowej genomow wiruséw po-
wigzanych z opornoscia tych patogenow na konkretne
substancje czynne [11, 12]. Liczba mutacji w pojedyn-
czym genie niezbednych do wytworzenia opornosci na
dany lek jest zroznicowana, np. stosowane w leczeniu
pacjentdw zakazonych HIV inhibitory proteaz, przesta-
ja eliminowa¢ warianty wirusowe z kilkoma mutacjami
w genie kodujacym proteaze [62]. W przypadku
nukleozydowych (lamivudine) i nienukleozydowych
(efavirenz) inhibitorow odwrotnej transkryptazy, brak
wrazliwo$¢ patogendw na te preparaty nastgpuje juz
w wyniku pojedynczej zmiany aminokwasowej w bial-
ku docelowym [63]. W trakcie leczenia czgsto docho-
dzi do wyksztalcenia u wiruséw opornosci krzyzowej,
pomimo prowadzonej terapii skojarzonej. Powstajace
wirusowe formy quasispecies niewrazliwe na poje-
dynczy preparat moga wykazywaé opornos$¢ na inne,
nie stosowane dotad leki. Oporno$¢ moze dotyczyé
zaré6wno lekow z tej samej grupy, (np. opornos¢ HIV
na nienukleozydowy inhibitor odwrotnej transkryptazy,
nevirapine, powoduje brak wrazliwosci patogenu na
delaviridine i efavirez) [12]. Proces ten moze utrudnic¢
a nawet uniemozliwi¢ zmian¢ schematu leczenia na
bardziej optymalny. Z tego wzgledu najwigksze pra-
wdopodobienstwo na pozytywny efekt leczenia mozna
uzyskac po zastosowaniu zestawu lekow przyjmowa-
nych przez pacjenta po raz pierwszy, w trakcie rozpo-
czynania leczenia [12]. Powinny by¢ to zatem leki
o silnym dziataniu. Zahamowanie replikacji wirusa
zmniegjsza bowiem szanse na wyselekcjonowanie wa-
riantéw opornych na podawane preparaty, wymusza-
jac tym samym zmiang strategii leczenia. Rownie
istotnym zagadnieniem jest regularne przyjmowanie
lekoéw przez pacjentow oraz ,,nie nadkazanie sig” no-
wym szczepem wirusa. W celu zachowania przez
pacjentdéw ciaglosci leczenia dazy si¢ do uproszczenia
stosowanych schematéw terapeutycznych poprzez
m.in. ograniczenie dawek oraz ilo$ci przyjmowanych
lekow (leki skojarzone) jak roéwniez minimalizacje
efektéw ubocznych prowadzonej terapii.

Badania nad zjawiskiem quasispecies HCV, a leko-
opornos$cia wirusa wykazaly takze mozliwo$¢ kore-
lacji pomigdzy zréznicowaniem populacji wirusowej
a wynikiem terapii [60, 61, 64]. Dotychczas nie stwier-
dzono jednoznacznie czy zwigkszona zmienno$¢ po-
pulacji jest pozytywnym czy negatywnym wyznaczni-
kiem skuteczno$ci wdrazanego leczenia. Wyniki badan
niektorych zespotéw wskazuja, iz duza zmienno$é
populacji zakazajacego HCV predysponuje do wy-
tworzenia puli wirusow opornych i w konsekwencji
do nieskuteczno$ci prowadzonej terapii. Natomiast
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w przypadku populacji HCV relatywnie homogennej
skuteczno$¢ eliminacji patogenu wzrasta, zwickszajac
tym samym szanse na wyleczenie [61]. Farci i wsp.
wykazali natomiast zalezno$¢ pomigdzy trwala odpo-
wiedzig wirusologiczna (SVR), a zmienno$cia wirusa
w trakcie trwania leczenia, a nie przed jego rozpocze-
ciem [60]. Stwierdzono, iz redukcja zmiennosci HCV
wylacznie w 2 tygodniu przyjmowania interferonu
i rybawiryny sprzyja eliminacji patogenu, sugerujac
zatem pozytywny efekt leczenia. Analogiczne zalez-
nos$ci zaobserwowano rowniez u pacjentow w ostrej fa-
zie zakazenia. Wykazano bowiem, iz obnizenie zmien-
nosci HCV u tych pacjentdow wystepuje tuz przed
eliminacja wirusa, natomiast zwigkszenie heterogen-
nosci populacji patogenu towarzyszy przechodzeniu
zakazenia w formeg przewlekta [64].

Niektorzy badacze przychylaja si¢ zatem do tezy,
iz ztozonos¢ populacji quasispecies wirusa/HCV moz-
na przyja¢ jako zmienna umozliwiajaca przewidywanie
skuteczno$ci leczenia.

3.3. Wzrost wirulencji, zmiana tropizmu

Zjawisko quasispecies prowadzi prawdopodobnie
rowniez do selekcji nowych patogennych wiruséw
jak rowniez wirusoOw o zwigkszonej wirulencji [2, 9,
10, 65, 66].

W procesie zakazania komorek gospodarza wirusy
wykorzystuja receptory i koreceptory wystepujace na
powierzchni komorek docelowych. Modyfikacje struk-
tur powierzchniowych patogenéw moga prowadzié
do zmian w specyficznosci rozpoznawanych recepto-
réw, przyczyniajac si¢ tym samym do zmiany tropiz-
mu komdrkowego patogendw [66]. Wykryto i opisano
tego typu zjawiska w przypadku wiruséw RNA,
czemu sprzyja wspomniana wczesniej ich ogromna
zmiennos$¢ [2-5]. W przypadku zakazenia wirusem
odry istnieje opinia, iz niektore pojawiajace si¢ formy
quasispecies wykazuja zwigkszona wirulencje w wy-
niku nabycia zdolnosci do zakazania komorek central-
nego uktadu nerwowego, prowadzac w konsekwen-
cji do rozwoju podostrego stwardniajacego zapalenia
mozgu (SSPE) [14].

Z kolei specyficzne mutacje w sekwencji wirusa
limfocytowego zapalenia opon mézgowych moga sta-
nowi¢ podstawe wirusowego tropizmu do neurondow
lub komoérek uktadu immunologicznego [67].

Wykazano takze zréznicowanie genetyczne szcze-
poéw wirusowych zakazajacych rozne narzady u poje-
dynczego pacjenta. Dotyczy to m.in. HCV i HIV [13,
58]. U pacjentow zakazonych HCV wyselekcjonowa-
no warianty molekularne wirusa rézniace si¢ od wa-
riantow hepatotropowych, cechujace si¢ zdolnoscia do
zakazania makrofagdw/monocytow [68], limfocytow
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[22, 69], komorek osrodkowego uktadu nerwowego
(takie jak mikroglej, astrocyty) [58, 70].

Wydaje sig, iz szczegdlne znaczenie w determinacji
tropizmu HCV wzgledem komorek gospodarza, odgry-
wa sekwencja IRES zlokalizowana w obrgbie regionu
5’UTR genomu wirusa [58]. Przeprowadzone badania
wykazaty obecno$¢ specyficznych mutacji, o charakte-
rze substytucji, w obrebie sekwencji IRES u wariantow
izolowanych z PBMC [69], komdrek dendrytycznych
czy tez komorek osrodkowego uktadu nerwowego [58].

Najwigksze i najpowazniejsze w skutkach pod
wzgledem klinicznym zmiany w genomie wirusow za-
chodza w wyniku zjawisk rekombinacyjnych. Wymia-
na materialu genetycznego pomigdzy patogenami moze
prowadzi¢ do przetamania bariery gatunkowej i powsta-
wania nowych jednostek chorobowych. Wsr6d nowo
wykrytych wirusow RNA, ktore przelamaty barierg
gatunkowa mozna wymieni¢: HIV, hantawirusy, wi-
rusy wywotujace goraczki krwotoczne, arbowirusy,
wirus Nipah oraz Hendra, wirus ptasiej grypy (Al) jak
rowniez nalezacy do koronawirusow — wirus SARS
(SARS-CoV) [21, 71-73].

Wirus grypy jest jednym z najlepiej poznanych pato-
genow odzwierzgcych charakteryzujacych si¢ ogrom-
na zmienno$cia. Zmienno$¢ antygenowa wirusa grypy
wynika z przesunigcia (drift) lub skoku antygenowe-
go (shift) w obrgbie genéw kodujacych glikoproteiny
powierzchniowe hemaglutyning (HA) i neuraminidaze
(NA) [65, 74]. Przesunigcie antygenowe polega na
wprowadzeniu mutacji punktowych w sekwencjach
docelowych H i N w konsekwencji czego powstaja
nowe szczepy patogenu. Zjawisko skoku antygenowe-
g0, zachodzace pomigdzy wirusami grypy, stanowi
natomiast glowna przyczyng pandemii grypy [65]. Re-
asortacja materialu genetycznego wirusa grypy ludz-
kiej i zwierzgcej, przyczynila si¢ bowiem do powstania
nowych podtypéw wirusa, np. H2ZN2, H3N2, zawiera-
jacych pojedyncze, jak rowniez w kombinacji nowe
segmenty genu hemaglutyniny i neuraminidazy [74].

3.4. Szczepionki przeciwwirusowe

Wprowadzenie masowych szczepien umozliwito
zupetna eliminacjg niektorych patogendow (wirus ospy
prawdziwej) jak roéwniez zmniejszenie czestotliwosci
zakazen (wirus polio) oraz kontrolg¢ zachorowan
(r6zyczka, kleszczowe zapaleniu mozgu czy tez HBV).

Obecnie dostgpne szczepionki konwencjonalne
mozna podzieli¢ na trzy podstawowe grupy — zawie-
rajace zabite czastki wirusowe lub zywe atenuowane
wirusy oraz szczepionki podjednostkowe [3]. Na etapie
badan klinicznych znajduje si¢ rowniez kilka szcze-
pionek DNA — przeciwko grypie, AIDS, zapaleniu
watroby typu B i opryszczce [75-78]. Pomimo bardzo
duzej skutecznos$ci stosowanych szczepien, siggajacej
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100% w przypadku wirusa polio czy ospy, nadal nie
ma efektywnych szczepionek przeciwko niektorym
patogenom, glownie wirusom RNA takim jak HIV czy
HCV [3, 79]. Trudnosci w konstrukcji szczepionek
przeciwko tym patogenom wynikaja z ogromnej zmien-
nos$ci ich materiatu genetycznego/genomu. Powstajace
w trakcie zakazenia nowe formy biatek wirusowych,
stanowiacych gtéwny cel przeciwciat neutralizujacych
uniemozliwiaja wytworzenie skutecznej czynnej od-
powiedzi humoralnej organizmu [10].

W przypadku wirusa zapalenia watroby typy C
o genotypie 1, epitopy dla immunoglobulin zlokalizo-
wane sa w obrebie az dwoch regionow ,hipervariable”
— HVRI1 oraz HVR2 [80] glikoproteiny E2. Ogromne
zroéznicowanie wytwarzanych form biatkowych wirusa
sprawia, iz odpowiedz immunologiczna nie jest efek-
tywna, a utrzymujace si¢ w surowicy przeciwciala anty-
HCV nie zabezpieczaja przed ponownym zakazeniem
tym patogenem [48]. Z tego wzgledu odtworzenie, me-
todami inzynierii genetycznej, struktury immunogen-
nych epitopéw HCV, skutecznie uodporniajacych na
zakazenie i mogacych znalez¢ zastosowanie w szcze-
pieniach jak dotad nie jest mozliwe (nie da si¢ bowiem
przewidzie¢ jakiego typu zmiany i o jakim charakterze
pojawia si¢ w wyselekcjonowanych wariantach) [80].

Odmienna sytuacja wystepuje w przypadku wirusa
grypy [74]. Wirus ten rowniez charakteryzuje si¢ duza
zmienno$cia antygenowa. U ludzi jak dotad zidentyfi-
kowano trzy podtypy hemaglutyniny: H1, H2 i H3 oraz
dwa podtypy neuraminidazy: N1 i N2. Sg one szeroko
rozpowszechnione w populacji i stanowia sktadowe
réznych wariantdw patogenu przewazajacych w roz-
nych sezonach epidemicznych [76]. Z tego wzgledu
co roku typowane sa trzy nowe szczepy wirusa, o roz-
nych podtypach HA i NA, wchodzace w sktad poje-
dynczej szczepionki. Stad wynika konieczno$¢ powta-
rzania szczepien w kazdym sezonie epidemicznym.

Plastyczno$¢ genomoéw wirus6w oraz mozliwosé
wymiany materialu genetycznego pomigdzy patogena-
mi stanowi potencjalne zagrozenie podczas stosowania
szczepionek zawierajacych atenuowane szczepy pato-
genéw. Liczne doniesienia wskazuja, iz atenuowane
szczepy zawarte w szczepionkach moga powraca¢ do
formy patogennej w wyniku wymiany materialu gene-
tycznego ze szczepem dzikim wirusa. Tego typu re-
wertanty, ktore utracity wystgpujaca w nich mutacje,
stwierdzono w przypadku wirusa polio po zastosowa-
niu szczepionki Salka [81].

4. Techniki badawcze
Ze wzgledu na powiazania pomigdzy wirulencja

oraz podatnoscia wiruso6w na terapi¢ z ich zmienno-
scig (konkretnymi wariantami) niezbedne stalo si¢

261

opracowanie optymalnych metod pozwalajacych na
szybka 1 precyzyjna identyfikacj¢ pseudotypow wiru-
sowych u pacjentow zakazonych.

Obecnie prowadzone badania majq na celu okresle-
nie sekwencji oraz réznic filogenetycznych wariantow
quasispecies u pojedynczych pacjentéw jak roéwniez
pomiegdzy poszczegdlnymi zakazonymi pacjentami.

Zastosowanie technik biologii molekularnej w tym
klonowania i sekwencjonowania, poprzedzone wstep-
na selekcja, umozliwia identyfikacj¢ réznic migdzy
badanymi wariantami wirusowymi. W celu wyselek-
cjonowania zmienionych wariantow wirusowych, am-
plifikowanych z wykorzystaniem RT-PCR (reverse
transcription — polymerase chain reaction), stosuje
si¢ gtownie metody elektroforetyczne. Podstawowe
techniki przesiewowe obejmuja: badanie zmian kon-
formacji jednoniciowego DNA — SSCP (single-stran-
ded conformation polymorphism) [47, 82, 83] oraz
MSSCP (multitemperature single-stranded confor-
mation polymorphism) [83], analize heterodupleksow
czyli elektroforezg na zelach z gradientem temperatu-
ry — TGGE (temperature gradient gel electrophoresis)
[84], czynnika denaturujacego — DGGE (denatura-
ting gradient gel electrophoresis) oraz GSA (gel-shift
analysis) [85].

Obecnie najczesciej stosowang technika jest SSCP.
Metoda ta umozliwia separacj¢ jednoniciowych pro-
duktéw PCR, pozwalajac na wykrycie nawet jedno-
nukleotydowych polimorfizméw oraz mutacji punkto-
wych [83]. Rozdziat elektroforetyczny prowadzony
jest w warunkach natywnych z uwzglednieniem spe-
cyficznych parametrow fizykochemicznych, takich jak
sita jonowa, pH oraz temperatura [83]. Rdznice w tem-
pie migracji, podstawowych oraz zmutowanych poje-
dynczych nici DNA wynikaja ze zmian w strukturze
drugorzedowej badanych sekwencji. Metoda SSCP
pozwala na wykrycie ok. 80% mutacji w analizowanych
produktach PCR o dhugosci ok. 200-300 pz. W przy-
padku dtuzszych sekwencji wydajno$¢ znacznie spada
[86]. Czutos¢ detekeji form quasispecies ta metoda jest
wysoka. Umozliwia m.in. wykrycie wszystkich glow-
nych wariantow HCV reprezentujacych co najmniej
3% calej populacji wirusa rézniacych si¢ miedzy soba
pojedynczym nukleotydem [47]. Prowadzone badania
nad efektywno$cia rozdzialu wykazaty, iz kilkakrotna
zmiana temperatury podczas przeprowadzanej elektro-
forezy zwigksza prawdopodobienstwo selekcji dwoch
bardzo podobnych izoform ssDNA [83]. Z tego wzgle-
du zaproponowano nowa metode MSSCP, bedaca
modyfikacja techniki SSCP, umozliwiajaca badanie
zmian konformacji jednoniciowego DNA przy zmie-
niajacych si¢ warunkach temperaturowych [83].

Modyfikacje sekwencji genomow wirusowych moz-
na takze wykrywac poprzez analiz¢ migracji hetero-
duplekséw z zastosowaniem technik TGGE, DGGE
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oraz GSA. W metodach tych analizie podlegaja kom-
pleksy DNA, generowane podczas reakcji PCR, utwo-
rzone z pojedynczych nici, pochodzacych od szczepu
dzikiego (o znanej sekwencji) oraz badanych potencjal-
nych mutantéw. Heterodupleksy, zawierajace miejsca
niesparowane, ze zmiana przynajmniej pojedynczego
nukleotydu wykazujq znacznie mniejsza stabilno$é
oraz ruchliwo$§¢ w pordwnaniu ze strukturami utwo-
rzonymi z dwéch komplementarnych nici (tzw. homo-
dupleksow). W trakcie elektroforezy TGGE oraz
DGGE, rozdzial prowadzony jest w warunkach dena-
turujacych odpowiednio przy wzrastajacej temperatu-
rze lub zwigkszajacym si¢ stezeniu zwiazkéw dena-
turujacych, np. mocznika. W zaleznos$ci od stabilno$ci
kompleksow, dwuniciowe fragmenty DNA ulegaja roz-
dzieleniu na pojedyncze nici. Tempo migracji w zelu
jednoniciowego DNA znacznie spada powodujac wy-
razne spowolnienie przemieszczania si¢ DNA. Metody
te cechuje wysoka czuto§¢ wykrywania mutacji docho-
dzaca do 90% [87]. Rowniez analiza tempa migracji
komplekséw DNA — metoda GSA, pozwala na bardzo
wydajne, do 90%, wykrywanie zmutowanych form
badanego DNA [88]. Przeprowadzany w warunkach
natywnych rozdzial heterodupleksow przebiega w od-
miennym tempie w poréwnaniu do homodupleksow.
Zatem zmiany w ruchliwo$ci obydwu form stano-
wia czynnik identyfikujacy pojawienie si¢ wariantow
quasispecies w badanej populacji.

Wymienione metody umozliwiaja wykrycie obec-
no$ci mutacji, lecz nie pozwalaja na jakosciowe okres-
lenie charakteru powstalych zmian. W tym celu
niezbedne jest przeprowadzenie sekwencjonowania.
Wyselekcjonowane fragmenty genomu wirusa klonuje
si¢ 1 tworzy reprezentacyjne biblioteki cDNA stano-
wiace rezerwuar roznych wariantéw genetycznych da-
nego wirusa, pochodzace od pojedynczego pacjenta.
Nastepnie przeprowadzenie sekwencjonowania umoz-
liwia doktadne okreslenie r6znic pomigdzy uzyskany-
mi klasami wirusa. Ostatnie badania nad zmiennoS$cia
HCV wykazaly, iz w celu uzyskania reprezentatyw-
nych wynikow, zawierajacych wszystkie warianty wi-
rusa wystgpujace w danej populacji nalezy przeanali-
zowa¢ minimum 40 kolonii [89]. Niestety wykrycie
wszystkich form quasispecies wystgpujacych w danej
populacji poprzez klonowanie stanowi nadal duzy pro-
blem. Na sytuacj¢ t¢ wplywa kilka czynnikow. Przede
wszystkim niektore warianty molekularne klonuja sie
z bardzo staba wydajnoscia, pomimo ich znaczacej
liczebnosci, przez co trudno je wyodrebni¢ w badanej
populacji [47]. W trakcie reakcji PCR natomiast moze
dochodzi¢ do selektywnej amplifikacji pewnych prefe-
rowanych sekwencji, jak rowniez w przypadku warian-
tow mniej licznych z kazdym cyklem poglebiana jest
réznica ilosciowa w odniesieniu do sekwencji domi-
nujacych. Dodatkowo polimerazy stosowane tradycyj-
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nie w reakcji PCR nie posiadaja wiasciwosci edytor-
skich z tego wzgledu w analizowanej homogennej po-
pulacji mozna oznaczy¢ fatszywie rozniace si¢ sekwen-
cje, wygenerowane przez amplifikujacy enzym [92].

Wirusowe formy quasispecies tworza heterogenna
populacje, w ktorej najczesciej dominuje jeden wariant
inne natomiast wystepuja w znacznie mniejszej ilosci.
Z tego wzgledy bardzo trudno wyodrgbni¢ wszystkie
formy wirusa wystepujace w probce, wykorzystujac
dostepne obecnie techniki. Badajac zatem zjawisko
quasispecies nalezy uwzgledni¢ ryzyko btedu wyni-
kajaca z pomini¢cia form mniej licznych oraz ograni-
czen stosowanych metod [47, 89].

5. Podsumowanie

Zjawisko quasispecies uznawane jest za podstawo-
wy czynnik warunkujacy patogenno$¢ wirusow RNA.
Duza liczebno$¢ populacji oraz czestotliwos¢ mutacji
zachodzacych w genomie tych patogendéw, podda-
wanych presji selekcyjnej, na roznych etapach zaka-
zenia, stanowi podstawowy mechanizm ksztattujacy
nowe warianty genetyczne wirusow o zréznicowanych
cechach fenotypowych.

Biologiczne nastgpstwa zjawiska quasispecies sta-
nowia obecnie najpowazniejszy problem kliniczny
wszystkich zakazen. Przejawiaja si¢ m.in. ,,ucieczka”
przed naturalna odpowiedzia ukladu immunologicz
nego, uniemozliwiajac wyksztalcenie skutecznej od-
powiedzi humoralnej oraz komérkowej organizmu na
zakazenie, jak réwniez oporno$cig wirusow na leki
stosowane w trakcie terapii. Brak mozliwos$ci opraco-
wania skutecznych oraz bezpiecznych szczepionek
przeciwko niektorym wirusom RNA, np. HCV czy
HIV rowniez wynika z ogromnej zmiennoS$ci anty-
genowej tych patogenéw. Modyfikacja materialu ge-
netycznego wirusow RNA stwarza mozliwo$¢ zmiany
tropizmu komoérkowego, zasiggu gospodarza, ekspres;ji
genow oraz wzrost wirulencji [8].

Zalezno$ci zachodzace pomigdzy r6znymi warian-
tami genetycznymi wirusoOw sa bardzo ztozone, a ich
doktadny przebieg jak dotad nie jest poznany. Kazda,
dowolna populacja quasispecies moze ulec w kazdej
chwili zmianie prowadzac do wylonienia si¢ warian-
tow lepiej przystosowanych do warunkow srodowiska.
Stad tez nie jest mozliwy do przewidzenia kierunek
rozwoju wirusOw oraz przebieg choroby, takze szyb-
kos$¢ jej rozwoju i skutecznos¢ stosowanego leczenia.
Z tego wzgledu zjawisko quasispecies stale pozostaje
przedmiotem intensywnych badan, znajdujac si¢ w sfe-
rze zainteresowan naukowcow i lekarzy.

Pomimo stosowania coraz bardziej skutecznych
nowych technik badawczych analiza zjawiska quasi-
species nadal jest trudne. Obecne w danej populacji



PATOGENNOSC WIRUSOW RNA A ZJAWISKO QUASISPECIES

warianty wirusowe wystepuja bowiem w réznej liczeb-
nosci. Wspotczesne, dostgpne metody selekcyjne po-
zwalaja na wykrycie wylacznie form dominujacych,
wystepujacych w znaczacej przewadze. Formy wystg-
pujace w kilku kopiach ulegaja pominigciu, pozosta-
jac poza granica czutosci metod.

Zjawisko quasispecies bardzo czgsto cytowane jest
w aspekcie ewolucji wirusow RNA. Obecnie coraz
czgsciej pojawiaja si¢ doniesienia, w ktorych kwestio-
nuje si¢ zwiazek teorii quasispecies z ewolucja wiru-
sow [90], zwracajac uwage na naduzywanie tego ter-
minu w odniesieniu do kazdej formy genetycznej
heterogennos$ci wewnatrz populacji wirusowej [19].
Niektorzy oponenci sa zdania, iz wprowadzona teoria
zmienno$ci stanowi sprzeczno$¢ w stosunku do trady-
cyjnej genetyki populacyjnej [90]. W odpowiedzi na
liczne zarzuty zwiazane z nieodpowiednim stosowa-
niem terminu quasispecies, podjeto liczne badania nad
tym zjawiskiem, majace na celu przetozenie jego teo-
retycznych zatozen na zjawiska zachodzace w $rodo-
wisku. Dotychczas uzyskane wyniki badah nie pozwo-
lity jak dotad na jednoznaczne okreslenie istotno$ci
zjawiska quasispecies w odniesieniu do ewolucji wiru-
sow RNA [19, 90, 91]. Niewatpliwie jednak ogromna
zmienno$¢ wirusow RNA wynikajaca z plastycznosci
ich materialu genetycznego oraz znaczacej wielkos¢
populacji wirusowej [21], stanowi gléwne zrodio
wszelkich implikacji klinicznych zwiazanych z zaka-
zeniami tymi patogenami.
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