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Summary

The main purpose of the paper was to review information about the most important mechanisms of influenza
virus evolution and their consequences for immunoprophylaxis and the elaboration of diagnostic tests.

The influenza virus is the pathogen that indicates tropism on the epithelial cells of respiratory tract,
responsible for frequent seasonal epidemics, caused by the rapid evolution of the viral genome. There are two
main mechanisms of evolution: antigenic shift and genetic or antigenic drift. Hemagglutinnin, the protein of the
virus envelope, is the main place of these variations.

The study concerning receptor binding site structure and the specificity of human and animal influenza
viruses have brought information about the mechanisms of interspecies spread of infections. It was confirmed
that human influenza A viruses do not spread in birds while the species barrier between human and pigs is
relatively low. Therefore pigs might functions as “mixing vessels” for the creation of new pandemic reassortants.

The variability of the influenza virus is very complex process. Antigenic drift and shift still cause the origin of
immunologically distinct strains of influenza viruses. The rapid antigenic drift of new forming viruses explain
why there is a need for regular monitoring of that process. Antigenic and genetic characteristics of currently
circulating strains of influenza virus could be beneficial in evaluating new diagnostic methods as well as for
vaccine composition, which have to be updated annually.
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Budowa wirusa

Wirus grypy nalezy do rodziny Orthomyxoviridae, ro-
dzaju Influenzavirus (IV) (8). Jego materiatem genetycz-
nym jest jednoniciowy, negatywnie spolaryzowany RNA,
podzielony na 8 segmentow kodujacych polipeptydy
strukturalne i niestrukturalne (10). Nukleokapsyd, sta-
nowiacy rdzen wirusa, sktada si¢ z RNA potaczonego
z nukleoproteing i 3 biatkami polimerazy: PB1, PB2 oraz
PA, inicjujacymi replikacjg i odpowiedzialnymi za trans-
krypcje RNA. Wirus posiada otoczkg ztozona od we-
wnatrz z biatka matrycowego M1, ktore jest glownym
bialkiem strukturalnym, od zewnatrz za$§ znajduje sig
warstwa lipidowa oraz wypustki biatkowe (ryc. 1). Opie-
rajac si¢ na antygenowej odmiennosci nukleoprotein oraz
biatka M wyodregbniono trzy typy wirusa grypy: A, B
i C. W etiologii choroby najwigksze praktyczne znacze-
nie maja szczepy nalezace do typu A. Wywotuja one za-
kazenia notowane zarowno u ludzi, jak i u zwierzat ho-
dowlanych — $win, koni, a takze ssakéw wodnych oraz
ptakow. Niekiedy maja one cigzki przebieg, z towarzy-
szaca im znaczng $miertelnoscia. Infekcje te zaliczane
saq do zoonoz.

Typ A wirusa grypy zostat dalej podzielony na podty-
py, na podstawie budowy biatek powierzchniowych
otoczki: hemaglutyniny (H), wystgpujacej w 16 odmia-
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Ryec. 1. Schemat organizacji genomu wirusa grypy

nach, oraz neuraminidazy (N), wystepujacej w 9 odmia-
nach, Hemaglutymna jest gléwnym antygenem po-
wierzchniowym, miejscem istotnych determinant anty-
genowych. Jej zmiennos$¢ jest najwazniejszym czynni-
kiem umozliwiajacym wirusowi efektywne unikanie neu-
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tralizacji przez komorki odporno$ciowe organizmu, co
utrudnia skuteczne kontrolowanie epidemii grypy droga
szczepien ochronnych. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze w przyrodzie odnotowano wystgpowanie niemal
wszystkich mozliwych kombinacji podtypéw H i N,
szczegolnie w populacji ptactwa wodnego, ktore stano-
wi gldwny rezerwuar wirusa grypy.

Wiasciwosci wirusa

Wirus grypy jest wyjatkowo ,,plastyczny”, tzn. z jed-
nej strony ma bardzo duza zdolno$¢ adaptacji do roz-
nych gospodarzy, z drugiej za$ zdolno$¢ ,,unikania” ich
uktadu odpornos$ciowego (6). Pozwala to na zakazanie
wielu réznych gospodarzy, niezaleznie od szerokosci
geograficznej i pory roku. Szczepy typu A, zwlaszcza
izolowane od ludzi, cechuja si¢ znaczng zmienno$cia
antygenowa. W sposob nierozerwalny zwiazana jest ona
z segmentowa budowa RNA. Zmienno$¢ wirusa grypy
jest jego najbardziej charakterystyczna cechq, wyrdznia-
chq go sposrod wszystkich znanych wirusoéw, a poja-
wianie si¢ nowych odmian antygenowych jest przyczy-
na niepowodzen w walce z ta grozna choroba.

Szyft antygenowy

Istnieja dwa gtdéwne mechanizmy, za pomoca ktorych
wirus grypy potrafi ewoluowacé. Pierwszy z nich, okres-
lany szyftem genetycznym (antigenic shift) lub skokiem
antygenowym, wystepuje na réznych szerokosciach geo-
graficznych. Polega on na reasortacji genow migdzy roz-
nymi szczepami w czasie infekcji mieszanych. Podczas
zakazenia komorki przynajmniej dwoma réznymi typa-
mi wirusa, 16 segmentow wirusowych moze ,,przetaso-
wac si¢” migdzy soba, co w konsekwencji moze da¢ 256
wirusow potomnych, z ktorych kazdy determinuje od-
mienne cechy biologiczne. Warto doda¢, ze wymiana seg-
mentdéw genomu mozliwa jest pomigdzy szczepami po-
chodzacymi od r6znych gatunkow. Reasortacje antyge-
nowa stwierdzano pomigdzy wirusami ludzkimi, $win-
skimi oraz ptasimi. Nowo powstate warianty wirusa, izo-
lowane od pierwotnych gospodarzy, zwykle roznity si¢
budowa antygenowa (32). Jezeli reasortacja dotyczy seg-
mentow kodujacych antygeny H lub N, powstate szcze-
py wykazuja znaczna patogennos¢, poniewaz napotyka-
ja wrazliwa, nie uodporniong populacjg. Istniejace prze-
ciwciala nie sa zdolne do neutralizacji wirusa, gdyz nie
rozpoznaja receptorow specyficznych dla nowego pod-
typu. Reasortanty moga by¢ przyczyna epidemii lub pan-
demii lub tez przez kilka lat moga ukrywac si¢ w rezer-
wuarze zwierzecym. Dowodem tego byty pandemie w la-
tach 1957 1 1968 (18). Badania serologiczne wskazuja,
ze od 1889 r. wystapito 6 skokow antygenowych (6). In-
fekcje zwierzat zmodyfikowanymi genetycznie typami
wirusa grypy stanowiq znaczacy element w ewolucji
ludzkiej odmiany wirusa (33).

Proces reasortacji genéw wiazg si¢ $cisle z przetama-
niem bariery gatunkowej, gtownie ptaki—$winie—czto-
wiek, przy czym zaznaczy¢ nalezy, ze $winie stanowia
ogniwo posrednie w migdzygatunkowej transmisji za-
kazen (29). Dotychczasowe pandemie grypy braly po-
czatek w Potudniowej Azji, z uwagi na fakt, ze na tym
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obszarze §winie zyja w bliskim sasiedztwie zarowno
z cztowiekiem, jak z ptactwem wodnym (6).

Przyktadem opisanych zjawisk moga by¢ epidemie
grypy $win o ci¢zkim przebiegu, rejestrowane we Wio-
szech w latach 80. oraz w Wielkiej Brytanii w latach
1990-1992, spowodowane transmisja wirusa od ptactwa
do $win (4). Nowo utworzony wariant wirusa okreslony
zostal jako podtyp HIN2, z uwagi na fakt, ze powstal on
w wyniku wymiany genu H z ptasiego szczepu wirusa
o wzorze antygenowym HINI1 (,,avian like’) oraz genu
kodujacego neuraminidazg z ludzkiego szczepu o wzo-
rze antygenowym H3N2 (,,human-like”) (7). Szczego-
towe analizy serologiczne statusu zdrowotnego stad swin
w Anglii, prowadzone po 1993 roku, ujawnity zwiazek
kolejnych wybuchow grypy §win ze szczepem podtypu
HIN2 (4). Stwierdzono wowczas serologiczna zbieznos¢
wspomnianych infekcji z zakazeniami powodowanymi
podtypem izolowanym we wczesniejszym okresie, w fer-
mach nie utrzymujacych zadnych kontaktoéw migdzy
soba. Sugerowato to ustabilizowanie si¢ nowych reasor-
tantow w tym kraju i ich niezalezne, szerokie rozprze-
strzenienie. Pochodzenie tego wirusa przypisywano row-
niez ludzkiemu wariantowi HIN1 (krazacemu wsrod
ludzi w 1980 roku) oraz szczepowi ,,human-like” o wzo-
rze antygenowym H3N2 izolowanemu od §win. W ta-
kim uktadzie $winie pozostawalyby niewatpliwym re-
zerwuarem szczepu, ktory moglby zainfekowaé wrazli-
wa cz¢$¢ ludzkiej populacji w Anglii i poza jej obsza-
rem (5). Szczep HIN2 rozprzestrzenit si¢ w kolejnych
latach w pozostatych krajach europejskich. W badaniach
z 1999 roku Van Reeth i wsp. (25) odnotowali wysoki
poziom serokonwersji wobec szczepu HIN2, serologicz-
nie zblizonego do krazacego w 1994 r. w Szkocji. Szczep
ten r6znit sig istotnie od innego typu reasortanta HIN2,
krazacego w Japonii w 1978 roku i we Francji na prze-
tomie lat 1987/1988. W badaniu filogenetycznym wy-
kazywat on odlegte pokrewienstwo w obrgbie genu ko-
dujacego H, do klasycznych odmian — $§winskiej i pta-
siej podtypu HINT.

Proces reasortacji materiatu genetycznego wirusa gry-
py moze by¢ bardziej ztozony. W badaniach nad izola-
tem H3N2 w USA stwierdzono, Ze jest on potréjnym
reasortantem, zawierajacym komponenty wirusa typu
ludzkiego (H, N oraz PB1), $winskiego (M, NP, oraz NS),
a takze ptasiego (PA i PB2) (37). Na podstawie analizy
sekwencji biatka H3 izolatow terenowych wirusa stwier-
dzono dodatkowe rozbieznosci i ustalono ich przynalez-
no$¢ do dwoch, z co najmniej trzech, rézniacych si¢ od
siebie filogenetycznych klasterow biatka H, wystepuja-
cych w USA. Wszystkie izolaty nalezace do okreslonych
w ten sposob odmian H3 wykazywaty zdolnos$¢ do indu-
kowania klinicznych objawdw grypy, jednakze objawy
chorobowe obserwowane u zainfekowanych $win roz-
nity si¢ w zaleznosci od danej grupy antygenowej (27).

W nawiazaniu do powyzszych informacji warto wspom-
nie¢ o szczepach wirusa grypy typu A izolowanych pod-
czas wybuchow choroby u §win w Irlandii w latach 1991-
-1998. Lin i wsp. (17) przeprowadzili poréwnawcze ba-
danie filogenetyczne tych wiruséw ze szczepami kraza-
cymi rownolegle na §wiecie. Analiza sekwencji nukleo-



Medycyna Wet. 2006, 62 (9)

tydowych H i N podtypu HINT1 pokazata duza ich zbiez-
no$¢ z izolatami azjatyckimi pochodzenia ptasiego:
A/swine/HongKong/168/93 (HIN1 — podobienstwo
91%) oraz A/goose/Guangdong/1/96 (H5SN1 podobien-
stwo — 90%). Mniejsze podobienstwo filogenetyczne
stwierdzono ze szczepami izolowanymi wowczas od
swin w Europie. Roéwniez w tym przypadku stwierdzo-
no wprowadzenie szczepu HIN1 ptasiego pochodzenia
do populacji §win. Przekroczenie bariery gatunkowe;j
byto konsekwencja substytucji aminokwasowej, a mia-
nowicie leucyna w pozycji 226 tancucha hemaglutyniny
ulegta wymianie na glutaming, za$ kwas glutaminowy
(typowy dla ptasiej odmiany wirusa) zamieniony zostat
w pozycji 190 na kwas asparaginowy (wystepujacy w od-
mianie ludzkiej i $winskiej). [zolowane w Irlandii w tym
samym okresie wirusy H3N2 wykazaty $cislejsze kore-
lacje nukleotydowe genu H ze szczepami izolowanymi
w Wielkiej Brytanii niz ze szczepami pochodzacymi
z Europy kontynentalnej, m.in. z Belgii z 1992 roku (25).
Gen kodujacy neuraminidaze druga rowniez okazat si¢
filogenetycznie odlegly od szczepdéw europejskich i po-
dobnie jak hemaglutynina ewoluowal niezaleznie. Ana-
liza porownawcza gendw kodujacych biatka wewnetrz-
nej czgsci genomu wirusa, jak np. genu biatka M izola-
tow pochodzacych z 1993 roku, wykazata bliskie ich po-
krewienstwo ze szczepami izolowanymi od ludzi, co
zostato potwierdzone w dalszych badaniach, majacych
na celu ustalenie pochodzenia tych szczepow. Z kolei
wykazano, ze izolaty omawianego wirusa z roku 1998
zawieraly sze§¢ gendow blizej spokrewnionych z podty-
pem HINI, co wskazywatoby na reasortacje pomigdzy
wirusami H3N2 a HIN1, wspotkrazacymi w populacji
swin w Irlandii po 1993 roku.

Guan i wsp. (12) opublikowali dane na temat po-
dobienstwa genetycznego europejskiego szczepu
(A/Netherlands/5/93) wirusa grypy $win ze szczepami
pochodzacymi z Chin, izolowanymi od tego gatunku na
poczatku lat dziewigédziesiatych. Takie pokrewienstwo,
oprocz Irlandii, stwierdzono rowniez w Holandii, Wto-
szech 1 Belgii. Wiaze si¢ je z wprowadzeniem wirusa
wraz eksportem $win z Europy do potudniowej czgsci
Chin w latach 90. (25). Na podkreslenie zastuguje fakt
zakazenia ludzi tymi szczepami, zar6wno w Holandii,
jak i w Chinach, co stanowi kolejny dowdd na migdzy-
gatunkowa transmisj¢ szczepodw pochodzenia swinskie-
go do populacji ludzkiej (11).

Selekcja wysokopato gennych szczepdw wirusow gry-
py ma miejsce rowniez poza naturalnymi warunkami
bytowania. Dla przyktadu, wirus grypy typu A zostat
wyizolowany od martwych fok w 1979 roku i wskazy-
wat na wysokie pokrewienstwo z reasortantem ptasim
(29). Kolejny przyktad to izolacja wirusa grypy od cho-
rych wielbtadéw podczas kilku epizoocji tej choroby
w Mongolii, obserwowanych od 1979 roku. Na prze-
tomie lat 1978/1979 inaktywowane szczepy ludzkie
A/PR/8/34 oraz A/USSR/90/77 zostaty wykorzystane do
przygotowania szczepionki rozpowszechnianej w Mon-
golii (1). Nalezy tu dodac, ze jej zastosowanie powodo-
wato lekkie stany chorobowe u dzieci. Wirusy szczepion-
kowe dostaty si¢ do populacji wielbladow, nabierajac
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cech wysoce zjadliwych. Tak powstaly mutant utrzymy-
wat si¢ w Mongolii do 1996 roku (1).

Dryft antygenowy

Drugi mechanizm zmienno$ci wirusa grypy polega na
powolnej ewoluCJl majacej charakter stopniowo utrwa-
lajacych si¢ mutacji punktowych w segmentach RNA
kodujacych antygeny powierzchniowe, okreslonej jako
przesunigcie lub dryft genetyczny (antigenic drift). Zmia-
ny te maja charakter ciagly. Powoduje to powstawanie
wariantow, z ktorych kazdy kolejny tylko nieznacznie
roézni si¢ od poprzedniego, jednak na tyle, ze staje si¢
niewrazliwy na indukowane przez niego przeciwciala.
Zmiany tego typu sa mniej grozne, w porownaniu do
szyftu antygenowego, gdyz zwykle zachowana jest czgs$-
ciowa kompetencja immunologiczna organizmu. Podob-
nie jak wszystkie RNA-wirusy, takze wirus grypy cha-
rakteryzuje si¢ wysokim wskaznikiem mutacji, ktory
osiaga stopien 10~ podstawien na jedno miejsce pod-
czas jednego cyklu replikacji (22). Zjawisko to wyste-
puje w przypadku wszystkich 3 typow wirusow. Pod pre-
sja selekcji w postaci przeciwcial monoklonalnych lub
naturalnej odpowiedzi immunologicznej wirusy z nowa
cecha ewoluuja gwattownie. Antygenowa ucieczka no-
wych mutantéw zwigzana jest najbardziej z zamiana
aminokwasow w lancuchu biatkowym epitopu hemaglu-
tyniny. Innym miejscem powstawania wariantow na dro-
dze dryftu genetycznego wirusa grypy jest dobrze po-
znany gen kodujacy nukleoproteing (NP), biatko wiaza-
ce i stabilizujace RNA wirusa, uznawane za glowny czyn-
nik determinujacy specyficzno$¢ gatunkowa (30). Ana-
liza filogenetyczna na podstawie sekwencji nukleotydo-
wej NP szczepow wirusa grypy pochodzacych z réznych
lat i zakatkdéw Swiata, przedstawia drzewo powiazan, na
ktérym zaznaczaja si¢ dwie gtowne gatezie (29). Jedna
o rodowodzie ptasim, druga stworzona na podstawie izo-
latéw od ludzi, $win oraz koni. Wraz z izolatami ptasimi
i ludzkimi rozrzucone sa niektoére izolaty swinskie, co
wskazuje na stosunkowo duza tatwo$¢ przelamywania
bariery gatunkowej przez wirusa grypy i zdolnos¢ infe-
kowania réznych gatunkow. Gatezie pokrewienstwa na
pozmmle informacji genetycznej wykazuja duza hetero-
genno$¢ wszystkich porownywanych grup zwierzat. Na
poziomie fenotypowym, czyli budowy tancucha amino-
kwasowego, tylko wérod wirusow izolowanych od ptac-
twa wystepuje bliskie pokrewienstwo, zobrazowane nie-
wielkim rozrzutem linii filogenetycznych oraz ich nie-
zalezna droga ewolucyjna. Wskazuje to, ze wigkszo$¢
mutacji nukleotydowych u tej grupy zwierzat jest ,,ci-
cha” oraz ze presja selekcyjna nie utrwalila nowych
zmian w ptasich odmianach wirusa.

Stopien pokrewienstwa poszczeg6lnych linii filoge-
netycznych zwiazany ze zmiennoscia definiowany jest
Ww znacznym stopniu przez selekcyjna presje srodowis-
ka, co kojarzone jest z droga zakazenia (29). U ptactwa
jest nig przewod pokarmowy (39). Wirus ptasi potrze-
buje wydzielanej przez trzustke trypsyny do aktywacji
hemaglutyniny, dlatego tez nie rozprzestrzenia si¢ do
krwi, czego konsekwencja jest staba odpowiedz humo-
ralna, ktora z pewnoscia nie jest czynnikiem utrwalaja-
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szczep ludzki

cym zmiennos$¢ (28). Znajduje to po-
twierdzenie takze w zmianach ewolu-
cyjnych obrazujacych relacje migdzy
szczepami ludzkimi i1 $winskimi. Ze-
stawienia aminokwasowe NP §wiadcza
0 znacznym zréznicowaniu w tych gru-
pach. PI‘eS_]Q selekcyjng u tych gatun-
kow wiazg si¢ z wystgpowaniem od-
powiedzi immunologicznej na wyso-
kim poziomie (29).

Antygenowa zmienno$¢ wirusa gry-
py, wynikajaca ze zmiany aminokwa-
sOw w tancuchu biatkowym epitopu H,
wptywa w bezposredni sposdb na moz-
liwos$¢ taczenia si¢ z receptorami okres-
lonych gospodarzy. Miejsce rozpozna-
nia H przez receptor gospodarza zde-
terminowane jest przez kwas sialowy
(sialic acid — SA) (8). Ptasi oraz kon-
ski wirus influenzy wykazuje powino-
wactwo do sialooligosacharydow potaczonych wiaza-
niem 2,3a migdzy kwasem N-acetyloneuraminowym
(NA)a galaktozq (NA2,3aGal), podczas gdy ludzki jego
podtyp taczy si¢ z receptorami zakonczonym1 kwasem
NA2,6aGal (34). Wirusy grypy wykazuja rowniez od-
rqbnosc W rozpoznawaniu receptorow zakonczonych
r6znymi podstawnikami, m.in. NeuAc oraz NeuGc. Byd-
lece, §winskie oraz konska tkanka eksponuja na po-
wierzchni obydwa typy kwasow: NeuAc oraz NeuGe,
podczas gdy u ludzi spotykamy w waskim zakresie po-
sta¢ NeuGc (mniej niz 0,1% catkowitego SA). U $win,
ze wzgledu na ekspresje na powierzchni nablonka typu
receptora NA2,3aGal oraz NA2,6aGal, spotykamy sig
z mozliwoscia m1e;dzygatunkowego zakazenia réznymi
typami wirusa. Z tego wlasnie powodu §winia uwazana
jest za gospodarza bedacego ,,naczyniem mieszajacym”
(mixing vessel) odpowiedzialnym za proces reasortacji
genow wirusa (3) (ryc. 2).

Do niedawna uwazano, ze wirus grypy nie jest w sta-
nie przekroczy¢ bariery gatunkowej pomigdzy cztowie-
kiem i ptactwem. Niestety, infekcje ludzi zwiazane z pta-
sig odmiang wirusa HSN1 i HON2 w potudniowej Azji,
pojawiajace si¢ od 1997 r., oraz wydarzenia w Europie
z 2003 roku, gdzie wsrdd ludzi odnotowano zakazenia
ptasia odmiang wirusa H7N7, jak rowniez wczes$niejsze
przypadki subkliniczne, jednoznacznie demonstruja moz-
liwos¢ bezposredniej transmisji wirusa od ptakow do lu-
dzi (38). Niemniej jednak zwykle ptasi wirus grypy re-
plikuje w typowy sposob u ssakow naczelnych w nie-
wielkim stopniu, a wirus odmiany ludzkiej nie namnaza
si¢ wydajnie u ptakow (35).

Analiza porownawcza sekwencji aminokwasowej he-
maglutynin, w czesci odpowiadajacej za wiazanie si¢
z receptorem (receptor binding side — RBS), zwrdécita
uwage na szes¢ wysoce konserwatywnych aminokwa-
sOw wsrod ptasiej odmiany wirusa grypy (138A, 190E,
194L, 225G, 226Q 1 228G), lecz wykazujacych podsta-
wienie w odmianie ludzkiej (20). Sugeruje to, ze tego
rodzaje mutacje w opisanych pozycjach bylty wynikiem
adaptacji ptasiego podtypu do ludzkiego gospodarza.

szczep Swinski

#
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rekombinant

pneumocyty

A

wirusowe RNA

Ryc. 2. Schemat powstawania reasortantéw wirusa grypy w organizmie §wini

Obydwie hemaglutyniny ludzkie H2 i H3 posiadaja te
same zmiany: 226Q-L oraz 228G—S, zgodnie z pier-
wotnie istniejacym zapisem w sekwencji ptasiego
wariantu. Pojedyncza mutacja 226L->0 w podtypie
H3 zmienia specyficzno$¢ wiazania H z preferencja dla
receptora nabtonkowego, zakonczonego kwasem
Neua2,6-Gal, za$ mutacja w miejscu 228 tancucha umoz-
liwia wiazanie si¢ biatka H do erytrocytow ludzkich.
Znane sa jednakze pewne odstgpstwa w mutagenezie he-
maglutyniny. Niektore szczepy o wzorze antygenowym
H2N2 izolowane od ludzi na poczatku pandemii w 1957
roku zawieraly w swojej strukturze 228G, podobnie jak
wigkszos$¢ ptasich wiruséw, natomiast nieliczne ptasie
wirusy posiadaly ,,ludzki” wariant H3 228S. Szczep wi-
rusa grypy ludzkiej z roku 1960 roku, pomimo obec-
no$ci mutacji 226L/228S wykazywal zdolno$¢ wiazania
si¢ wedlug schematu wiruséw ptasich. Trzy podstawie-
nia w regionie RBS (137R—=Q, 158G—E oraz 186N->1I),
ktore wyodrebniaja ten szczep sposrod typowych wiru-
sow ludzkich, uwazane sa za przyczyng odmiennosci
w schemacie wiazania. Trudno jest zdefiniowac deter-
minanty okreslajace powinowactwo biatka powierzch-
niowego H wirusa grypy okreslonego pochodzenia do
tkanki danego gospodarza ze wzglgdu na mnogos¢ mu-
tacji w genomie wirusa zaistnialtych od czasu jego trans-
misji z populacji ptakow. Mozna jednak przypuszczac,
ze zdolno$¢ rozpoznawania receptora zakonczonego
Neua2,6-Gal jest cecha nabyta niedlugo po wejsciu wi-
rusa ptasiego do populacji ludzi i swin (19).

W dalszych analizach mutacji 226Q—L oraz 228G—>S
poréwnywano wptyw pojedynczej zmiany oraz obydwu
podstawien na funkcje biatka H. Okazato sig, Zze poje-
dyncza mutacja 228G—>S, a wigc mutageneza od postaci
,»ptasiej” wirusa grypy do postaci ,,ludzkiej” w szczepie
ludzkim Undorn/72 nie powoduje zwigkszenia sity aso-
cjacji dla receptora Neua2,6-Gal, lecz redukuje o poto-
we powinowactwo dla jego postaci Neua2,3-Gal. Dla
kontrastu, podstawienie 226Q—>L, wystgpujace obok
228G->S podnosi powinowactwo dla receptora zakon-
czonego Neua?2,6-Gal szesciokrotnie, a zmniejsza oSmio-
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krotnie site asocjacji dla receptora typu Neua2,3-Gal.
Badania te dowodza zaleznosci migdzy mutacja w miej-
scu 226 a dryftem migdzygatunkowym oraz wptywu pod-
stawienia glicyny w miejscu 288, na granicg rozpozna-
wania dwoch roznych wariantow receptoréw btonowych
(20) Warto przy tym Zaznaczyc Ze nie wszystkle muta-
cje wplywaja istotnie na sil¢ wiazania si¢ wirusa ze swo-
istym receptorem, dla przyktadu: mutacje 228G->R oraz
227S-P nie powoduja zmian w zakresie wigzania z re-
ceptorem Neua2,3-Gal.

Konsekwencje zmienno$ci wiruséw grypy
w immunoprofilaktyce

Efektywno$¢ szczepien przeciwko grypie moze zostaé
znaczaco obnizona w wyniku rozdzwigku antygenowe-
go migdzy szczepami wytypowanymi do produkc;ji szcze-
pionki, a szczepami aktualnie krazacymi w populacji.
Dla przyktadu, w Niemczech tylko niewielka liczba
wszystkich szczepow H3N2 izolowanych w roku 1995
byta antygenowo podobna do komponentéw szczepion-
ki uzytej w sezonie 1996/1997, wigkszos$¢ z nich byta
zblizona do innego wariantu szczepu referencyjnego
A/Sydney/5/97, uznanego za efekt dryftu genetycznego
(31). Rok pozniej, w okresie 1998/1999 odnotowano
cigzkie przypadki chorobowe i zej$cia $miertelne ludzi
zwiazane z wybuchem epidemii, spowodowanej wyso-
ce zjadliwym szczepem H3N2. Potwierdza to tezg o za-
leznosci migdzy zmianami antygenowymi a pojawie-
niem si¢ nowych szczepéw odpowiedzialnych za kilku-
krotne wybuchy epidemii — niekoniecznie podczas
pierwszego pojawienia sig reasortanta w otoczeniu. Zo-
stato to rowniez stwierdzone podczas wybuchow epide-
mii grypy w sezonie 1993/1994 w Finlandii (23) oraz
w Anglii (9).

W badaniach filogenetycznych polegajacych na ana-
lizie sekwencji aminokwasow biatka H wiruséw pocho-
dzacych od europejskich §win stwierdzono relatywnie
mata homologig, ksztattujaca si¢ na poziomie 70,4-
-71,9%, pomigdzy podtypem HIN2 a podtypem HIN1
szczepu szczepionkowego, zastosowanego w profilak-
tyce choroby (26). W badaniach szczegoétowych wyod-
rgbniono okoto 40 mutacji. Wyjasniatoby to niski po-
ziom przeciwciat dla podtypu HIN2 u $win po uprzed-
niej immunizacji szczepem HIN1. Jednakze nie zawsze
duza réznica genetyczna jest jednoznaczna z brakiem
krzyzowej reakcji immunologicznej badz krzyzowe;j
odpornosci. Dla przyktadu, Van Reeth i wsp. (24) wyko-
rzystata dwa szczepy podtypu HIN1 — New Jersey oraz
sw/Belglum/ 1/98, pomigdzy ktorymi wystepowato 28
roéznic ammokwasowych W pigciu miejscach antygeno-
wych hemaglutyniny. Stwierdzita indukcj¢ odpowiedzi
immunologicznej na wysokim poziomie przeciwko
szczepowi sw/Belgium/1/98 u $win uodpornianych
szczepem New Jersey. Niestety, analizy genetyczne wi-
rusa grypy sa rzadko przeprowadzane kompleksowo,
w polaczeniu z badaniem odpornosci poszczepiennej
1 wciaz istnieje brak wystarczajacych danych dotycza-
cych wptywu dryftu genetycznego na skutecznos$¢ szcze-
pionek przeciwgrypowych.

W przeciwienstwie do glikoprotein powierzchniowych
domena biatkowa M2, bedaca integralna czgscia otocz-
ki i jednoczesnie kanalem jonowym, zachowuje wyzsza
konserwatywno$¢ (21). W badaniach nad immunogen-
noscia wykorzystano jako szczepionke rekombinant
DNA wykazujacy ekspresj¢ dwoch biatek: M2 wirusa
grypy i biatka korowego wirusa zoéttaczki typu B, oraz
dodatkowo dokonano fuzji migedzy biatkiem M2 a nu-
kleoproteing wirusa grypy (M2eNP), celem stymulacji
komorek Th oraz Tc (13). Wszystkie szczepionki do-
$wiadczalne indukowaty odpowiedz humoralna przeciw-
ko antygenom M2 i M2eNP oraz indukowaty specyficz-
na dla wirusa grypy proliferacj¢ limfocytow. Jednakze
opracowane biopreparaty nie posiadaly wartosci ochron-
nej, bowiem po zakazeniu doswiadczalnym immunizo-
wanych zwierzat szczepem HIN1 uodpornione $winie
wykazywaty gwaltowniejsze objawy chorobowe niz
zwierzgta z grupy kontrolnej, a 50% stawki padta po
dwoch dniach po zakazeniu. Kolejne proby modyfikacji
szczepionek przeciwko grypie polegaly m.in. na zasto-
sowaniu innych wektorow, opartych o mato konserwa-
tywne biatko H, wprowadzanych z adjuwantem, ktory
stanowila interleukina 6 (15). W tym przypadku zwie-
rzgta immunizowano DNA kodujacym hemaglutyning
pierwsza i do zakazenia kontrolnego wykorzystano row-
niez szczep podtypu HIN1. Poziom przeciwciat anty H1
byl wyzszy po immunizacji, za§ okres siewstwa wirusa
u $win immunizowanych byl o jeden dzien krétszy niz
u zwierzat kontrolnych. Jednakze nie zaobserwowano
1st0tnego wplywu dodatku interleukiny 6 na poziom od-
pornosci.

Konsekwencje zmiennos$ci wirusa grypy
w diagnostyce molekularnej

Jak juz wspomniano, genom IV stanowi ni¢ RNA po-
dzielona na osiem segmentow, z ktoérych kazdy koduje
syntezg biatek strukturalnych wirusa. Segmenty zakon-
czone sa regionami nie podlegajacymi translacji (UTRs
— untranslated regions) na koncach 5’ i 3” (36). Odpo-
wiadaja one za regulacje ekspresji materiatu genetycz-
nego wirusa. Wsrdd nich wymienié nalezy przede wszyst-
kim: miejsce promotorowe, sygna1 poliadenylacji dla ter-
minacji transkrypcji, miejsce wiazania polimerazy oraz
miejsce odpowiedzialne za upakowanie wirusowego
RNA w czasteczce nukleoproteiny. Dlugos¢ tych odcin-
kéw zostata okreslona na 12-13 nukleotydow w koncu
3’ oraz 15-16 w koncu 5°. Po uformowaniu struktury
[I-rzedowej tworza one z catej nici RNA segment
o ksztalcie korkociagu. Struktura taka jest uznawana za
sygnat rozpoczynajacy reakcje enzymatyczne (2). For-
mowanie tego uktadu mozliwe jest dzigki sekwencjom
komplementarnym Znajdujqcym sig wewnatrz odcinka
UTRs. Ze wzgledu na swoja stata funkcje inicjatora eks-
presji informacji genetycznej wirusa sekwencje te sa
uznawane za wysoce konserwatywne (14). Oprocz tego
w zakonczeniach nici RNA wokot otwartych ramek od-
czytu konca 5’ 13’ znajduja si¢ sekwencje wysoce zmien-
ne, ulokowane pomigdzy struktura II-rzedowa ,,korko-
ciagu” a stop kodonem konca 3’ oraz migdzy ciagiem
urydynowym a stop kodonem na koncu 5’ (16). Znajo-



mos$¢ sekwencji konserwatywnych i zmiennych utatwia
opracowywanle testow diagnostycznych. Konserwatyw—
ne miejsca genomu wykorzystywane sg najcze¢sciej jako
matryca przy projektowaniu starterow do reakcji PCR,
glownie do amplifikacji materiatu genetycznego w celu
dalszego wykorzystania go do okreslenia sekwencji
nukleotydow w genomle Takie postgpowanie stosuje si¢
w analizie genomowej szczepow stabo zdefiniowanych.
Uniwersalne startery moga natomiast by¢ pomocne w ge-
nerowaniu sekwencji unikalnych, zdeterminowanych
tylko dla okreslonego szczepu lub podtypu. Dla przy-
ktadu, Hoffman i wsp. (14) amplifikowali genom wiru-
sa grypy typu A izolowany od roznych gatunkow przy
uzyciu starterow opracowanych dla wszystkich segmen-
tow RNA. Sekwencje starterow rdznity si¢ tylko dwo-
ma lub trzema pozycjami w koncu 3’ i okazaly sig spe-
cyficznym narz¢dziem diagnostycznym.

Podsumowanie

Zmienno$¢ wirusa grypy jest niezwykle ztozonym pro-
cesem. Jej konsekwencja jest czgsto obserwowany brak
jednoznaczno$ci uzyskiwanych wynikéw badan. Anty-
genowy dryft i szyft wciaz powoduja powstawanie im-
munologicznie odlegtych szczepow wirusa grypy. Ujaw-
nienie si¢ nowych wariantow wirusa grypy, formujacych
si¢ razem z ucieczka antygenowa, uzasadnia potrzebg
stalego kontrolowania tego procesu. Analiza mutacji
zachodzacych w genomie wirusa rozszerza wiedzg na
temat mechanizméw ewoluowania omawianego drob-
noustroju. Z tego powodu antygenowa oraz genomowa
charakterystyka aktualnie krazacych szczepow wirusa
grypy jest niezbgdna zardwno do opracowywania nowych
metod diagnostycznych jak i przy wyborze szczepdéw do
aktualizowanych szczepionek, przygotowywanych na
dany sezon epidemiologiczny.
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