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Filoviruses - viruses existing for millions of years - why do we have such a big outbreak now?

Abstract: Ebola virus, discovered in 1976, caused the largest epidemic among humans in 2014. In this paper, we have discussed the
systematic position of Ebolavirus, the ecology of these viruses, the essential elements of pathogenesis of infections as well as comparative
characteristics of Filoviruses infectious biology. According to the paleovirological data, these features were developed during millions of
years of the co-evolution process and co-existence of pathogens and hosts. It is likely that changes of Ebola virus biology are not the reason
for such substantial changes in the epidemiology of Ebola virus infections. Analysis of factors associated with the characteristics of the
present epidemic (size, region) indicate that the main reason for such big epidemic may be the changes related to both humans activity,
mainly transformation of the environment, and the ability of bats (natural hosts of Filoviruses) to adapt to the new ecological conditions.
These processes may cause more outbreaks in the future, also on a large scale, and require taking appropriate actions to reduce the risks.

1. History and characteristics of filoviruses. 2. The structure and variability of EBOV. 3. Animal reservoir of Filoviruses. 4. Basics of the
Ebola virus life cycle in the cell. 5. Selected mechanisms of pathogenicity of Ebola virus. 6. Filovirus paleovirology. 7. Summary

Stowa kluczowe: rezerwuar i ekologia filowiruséw, budowa wirusa a patogeneza zakazen wirusem Ebola, paleowirusologia filowiruséw
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1. Rys historyczny i charakterystyka

W 1967 1. opisano pierwsze ognisko goraczki krwo-
tocznej wywolanej przez filowirusy, w tym przypadku
przez wirus Marburg [10]. Ognisko goraczki Marburg
(MVD) wystgpito w 3 miastach w Niemczech (Frank-
furt, Hamburg, Marburg) oraz w Belgradzie (obecnie
Serbia), a zrodtem byly zakazone malpy (Chlorocebus
aethiops) przywiezione z Ugandy. Kolejne zachorowa-
nia/ogniska MVD obserwowane byly gléwnie w Afryce,
szczegblnie w Ugandzie oraz Demokratycznej Repu-
blice Konga [10, 49]. Najczeéciej w ogniskach MVD
odnotowywano niewielka liczbe chorych. Wyjatek sta-
nowi ognisko w Angoli w 2005 r., w ktérym u 374 cho-
rych potwierdzono MDYV, a umieralno$¢ wynosita az
88% [10].

Pierwsze ognisko zachorowan wywotanych przez
wirus Ebola (EVD) opisano w 1976 1. w Zairze (obec-
nie Demokratyczna Republika Konga; DRC); czyn-
nik etiologiczny nazwano Zaire ebolavirus (ZEBOV).
Kolejne ognisko EVD stwierdzono w tym samym roku
w Sudanie wywotane przez Sudan ebolavirus (SEBOV/
SUDV'). W 1989 r. opisano kolejny gatunek nalezacy
do rodzaju Ebola — Reston ebolavirus (REBOV/RSTV),

ktory wywolywal zachorowania u $win i malp, ale nie
u ludzi [10]. Kolejnym gatunkiem byt Ivory Coast
ebolavirus (CIEBOV), obecnie zwany Tai Forest ebo-
lavirus (TEBOV/TAFV), ktéry spowodowal zachoro-
wania wsrod szympansoéw w rezerwacie Tai Forest na
Wybrzezu Kosci Stoniowej w 1994 r., oraz pojedyncze
zachorowania u ludzi [30, 49]. Ostatnim opisanym
gatunkiem rodzaju Ebola jest Bundibugyo ebolavirus
(BEBOV/BDBV), ktéry w 2007 r. byl przyczyna zacho-
rowan w Ugandzie [42]. Lacznie, do 2013 r. WHO zano-
towalo 23 ogniska EVD, a sposrdéd 2329 zgloszonych
zachorowan 1562 zakonczyly sie zgonem pacjenta czyli
$rednia umieralno$¢ wynosita 67% [31, 49].

W Europie, w XX wieku, wystapily nieliczne i wy-
facznie importowane zakazenia filowirusami. Jednak
w 2002 r. stwierdzono, ze w Poludniowej Europie wy-
stepuje wirus zaliczany do filowiruséw, Lloviu cuevavi-
rus (LLUV), ktéry w Potudniowej Francji wywotat za-
chorowania u nietoperzy Miniopterus schreibersii [34].
Do tej pory nie stwierdzono u ludzi zakazen wywota-
nych tym wirusem.

Aktualnie do rodziny Filoviridae zaliczanych jest
7 gatunkow wirusoéw. Aktualna systematyka filowiru-
sOw przedstawia si¢ nastepujaco:

! Obecnie brak jest ujednoliconych skrotéw nazw gatunkowych filowiruséw. W pracy przedstawiono 2 najczesciej stosowane przez

naukowcéw z oérodkéw referencyjnych.
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2. Struktura i zmiennos¢ EBOV

W mikroskopie elektronowym filowirusy widoczne
sa jako charakterystyczne, nitkowate formy. Dlu-
go$¢ czastki wirusa moze by¢ rézna (od 900 nm do
14000 nm), ale $rednica jest stala: ok. 80 nm dla Ebo-
lavirus oraz 100 nm - dla Marburgvirus. Filowirusy sg
to wirusy ostonkowe, a ich genom stanowi pojedyncza,
niesegmentowana, ujemnie spolaryzowana ni¢ RNA
o diugosci ok. 19000 nukleotydéw. W genomie filo-
wirusow zawarta jest informacja dla 7 biatek struktu-
ralnych: nukleoproteiny (NP), bialek matriksu (VP40
i VP24), kofaktora polimerazy (VP35), aktywatora
transkrypcji (VP30), glikoproteiny (GP1 i GP2) oraz na
koncu 5’ - duzy gen kodujacy RNA-zalezng polimeraze
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RNA (L). Geny VP35 i VP40 naktadaja sie na siebie.
Ponadto wyrdznia sie dwie sekwencje miedzygenowe
(IR): dluga, 144 nukleotydowa pomiedzy VP30/VP24
oraz kroétka (4-5 nukleotydéw) pomiedzy genami NP/
VP35. Skrécenie dlugiego odcinka sekwencji IR nie
wplywa na transkrypcje wirusa, ale znaczaco redukuje
liczbe powstatych czastek potomnych. Ponadto, kodo-
wana jest informacja dla biatka niestrukturalnego, tzw.
wolnej (rozpuszczalnej) glikoproteiny (sGP oraz ssGP)
[9, 31] (Rys. 1).

Badania sekwencji nukleotydowej wiruséw wyizo-
lowanych podczas epidemii EBOV w 2014 r. w Afryce
Zachodniej wykazaly, Ze wirus ten jest najbardziej
zblizony do wirusa, ktory wywotal zachorowania
w 2004 r. w Demokratycznej Republice Konga (DRC)
[7]. W czasie ostatniej epidemii wykazano réwniez,
ze wystepuja roznice w sekwencjach nukleotydowych
wiruséw pochodzacych od réznych chorych, jak réw-
niez pochodzacych z réznych tkanek od tego samego
pacjenta, co obrazuje zmienno$¢ wirusa. Ta cecha wiru-
séw, zaobserwowana w 2014 r., odbiega od uprzednio
opisywanych i moze by¢ wynikiem zadziatania kilku
czynnikow. Jako jeden z nich rozwazana jest zmiana
charakteru epidemii z ,,lesnej” na ,,miejskaq’, czyli wyste-
powanie zakazen w populacji ludzi znacznie bardziej
zroznicowanych pod wzgledem genetycznym w pordw-
naniu do oséb zyjacych w malych osadach [18]. Innym
powodem obserwacji wzrostu zmienno$ci wirusa pod-
czas epidemii w 2014 r. moze by¢ izolowanie kwasu
nukleinowego wirusa i badanie sekwencji nukleotydo-
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24
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Rys. 1. Schemat genomu wirusa Ebola; biatka strukturalne i niestrukturalne (opracowanie wlasne)

Objasnienia: biatka strukturalne: NP - nukleoproteina; VP 35 — kofaktor polimerazy; VP 40 - biatko matriks; GP - transblonowa glikoproteina;
VP 30 - kofaktor transkrypcji; VP 24 - biatko matriks; L - polimeraza RNA zalezna od RNA. Biatka niestrukturalne: sGP - rozpuszczalna glikoproteina,
ssGP - bardzo mata glikoproteina. IR - sekwencje miedzygenowe.
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wej bezposrednio z probek materiatu klinicznego, a nie
z zastosowaniem etapu preselekcji jakim jest izolacja
wirusa w liniach komérkowych.

Ze wzgledu na biologie RNA wiruséw, charaktery-
zujg sie one bardzo wysokg zmienno$cig genetyczng,
jednak nie wszystkie zmiany maja istotne znaczenie
dla przezycia wirusa. Ze wzgledu na wtasciwosci kodu
genetycznego, niektére zmiany w sekwencji nukleoty-
dow nie prowadzg do zmiany aminokwasu w sekwencji
powstajacego w procesie translacji biatka — sa to muta-
cje synonimiczne. Ponadto, takze po$réd zmian amino-
kwasu w syntezowanej czasteczce biatka (mutacje nie-
synonimiczne), mozliwe s zmiany nie majace wpltywu
na wlasciwosci tego biatka (np. zamiana leucyny na izo-
leucyne w obszarze hydrofobowym). Analiza sekwencji
wykazala, Ze w stosunku do szczepow wirusa Ebola Zair
izolowanych podczas poprzednich epidemii, wystepuje
341 mutacji punktowych, w tym 35 majacych wplyw
na kodowany aminokwas (tzw. niesynonimicznych),
173 nie majacych wplywu (tzw. synonimiczne) oraz 133
w sekwencjach niekodujacych. Ponadto wéréd izolatow
wirusa Ebola uzyskanych od tego samego pacjenta, ale
w réznym okresie choroby, stwierdzono wystepowanie
polimorfizmu dotyczacego 55 nukleotydéw (15 nie-
synonimicznych, 25 synonimicznych i 15 w obszarach
niekodujgcych). Dokladna analiza zmian pozwolita
na ustalenie, ze liczba dozwolonych zmian, ktére nie
maja znaczenia dla przezycia wirusa, wynosi 263 w tym
73 niesynonimiczne, 108 synonimiczne, 70 w obszarach
niekodujacych i 12 zmian ramki odczytu. Zaobserwo-
wano takze kumulacje zmian w przebiegu zakazenia
w obrebie genu glikoproteiny (GP). Szybkos¢ mutacji
obliczona dla EBOV wynosi 0,810~ na nukleotyd/
na rok [18].

Niejednoznaczno$¢ kodu genetycznego, w ktorym
wigkszo$¢ aminokwaséw moze by¢ zwigzana z wigcej
niz jednym kodonem, oferuje ewolucyjng mozliwos¢
dostrojenia wydajnosci i dokladnosci wytworze-
nia biatka, przy jednoczesnym zachowaniu tej samej
sekwencji aminokwaséw. Rézne kodony odpowia-
dajace tym samym aminokwasom sg czg¢sto uwazane
za ,synonimiczne” (analogicznie do pojecia mutacji
synonimicznych). Nalezy zauwazy¢. ze odpowiadajace
»synonimicznym kodonom” tRNA moga wystepowac
w danej komorce w réznych stezeniach, a zatem wply-
wa¢ na dynamike syntezy biatka. Wykorzystanie przez
wirusa kodonéw nie zmieniajacych wlasciwosci biatka
czesto odzwierciedla wynik doboru naturalnego, stuza-
cego gtownie do dostrajania wydajnosci i dokladnosci
translacji. W badaniach wykazano istnienie réznych
preferencji kodonéw w genach EBOV i genach czlo-
wieka. Stwierdzono, ze ZEBOV nie wykorzystuje tRNA
wystepujacego w ludzkich komoérkach w najwyzszych
stezeniach, co sugeruje unikniecie konkurencji o tRNA
podczas syntezy aminokwasow wirusa [12].

207

3. Rezerwuar zwierzecy filowirusow

Poszukiwania rezerwuaru zwierzecego dla filowiru-
sOw ciagle trwaja. Prowadzone sa badania serologiczne
w celu wykazania kontaktu badanych zwierzat z filo-
wirusami, badania metoda RT-PCR (PCR z etapem
odwrotnej transkrypcji) w celu poszukiwania genomu
wirusa (RNA) w tkankach zywych lub padlych zwierzat,
a takze poszukuje si¢ wirusa w tkankach zakazonych
zwierzat (izolacja wirusa). Za najbardziej wiarygodne
uznaje sie wyniki poszukiwania genomu filowirusow
metoda RT-PCR oraz izolacje aktywnego wirusa. Obec-
nie uwaza si¢, ze obecnos¢ przeciwcial w surowicy zwie-
rzat wskazuje na kontakt z filowirusami [35, 37, 41],
ale z uwagi na mozliwo$¢ wystepowania reakeji krzy-
zowych, konieczne sg dalsze oznaczenia umozliwiajace
potwierdzenie i/lub réznicowanie zakazenia wywota-
nego przez poszczegdlne filowirusy. Krzyzowe reakcje
s3 czesto obserwowane gdy stosuje sie testy do poszu-
kiwania przeciwcial przeciw VP40 oraz nukleoproteinie
(NP) [26]. Stosujac te antygeny mozna uzyskac infor-
macje o zakazeniu filowirusem, ale nie mozna okregli¢
ktérym. Prawdopodobnie zjawisko to jest takze przy-
czyng wykrycia przeciwcial IgG skierowanych przeciw
nukleoproteinie EBOV w surowicy niektorych nietope-
rzy owocozernych (Rousettus leschenaultii) w Bangla-
deszu, z jednoczesnym brakiem izolacji genomu wirusa
Ebola lub samego wirusa [35].

Dane epidemiologiczne, wyniki badann molekular-
nych oraz serologicznych wskazuja na nietoperze owo-
cozerne, jako najbardziej prawdopodobnego gospoda-
rza filowirusow [33, 36, 43]. W tabeli I przedstawiono
gatunki nietoperzy owocozernych najczesciej wska-
zywane jako rezerwuar tych wiruséw. Nalezy zwrdci¢
uwage, ze osobniki nalezgce do jednego gatunku moga
by¢ rezerwuarem dla wiecej niz jednego gatunku filowi-
ruséw. Ponadto, zasieg wystepowania poszczegolnych
gatunkow nietoperzy jest bardzo rézny, poczawszy od
niewielkiego obszaru dla Rhinolophus eloquens, az do
bardzo szerokiego, obejmujacego kilka kontynentow,
dla Rousettus aegyptiacus. Niektore gatunki nietoperzy
wystepuja w $cidle okreslonych warunkach terenowych
np. Epomos franqueti wystepuje w niewielkich grupach
w nizinnych i wilgotnych lasach tropikalnych oraz
terenach trawiastych niedaleko zbiornikéw wodnych,
a inne zamieszkuja bardzo réznorodne $rodowiska
- np.: Hypsignathus monstrosus wystepujacy poczawszy
od nizinnych, wilgotnych laséw tropikalnych, poprzez
tegi, lasy bagienne namorzynowe czy palmowe do wil-
gotnej sawanny, az do wysokosci terenu 1800 m npm.
Innym waznym czynnikiem ryzyka jest ekologia tych
zwierzat. Niektore wystepuja w matych grupach, inne,
jak np. Eidolon helvum, w ogromnych koloniach licza-
cych co najmniej 100 tys. osobnikéw. Ponadto, nie-
ktére nietoperze wedruja w poszukiwaniu pozywienia
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Tabela I
Nietoperze owocozerne jako rezerwuar filowiruséw [3, 26, 33, 35, 37, 40, 50]

Gatunek nietoperza Rezerwuar Wystepowanie nietoperz
p wirusa ystep perzy
Hypsignathus monstrosus*,** | EBOV +++ | Szeroko rozpowszechniony w Zachodniej i Centralnej Afryce
MARV ++
Epomops franqueti** EBOV +++ | Szeroko rozpowszechniony w Afryce Zach. i Centr. z nielicznymi stanowiskami
MARYV ++ w Afryce Wschodniej
Rousettus aegyptiacus*,# EBOV +++ | Bardzo szeroki zasieg wystepowania: Afryka, (z wyj. Sahary), Bliski Wschéd, az po
(Rudawka nilowa) MARV +++ | Pakistan i Pin. Indie. Cypr, Srédziemn. Turcja, Liban, Izrael; Ptw. Arabski
REBOV+
Mpyonycteris torquata™* EBOV +++ | Rozpowszechniony w Zach. Afryce oraz w Afryce Srodkowej. Takze Angola,
PIn. Zambia, Rwanda
Epomorphorus gambianus EBOV + Afryka: pas poczawszy od Senegalu na zachodzie poprzez obszary Afryki Centralnej
az do Etiopii na wschodzie
Eidolon helvum EBOV+ Znaczne obszary Afryki od sub-saharyjskiej oraz Zach i Centr. az po Pd-Wschodnia.
Takze Ptw. Arabski i Madagaskar
Rhinolophus eloquens* MARV++ niewielki obszar Centr. i Wsch.Afryki
Miniopterus inflatus* MARV++ Afryka sub-saharyjska oraz Zach., Centr. Wsch. i Poludniowa (Namibia, Zimbabwe
i Mozambik)
Miniopterus schreibersii*** LLUV++ Poczawszy od Pd-Zach. Europy, poprzez Pln. i Zach. Afryke az po Bliski Wschod
REBOV+ i Kaukaz

* wykrycie genomu MARV; ** wykrycie genomu EBOV; *** wykrycie genomu LLUV; # izolacja wirusa MARV

pokonujac duze odleglosci (np. Epomorphorus gam-
bianus), a u innych charakterystyczng cechg jest
migracja mlodych samcéw (np. Myonycteris torquata).
Wiekszos¢ sposrdéd badanych gatunkéw nietoperzy
owocozernych wykazuje znaczne zdolnosci adapta-
cyjne i spotykane sg takze na terenach rolniczych lub
w parkach miejskich (np. H. monstrosus, E. franqueti,
R. aegyptiacus, M. torquata, E. gambianus oraz Minio-
pterus schreibersii w Europie) [33, 34]. Oznacza to, ze
mozna spodziewa¢ si¢ zwiekszonej liczby kontaktow
miedzy tymi zwierz¢tami a czlowiekiem, a tym samym
wzrostu ryzyka zakazen. Niektorzy autorzy szacuja,
ze ok. 2,5% osobnikéw danej kolonii nietoperzy moze
by¢ zakazonych filowirusami, a najbardziej narazone
na zakazenie s3 mlode osobniki, ktére nie posiadaja
odpornosci na infekcje wywotane tymi wirusami.
Zaobserwowano zwigzek miedzy cyklem rozwojowym
nietoperzy a wystepowaniem zakazen wirusem Mar-
burg u ludzi. Ogniska u ludzi byly zwigzane w czasie
z pojawianiem si¢ na danym terenie mtodych nieto-
perzy (26, 34, 36, 40, 41, 50].

Obecnie uwaza si¢, ze do pierwotnego zakazenia
wirusem Ebola dochodzi przede wszystkim poprzez
kontakt z wydalinami zakazonego nietoperza. Zaka-
zeniu mogg ulec zar6wno malpy naczelne, jak i afry-
kanskie antylopy lesne (dujkery) zywiace si¢ owo-
cami. Istotnym problemem, na ktéry wielu autoréow
zwraca uwagg jest fakt, ze wiele zwierzat, w tym szym-
pansy i goryle sg nieraz dziesigtkowane w wyniku
zakazenia wirusem Ebola [23, 37, 40]. W przeglado-

wej pracy, ktéra ukazala sie¢ w 2012r. autorzy prze-
prowadzili staranng analiz¢ danych dotyczacych zaka-
zen filowirusami u zwierzat [37]. W analizie uwzgled-
niano nie tylko metode badania, wykrycie wirusa czy
badanie obecnosci przeciwcial, ale réwniez brano pod
uwage czy material do badan pochodzil od odlowio-
nych zywych zwierzat czy tez byly to znalezione zwloki.
Lacznie przeanalizowano informacje o 13440 zwie-
rzetach nalezacych do 158 gatunkéw. W grupie
zywych zwierzat najczesciej badano nietoperze i gry-
zonie i u 0,2% badanych (13/5309) stwierdzono genom
wirusa EBOV. Przeciwciala dla tego wirusa wykryto
u 2,2% badanych zwierzat (u 180/8050 badanych),
przy czym byty to przede wszystkim zwierzeta domowe,
a gatunkiem u ktérego najczesciej wykrywano obec-
nos$¢ przeciwcial byly psy. W przypadku badan mar-
twych zwierzat wiekszo$¢ stanowily zwloki naczel-
nych, a w okresach epidemii u ludzi obecno$¢ wirusa
Ebola stwierdzono u ponad 32% badanych zwierzat
[37]. Zaréwno analiza epidemiologiczna jak i bada-
nia genomu wiruséw wykazaty istotng role nietoperzy
jako gléwnego zrédla pierwotnych zakazen cztowieka
[17, 43], chociaz do zakazenia czlowieka dochodzi
prawdopodobnie rzadziej i dos¢ przypadkowo np.
poprzez kontakt ze skazonymi owocami, zakazonymi
zwierzetami lub padling [3, 33, 36, 40]. Wykazano,
ze po przekroczeniu bariery miedzygatunkowej, cho-
roba rozprzestrzenia si¢ miedzy ludZmi na drodze
bezposredniego kontaktu z osobg zakazong. Jednak
juz w 1976 roku zauwazano, ze w trakcie epidemii les-
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nych w Sudanie ok. 5% chorych nie mialo bezpo-
$redniego kontaktu fizycznego z chorym na EVD ani
z cialami zakazonych zwierzat. Podobnie, w trakcie
epidemii ,,miejskiej” w Kikwicie w 1995 roku (Demo-
kratyczna Republika Kongo, dawniej Zair) zaobser-
wowano, ze odsetek takich przypadkow siegat 17,4%.
Te obserwacje sugerowaly mozliwos¢ innej, niz bez-
posredni kontakt, drogi transmisji wirusa. Zaczeto ana-
lizowa¢ mozliwos¢ transmisji zakazenia droga kro-
pelkowa lub poprzez kontakt z zakazonym zwierze-
ciem z innych gatunkdw niz naczelne i antylopy lesne.
W badaniach eksperymentalnych udato si¢ w pewnych,
okreslonych warunkach uzyska¢ transmisje zakaze-
nia drogg kropelkowa, ale nie potwierdzono jej nigdy
wérdd ludzi [33, 38, 49].

Analizujac mozliwo$¢ przeniesienie zakazenia przez
inne zwierzeta zwrdcono uwage na psy, ktore towarzy-
sz ludziom a zywig si¢ czesto resztkami i padling. Do
tej pory u psow nie udokumentowano zachorowan
wywotanych przez wirusa Ebola, natomiast badania
serologiczne wskazuja na mozliwo$¢ zakazenia psow
filowirusami oraz sugeruja, ze psy moglyby by¢ wskaz-
nikiem zagrozenia. Oznaczono obecno$¢ przeciwciat
klasy IgG dla EBOV u pséw w Afryce na terenach, na
ktorych sporadycznie wystepowaly zakazenia u ludzi
oraz tam gdzie odnotowano ogniska EVD oraz
u 100 pséw we Francji. Stwierdzono wysoce znamienng
zalezno$¢ miedzy obecnoscia IgG swoistych dla filo-
wiruséw u pséw oraz czestoscig zakazen u ludzi. Naj-
wyzszy odsetek wynikéw dodatnich u pséw stwier-
dzono na terenach, na ktérych odnotowano epidemie
EVD (0k.25%), nastepnie wérdd pséw na terenie gdzie
wystepowaly pojedyncze zachorowania u ludzi (15%)
oraz u 9% pséw z miast gdzie nie odnotowano zacho-
rowan. U pséw badanych we Francji, gdzie spodzie-
wano sie uzyska¢ wynik bliski 0% - u 2% zwierzat
wykryto przeciwciata dla EBOV [2]. Wynik ten mozna
wytlumaczy¢ odkryciem w 2002 r. Lloviu cuevavirus
na potudniu Francji i wystepowaniem reakcji krzyzo-
wych pomiedzy przeciwcialami skierowanymi przeciw
réznym filowirusom [34].

Zespot Pigott i wsp. przeanalizowal zgloszone przy-
padki zakazen wirusem Ebola wérod ludzi i zwierzat
(naczelne i nietoperze) w okresie 1976-2014 w Afryce
w celu okreslenia niszy zoonotycznej dla EVD - czyli
obszaru na ktérym moze wystapi¢ ryzyko zakazen/
zachorowan [40]. Wykazali oni, ze zachorowania wsrod
ludzi czesto poprzedzone byly przypadkami zachoro-
wan wérdd zwierzat lub wystepowaly one réwnocze$nie
na tym samym obszarze. Analiza zasiegu wystepowa-
nia gatunkow zwierzat, ktére podatne s3 na zakaze-
nie (np. goryle czy szympansy) oraz gatunkow nie-
toperzy uwazanych za rezerwuar wirusa pozwolila
autorom na stwierdzenie, ze w obszarze istotnego
ryzyka zamieszkuje obecnie 22 miliony ludzi. Obszar
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ryzyka obejmuje przede wszystkim Afryke Srodkows
oraz Zachodnig. Do tej pory ogniska EVD u ludzi zgla-
szano w Sudanie, DRC, Kongu, Gabonie, Ugandzie
oraz na Wybrzezu Kosci Stoniowej, Liberii, Gwinei
i Sierra Leone. Zgodnie z analizg Pigotta i wsp. do kra-
jow ryzyka nalezy takze zaliczy¢: Etiopie, Tanzanie,
Mozambik, Angole, Rep. Srodkowej Afryki, Kamerun,
Nigerie, Togo i Ghane oraz Madagaskar [40]. Z tej per-
spektywy epidemia w Zachodniej Afryce jest zaledwie
poczatkiem problemoéw [33].

4. Podstawowe etapy cyklu zyciowego wirusa Ebola
w komorce

Podobnie jak w przypadku innych wiruséw w pro-
cesie replikacji wirusa Ebola mozna wyrdzni¢ szereg
etapow. Pierwszym z nich jest adsorpcja EBOV do
receptorow komorki poprzez wirusowa glikoproteine
GP1. Receptory komorkowe mogg by¢ rézne w zalezno-
$ci od typu komorek, ale istotng role w procesie wnika-
nia wirusa do komorki odgrywaja lektyny oraz mucyny.
Uwaza sig, ze na szerzenie sie wirusa w zakazonym
organizmie ma wplyw ekspresja lektyn wiazacych
wirusowg GP [14, 22]. Obecnos¢ lektyn jest zalezna od
typu komorek. Ich obecnos¢ zostata potwierdzona na
makrofagach i komdrkach dendrytycznych (DC-SIGN,
hMGL), hepatocytach (ASGPR-1) oraz komoérkach
endotelium watroby i weztéw chtonnych (DC-SIGNR,
LSECtin). Czasteczki TIM-1 (T cell Ig mucin 1), czyli
trans-membranowej glikoproteiny zawierajacej domeny
IgV i mucyno-podobne, wchodza w reakcje z gliko-
proteing wirusa Ebola w procesie wnikania wirusa do
komorki [22, 24, 28, 48]. Zaobserwowano, Ze stezenie
TIM-1 na powierzchni réznych komorek jest wyraznie
skorelowane z podatnoscia tych komorek na zakazenie
filowirusami [28].

Kolejnym etapem replikacji EBOV jest internali-
zacja wirusa na drodze mikropinocytozy. Proces ten
jest zalezny od katepsyny L i B oraz wymaga niskiego
pH [13], GP1 ulega w nim ci¢ciu do matych, 19-kDa
fragmentéw co z kolei pozwala na wigzanie GP1 do
NPCI (biatko Niemann-Picka typu C, zwigzane z trans-
portem cholesterolu). Jest to szczeg6lnie istotne w przy-
padku namnazania EBOV w komoérkach dendrytycz-
nych [22, 45, 49].

Nastepnie, w warunkach niskiego pH oraz po zwig-
zaniu GP1 z NCP1, dochodzi do fuzji blony komor-
kowej endosomu z ostonka wirusa. Powoduje to
zmiang konformacyjng GP2, co prowadzi do uwolnie-
nia genomu wirusa oraz zwigzanych z nim bialek do
cytoplazmy komorki gospodarza. Od tego momentu
obserwuje si¢ supresorowe dzialanie VP35 i VP24 na
system odpornosciowy gospodarza, polegajace przede
wszystkim na hamowaniu syntezy IFN [16, 22].
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Uwolniony kompleks rybonukleoproteinowy (poli-
meraza L, nukleoproteina, VP35 i VP30) wirusa roz-
poczyna transkrypcje mRNA na bazie wirusowego
RNA [47]. Wirusowa polimeraza RNA zalezna od RNA
przeprowadza proces poliadenylacji wirusowego
mRNA. Przylaczenie przy kodonach stop fragmen-
tow poliA umozliwia tworzenie na tej samej sekwen-
¢ji genomu réznych bialek wirusowych. Insercja +2A
prowadzi do powstania z sGP bardzo matej tzw. ssGP
(super small secreted glycoprotein), insercja +1A - do
utworzenia transblonowej glikoproteiny (GP) o pelnej
dlugosci, natomiast brak insercji adeniny powoduje
powstanie sGP czyli malej rozpuszczalnej glikopro-
teiny (small secreted glycoprotein). Obie glikoproteiny,
ssGP oraz sGP, ogrywaja istotng role w patogenezie
zakazen EBOV [16].

Regulacja poziomu procesu transkrypcji i replika-
cji nastepuje poprzez fosforylacje VP30. W utrzymaniu
réwnowagi miedzy transkrypcja a replikacja biorg takze
udziat biatka matriksu: VP24 i VP40. Replikacja roz-
poczyna sie w momencie gdy jest odpowiednia liczba
czasteczek nukleoproteiny i innych biatek chronigcych
nowo syntezowany kwas rybonukleinowy [25].

W kolejnym etapie z nukleoproteiny, VP40, VP24
oraz VP35 formowany jest nukleokapsyd w postaci
ciasno zwinietej spirali, o stalej $rednicy ok. 80 nm
(Ebolavirus) lub 100 nm (Marburgvirus) [1, 32]. Po
utworzeniu nukleokapsydow potomne czgstki wirusa sa
uwalnianie z komorki na drodze paczkowania. W tym
procesie istotng role petnig biatka matriksu, szczegol-
nie bialko VP40, ktére na drodze mechanizmu ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport)
wchodzi w reakcje z blong plazmatyczng [1]. Mecha-
nizm ESCRT w niezakazonej komorce jest wykorzy-
stywany do pelnienia takich funkgji biologicznych jak:
odtwarzanie blon komérkowych, tworzenie pecherzy-
kéw, procesdw fagocytozy oraz dojrzewania cytokin.

5. Wybrane mechanizmy patogennosci
wirusa Ebola

Proces patogenezy u osob zakazonych wirusem
Ebola stanowi doskonaty przyktad wykorzystywania
przez wirusa wzajemnych relacji gospodarz — patogen.
W czasie cyklu replikacyjnego wirusa wybrane pro-
cesy obrony organizmu przed zakazeniem sg modulo-
wane w taki sposob aby maksymalnie ,,0szuka¢” uktad
immunologiczny gospodarza. Ich celem jest wypra-
cowanie warunkoéw ulatwiajacych wirusowi zakazanie
kolejnych komorek, tkanek i narzadéw, zanim urucho-
mione beda skuteczne mechanizmy swoistej obrony [6,
13, 14, 16, 25].

Jednym z bardzo istotnych czynnikéw, ktory ulat-
wia rozprzestrzenianie si¢ wirusa w zakazonym orga-
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nizmie, jest zdolnos¢ wirusowego biatka VP35 do
hamowania syntezy i dziatania interferonu IFN typu I
(beta/alfa). Zjawisko to pozwala na intensywne namna-
zanie wirusa Ebola. Oddzialywanie biatka VP35 doty-
czy przede wszystkim mechanizmu zaleznego od
RIG-1 zwigzanego z produkcja IFN typu I oraz cyto-
kin. RIG-1 wykazuje aktywno$¢ helikazy i nalezy do
grupy cytoplazmatycznych receptoréw (m.in. Mda-
5, LGP-2) wykrywajacych RNA wirusowe [6, 16, 45,
46]. Po zwigzaniu dwuniciowego RNA przez RIG-1
nastepuje transkrypcja IFN typu I oraz IL-6 i IL-12.
Poprzez wigzanie z kompleksem replikacyjnym wirusa
biatko VP35 maskuje obecno$¢ dwuniciowego RNA,
a tym samym nie dopuszcza do degradacji genomu
przez RNAazy rozpoznajace dsRNA. Ponadto VP35
ogranicza ekspresje gendw zwigzanych z produkcja
malych interferujgcych czastek RNA bedacych kolej-
nym mechanizmem obronnym komorki eukariotycz-
nej przed wirusowym RNA. Biatko VP35 blokujac
aktywnos¢ kinazy PKR (aktywowanej przez dsRNA)
o przeciwwirusowej aktywnosci, oddzialuje ujemnie
takze na systemy fosforylacji np. na IRF-3, IRF-7 (inter-
feron regulatory factor) stanowigce jeden z mecha-
nizmoéw obrony komoérki po aktywacji interferonem.
Natomiast zjawisko supresji IFN typu I oraz II wywo-
tane jest oddzialywaniem bialka VP24, ktére hamuje
akumulacje fosforylowanego STAT 1 (aktywator trans-
krypcji) w jadrze zakazonej komdrki. W ten sposob
dochodzi do ogélnego zablokowania powstawania in-
terferonu alfa/beta oraz gamma. W przypadku Mar-
burgvirusa zdolno§¢ do supresji interferonéow wyka-
zuje VP40 [25].

Roéwnolegle do zablokowania produkgji interferonu
typu I oraz II przez oddzialywania biatek VP35 1 VP24,
dochodzi do akumulacji GP1 i GP2 w retikulum endo-
plazmatycznym. To z kolei prowadzi do aktywacji
NFkappaB oraz ROS. W koncowych etapach zakazenia
wirusem Ebola, wysokie stezenia GP1 i GP2 sg czynni-
kiem obnizajacym stezenie wielu bialek na powierzchni
komorek gospodarza, istotnych dla odpowiedzi immu-
nologicznej i adhezji komdrek. Proces ten dotyczy sze-
regu integryn w tym ITGAL, ITGA2, ITGA3, ITGA4,
ITGAS, ITGA6, ITGAV i ITGBI. Szczegélnie istotne
jest oddziatywanie GP1,2 na integryny a3, (receptora
dla wironektyny), ktére pelnig wazna role jako recep-
tory przy fagocytozie przez komorki makrofagowe
i dendrytyczne [6].

W wyniku namnazania si¢ wirusa w makrofagach
i monocytach dochodzi do wysokiej produkeji pro-
zapalnych cytokin i chemokin oraz ROS, co z kolei,
prowadzi do dysfunkcji komoérek srodblonka, wykrze-
piania wewngtrznaczyniowego i zapasci krazenio-
wej. ROS s3 to czastki zawierajace w swoim skladzie
atomy tlenu z niesparowanym elektronem (rodniki)
lub wigzania O-O, ktdre biorg udzial w reakcjach che-
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micznych odgrywajacych znaczaca role w metaboli-
zmie i tarzeniu si¢ organizméw zywych. Namnazanie
wirusa w komoérkach dendrytycznych prezentujacych
antygen oraz apoptoza limfocytéw w wyniku aktywacji
(tzw. trans infection) powoduje natomiast zaburzenia
odpornosci, szczegdlnie przy wytwarzaniu EBOV-spe-
cyficznych CD8+ i CD4+ limfocytow T [4].

Niezwykle interesujaca role w procesach patogenezy
zwigzanej z zakazeniem wirusem Ebola pelni biatko
sGP [4, 14] Biatko to powstaje jako dodatkowy produkt
genu kodujacego wirusowa glikoproteine. U wszystkich
gatunkow Ebola sGP powstaje w formie prekursora
przeksztatcanego w forme dojrzalg poprzez potransla-
cyjne modyfikacje w systemie Golgiego.

W rezultacie tych proceséw z zakazonych komorek
uwalniana jest glikoproteina w postaci wolnego i nie-
zwigzanego z wirionem homodimeru. W poréwnaniu
do innych bialek powstajacych w wyniku ekspresji
genu glikoproteiny (GP , i ssGP) biatko to powstaje
w niezwykle duzych ilo$ciach. W warunkach replika-
cji w hodowli Vero proporcja powstajacego sGP do
GP , i ssGP wynosi odpowiednio 74 do 24 do 5. Pod
wzgledem antygenowosci biatko indukuje powstawanie
i reaguje z wigkszoscig przeciwcial dla GP ,z wyjatkiem
przeciwcial neutralizujacych wirusa Ebola [14, 16].
Mozna wigc powiedzie¢, ze biatko sGP stanowi swego
rodzaju ,cel pozorny” przekierowujac odpowiedz
humoralng zakazonego w kierunku przeciwcial nie-
efektywnych dla procesu eliminacji wirusa i zdrowie-
nia. Inne funkcje przypisywane biatku sGP to dzialanie
na funkcjonalno$¢ systemu naczyniowego, aktywacja
limfocytéw niezakazonych, indukcja apoptozy limfo-
cytow, czy blokowanie aktywnosci neutrofili. Zwigzana
z receptorami dla wirusa Ebola na powierzchni wrazli-
wych komorek sGP, poprzez blokowanie wnikania cza-
stek wirusowych, moze by¢ czynnikiem regulujacym
szybko$¢ rozprzestrzeniania si¢ wirusa w zakazonym
organizmie. Wigkszos¢ z tych oddzialywan pozostaje
w sferze hipotez wymagajac szczegdtowego rozpraco-
wania mechanizméw tych zjawisk [4, 6, 44].

W wyniku wszystkich przedstawionych w tym roz-
dziale dziatan wirusa dochodzi do hamowania proce-
sow fagocytozy i zablokowania wytwarzania cytokin
stanowigcych wazny element nieswoistej odpowiedzi
przeciwwirusowej. Cytokiny te (gtéwnie IFN typu I
iII, IL-6, IL-12) biorg udzial zar6wno w indukgji swo-
istej odpowiedzi przeciwwirusowej poprzez aktywacje
limfocytéw B oraz T jak réwniez w stymulacji nie-
swoistych czynnikow przeciwwirusowych. W wyniku
rozregulowania systemu wytwarzania cytokin docho-
dzi do nadmiernej produkcji prozapalnych cytokin,
co prowadzi do uszkodzenia naczyn i wykrzepiania
wewngtrznaczyniowego, a tym samym do uszkodzenia
narzadow i zapasci krazeniowej, czgsto prowadzacych
do $mierci chorego [4].
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6. Paleowirusologia

Paleowirusologia jest to nauka, ktéra w historii
ewolucji zycia zajmuje si¢ badaniem relacji $wiata
wiruséw i ich gospodarzy. Wykorzystuje ona miedzy
innymi informacje zawarte w endogennych wiruso-
wych elementach (EVE), dziedziczonych przez genom
gospodarza powstalych w wyniku transferu fragmen-
tow genow wirusowych (HGT-horizontal gene trans-
fer). Dzigki zsekwencjonowaniu licznych genomoéw
gospodarzy oraz technikom bioinformatycznym, EVE
mozna obecnie identyfikowa¢ i przypisywa¢ do odpo-
wiednich grup taksonomicznych gospodarzy i wiru-
sow. Najnowsze badania pokazuja, ze niektére EVE
zostaly dokooptowane jako geny komoérkowe, ktérych
produkty dzialajg czesto jako inhibitory namnazania
sie wirusow. Stanowig one pozostalo$¢ historycznych
»bitew” pomiedzy patogenem a gospodarzem, ktérych
strategia doprowadzita do mozliwosci wykorzysty-
wania w przysztosci informacji genetycznej wirusa
w walce przeciwko spokrewnionemu wirusowi [11,
15,21, 22, 27, 39].

Szczegodlnie interesujacym kierunkiem badan jest
poszukiwanie odpowiedzi na pytanie jakie sa korzy-
$ci dla gospodarzy wynikajace z obecnosci EVE i jakie
s mechanizmy, ktére pozwalaja na uzyskanie tych
korzysci. Dowodem na ich istnienie jest fakt, ze w nie-
ktorych przypadkach, dlugie otwarte ramki odczytu
dla genéw wirusowych zostaly zachowane w genomie
gospodarza przez miliony lat, a ich obecno$¢ koreluje
z bezobjawowym przebiegiem zakazenia wywolanego
przez dany gatunek/rodzaj wirusa u gospodarza posia-
dajacego konkretny gen wirusowy. Przyktad moze
stanowi¢ zakazenie nietoperzy wywolane przez filowi-
rusy. W przyszlosci dalsze badania pozwola nie tylko
na wyjasnienie dlaczego niektére gatunki nietoperzy
wydaja sie by¢ ,,odporne na zakazenie”, ale mogg réw-
niez pozwoli¢ na identyfikacje nowych, nieznanych
jeszcze filowirusow [8].

Znaczenie EVE dla proceséw ewolucyjnych zostato
niezwykle interesujgco przedstawione w pracy Aswada
i Katzorakis’a, ktorzy z punktu widzenia patogenezy
zakazenia wirusowego, przedstawili udziat EVE pocho-
dzacych z filowiruséw w tym procesie [5]. Wskazali
oni, ze prawie wszystkie EVE wskazujace homologie
z genomem RNA wiruséw o jednoniciowym genomie
odpowiadaja wirusowemu genowi nukleoproteiny,
a wiec genowi odpowiadajacemu za synteze bialka
zabezpieczajacego genom wirusa przed degradacja.

W popularnej literaturze homologi genéw wirusa
zawarte w genomach gospodarzy okresla sie jako
wirusowe skamienialosci [21]. Najbardziej zaskaku-
jace skamienialo$ci wirusowe nie dotycza DNA wiru-
séw czy retrowirusowego RNA, ale RNA wirusow,
ktére w swoim cyklu replikacyjnym nie s3 zdolne do
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przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji. W genomie
gospodarzy stwierdzono odcinki cDNA odpowiadajace
genom RNA wiruséw zakwalifikowanych do réznych
rodzin takich jak: Bornaviridae (8, 15], Flaviviridae
(8], Orthomyxoviridae [8], Bunyaviridae (Phlebovi-
ruses) [7] oraz Rhabdoviridae [8]. Dotyczy to réwniez
filowiruséw, dla ktérych naturalnymi gospodarzami
sg nietoperze. Zakazenie u tych zwierzat ma tagodny
lub bezobjawowy charakter. Cechg charakterystyczna
nietoperzy jest posiadanie wbudowanego w genom
fragmentu cDNA przepisanego z RNA genomu filovi-
ruséw. Obserwacja ta nie tylko potwierdzila hipoteze
o roli nietoperzy w przenoszeniu zakazen wywolywa-
nych przez rézne gatunki Mononegavirales, ale otwo-
rzyla dwa niezwykle ciekawe kierunki badan. Pierw-
szy z nich to analiza udzialu czasteczek mikro-RNA
w obronie gospodarza przed patogenem [5]. Drugi
nowy kierunek badan to analiza naturalnej historii
wirusow i ich relacji z gospodarzami [39].

W badaniach prowadzonych na ukladzie nietope-
rze - filowirusy okazalo sig, ze relacja ta oparta jest na
wbudowaniu do genomu nietoperzy fragmentu cDNA
homologicznego do fragmentu genomu filowiruséw.
Wbudowany fragment cDNA odpowiada genowi biatka
nukleoproteiny (NP) lub biatka VP35. Sg to wiec frag-
menty cDNA homologiczne do cz¢séci genomu filo-
wiruséw kodujacej biatka zwigzane z hamowaniem
odpowiedzi immunologicznej gospodarza na zaka-
zenie. W przypadku cDNA wbudowanego w genom
gospodarza komplementarnego do wirusowego genu
VP35, transkrypt tego genu jest antagonistg wiruso-
wego genu biatka VP35, ktore odpowiedzialne jest za
hamowanie produkcji interferonu u gospodarza we
wczesnym okresie zakazenia. Zablokowanie syntezy
biatka VP35 powoduje, zZe wirus nie moze hamowa¢
syntezy interferonu, a wysoki poziom interferonu we
wczesnym okresie zakazenia powoduje, Ze w znacznym
stopniu hamowana jest replikacja wirusa. Wydaje sie,
ze dzigki temu zakazenie nietoperzy filowirusami jest
znacznie ograniczone i ztagodzone do postaci bezobja-
wowej ale potaczonej z wydalaniem zakaznego wirusa.
Uwaza sie, Ze istotng role odgrywaja tu czasteczki
mikroRNA interferujace z produktami genomu wirusa
[25, 34, 45].

Wyjatkowe EVE wystepuje u torbaczy i odpowiada
fragmentowi kodujagcemu polimeraze RNA zalezng
od RNA (L). Niezaleznie od mechanizmu dziatania
taki dobor EVE wskazuje na tendencje do opdzniania
procesé6w namnazania wirusa az do momentu uru-
chomienia swoistych mechanizméw obrony pozwala-
jacych na uzyskanie przez gospodarza ochrony przed
powtdérnymi zakazeniami. Odbiega to w istotny sposdb
od strategii uzycia interferujagcych RNA zastosowanej
w leczeniu zakazen wirusem Ebola, gdzie lekiem jest
homolog wirusowej glikoproteiny [52].
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7. Podsumowanie

Podsumowujac, wypracowany poprzez miliony lat
system wspolistnienia filowiruséw i ich gospodarzy
opiera sie na hamowaniu tempa replikacji patogenu
poprzez antagonistyczne oddziatywanie zintegro-
wanych z genomem gospodarza homologéw gendw
wirusa, szczegllnie istotnych dla procesu replikacji
wirusa w zakazonych komoérkach gospodarza. Taki
uklad daje czas gospodarzowi na wytworzenie swoistej
odpowiedzi immunologicznej przeciwko okreslonemu
wirusowi, ktéra nie tylko eliminuje biezace zakazenie,
ale rowniez zabezpiecza przed konsekwencjami przy-
szlych kontaktéw z danym patogenem.

W przypadku cztowieka oraz malp naczelnych, nie
stwierdzono w ich genomach obszaréw homologicz-
nych dla genéw filowiruséw. Powoduje to, ze wymie-
nione patogeny mogg bez przeszkdd namnazac si¢ we
wrazliwych komoérkach gospodarza. Taka intensywna
replikacja wirusa, poprzedzajaca wytworzenie sku-
tecznej, swoistej odpowiedzi na zakazenie prowadzi,
w wielu przypadkach, do zgonu gospodarza. Przykla-
dem tego jest wyjatkowych rozmiaréw epidemia EVD
w Afryce Zachodniej, ktéra rozpoczeta sie najprawdo-
podobniej w grudniu 2013 roku i do konca 2015 r. nie
zostala wygaszona [20, 44, 51]. Na tak duzy rozmiar
epidemii niewatpliwie wplynelo wiele czynnikow, ale
gltéwnych przyczyn mozna dopatrywac si¢ w polacze-
niu kulturowych i spotecznych zachowan, nie pomi-
jajac uwarunkowan gospodarczych. Przeprowadzona
przez Grotto i Ricci metaanaliza wskazuje, ze glownymi
czynnikami wplywajacymi na powstanie aktualnej epi-
demii s3 zaréwno zmiany populacyjne wsrod zwierzat,
jak i wyniki takich dzialalnosci czlowieka jak defore-
stacja, lowiectwo oraz formy sprawiania i wykorzysta-
nia pozyskanej zwierzyny do celéw spozywczych [19].
Obserwowane przeksztalcenia ekosystemu wplywaja
na wigksze prawdopodobienstwo kontaktu czlowieka
z wirusem, a nakladajace si¢ na te zmiany stabos¢
stuzby zdrowia i czynniki kulturowe [31] powoduja nie
tylko rozleglo$¢ aktualnej epidemii EVD, ale wskazuja
na zwiekszanie si¢ ryzyka powstawania nowych ognisk.
Sygnatem ostrzegawczym byla epidemia zakazen wiru-
sem Marburg w Angoli, ktéra wielko$cig odpowiadala
epidemiom goraczki Ebola [49]. Zasieg epidemii EVD
w Afryce Zachodniej wskazuje na konieczno$¢ uru-
chomienia czutych systeméw umozliwiajacych iden-
tyfikacje i przerwanie szerzenia si¢ choroby w bardzo
krotkim okresie od momentu zakazenia przypadku ,,0%,
niezaleznie od charakteru zrédla tego zakazenia.
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