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Summary

The paper reviews molecular markers and determinants associated with virulence, host adaptation and
drug resistance in avian influenza viruses (AIV). The virulence of AIV is mostly dependant on the presence
of multiple amino acids (mainly arginine and lysine) at the cleavage site of the haemagglutinin (HA) protein.
The major factors contributing to host adaptation are also harbored within the HA protein: amino acids
at positions 226 and 228 determine virus binding affinity to receptors present in cell membranes of birds
or humans. It has been shown that pathogenicity and host adaptation are also dependant on the amino acid
sequences of the polymerase complex (PB2-PB1-PA) and the most significant mutation (E627K in PB2) is
related to the increased replication of the virus in mammalian cells. Molecular markers associated with
an increased resistance to antiviral drugs are localized in neuraminidase (NA) and matrix (M) proteins. For
example, a histidine to tyrosine substitution at position 274 of NA (H274Y) decreases viral susceptibility
to neuraminidase inhibitors (e.g. oseltamivir), the most frequently used drugs in flu treatment. Monitoring of
the molecular changes in the viral genome of AIV is very important from an epidemiological point of view and

can be a valuable part of an early warning system.
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Wirusy grypy ptakow (avian influenza, Al) naleza
do rodziny Orthomyxoviridae, rodzaju Influenzavirus
A 1posiadaja genom zbudowany z 8 segmentow RNA
kodujacego 11 biatek. Naleza do nich biatka kompleksu
polimerazy: PB2, PB1, PB1-F2 i1 PA, a ponadto hema-
glutynina (HA), nukleoproteina (NP), neuramindaza
(NA), matriks M1, matriks M2 oraz biatka niestruktu-
ralne NS1 1 NS2 (13, 14).

Wirusy Al cechuja si¢ duza zmiennoscia genetycz-
na, wynikajaca z podatnosci polimerazy na bigdy przy
tworzeniu nowych kopii RNA. Powstajaca po kazdym
cyklu replikacyjnym populacja nowych wiruséw nie
jest wigc genetycznie homogenna, lecz stanowi zbior
rozniacych si¢ nieznacznie subpopulacji (tzw. quasi
species), w ktorej dominuja wirusowe czastki potom-
ne najlepiej przystosowane do aktualnie panujacych
warunkow. Jesli warunki zewnetrzne ulegnq zmianie,
np. w organizmie poddanym terapii przeciwwiruso-
wej, wowczas obecnos¢ w danej populacji wariantow
genetycznych wirusa opornych na dany chemiotera-
peutyk skutkuje bardzo silna presja selekcyjna, w wy-

niku ktorej po pewnym czasie mutant wirusa zaczyna
dominowac. Powstawanie nowych wariantoéw odby-
wa si¢ najczesciej na drodze mutacji punktowych, in-
sercji oraz rekombinacji. W odniesieniu do wirusow
grypy ptakoéw zdefiniowano szereg markerow mole-
kularnych i mechanizméw zwiqzanych znabywaniem
patogennosci oraz adaptacja do orgamzmu gospoda-
rza, a takze pojawianiem si¢ opornosci na leki prze-
ciwwirusowe. Dotycza one r6znych genéw AIV, aich
rola i znaczenie sa tematem niniejszego artykutu.

Hemaglutynina

Hemaglutynina (HA) jest giownym biatkiem odpo-
wiedzialnym za wirulencje wirusoOw grypy ptakow.
W wyniku syntezy powstaje jako polipeptyd o dtugos-
ci 580-585 aminokwasow, a poza komoérka ma formeg
niezakaznego prekursora HAO. Czastka wirusowa staje
si¢ infekcyjna dopiero w nastgpstwie posttranslacyj-
nej modyfikacji HAO polegajacej na proteolizie na dwie
podjednostki HA-1 1 HA-2 (13). Proteoliza odbywa
si¢ w specyficznym regionie biatka HA, zwanym miej-
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scem cigcia (cleavage site). Wirusy Al podtypu H5
o niskiej patogennosci posiadaja zwykle sekwencj¢
aminokwasow PQRETR/GLF, natomiast wirusy pod-
typu H7 - PEXPKXR/GLF (tab 1) (13) Taka sekwen-
cjamiejsca cigeia sprawia, iz HA wirusow stabo pato-
gennych (low pathogenic avian influenza, LPAI) moze
ulegac¢ trawieniu wylacznie przez trypsyng 1 ewentu-
alnie enzymy trypsynopodobne, ktorych aktywnos$¢
ograniczona jest do uktadu pokarmowego i1 oddecho-
wego. W zwiazku z tym patogenne dziatanie wiruséw
LPAI sprowadza si¢ w praktyce tylko do tych dwoch
uktadéw. Z kolei wirusy o wysokiej patogennosci
(hlghly pathogenic avian influenza, HPAI) posiadaja
w miejscu cigcia dodatkowe amlnokwasy zasadowe
(argining lub lizyng), co czyni je podatnymi na dzia-
fanie furyny i proteaz furynopodobnych, obecnych
w catym organizmie. Wirusy HPAI cechuje wigc pan-
tropizm, a ich patogenne oddzialywanie w stosunku
do wigkszosci narzaddw 1 tkanek organizmu jest przy-
czyna cigzkiego przebiegu klinicznego choroby, kon-
czacego si¢ zwykle zejsciem $miertelnym.

Zmiany prowadzace do wzrostu patogennos$ci moga
mie¢ charakter mutacji punktowych, insercji lub re-
kombinacji. Wzrost wirulencji wywotany mutacja
punktowa miat miejsce w przypadku wirusa HSN2,
ktory spowodowatl epidemi¢ w USA (Pensylwania)
w 1983 1. (9). Wirus HPAI powstat ze stabo patogen-
nego prekursora, w ktérym w wyniku punktowej mu-
tacji miejsce cigcia biatka HAO zmienito swoj profil
zPQRETR/GLF na PQRKKR/GLF. Zastapienie kwa-
su glutaminowego i treoniny (E i T) przez dwie czas-
teczki lizyny (K) pociagneto za soba zmiang fenotypu
wirusa, wyrazona zwigkszong patogennoscia. Drugi
mechanizm nabywania zjadliwos$ci zwiazany jest ze
stopniowa akumulacja insercji nukleotydowych pro-
wadzacych do powstania nowego kodonu. Chociaz
omawiany mechanizm nie jest do konca poznany,
w najbardziej spojny sposob wyjasnia zmiany, jakie
zaszly w przypadku wirusa A/turkey/Ontario/7732/66,
w ktorym miejsce cigcia w nisko patogennym prekur-
sorze zmienito si¢ z PQRETR/GLF na PQRRKKR/
GLF. Z kolei w Chile w 2002 r., a w Kanadzie w 2004 r.
doszto do interesujacej mutaCJl wirusa stabo patogen-
nego do wysoce zjadliwego, polegajacej na insercji
fragmentu o dtugos$ci 30 nukleotydow (Chile)i21 nu-
kleotydow (Kanada), powodujacej wydtuzenie miej-
sca c1qc:1a odpowiednio, o 10 1 7 aminokwasow. In-
sercje byly wynikiem rekombinacji z fragmentem RNA
gendéw NP i M, ktore w konsekwencji doprowadzity
do zwigkszenia liczby aminokwaséw zasadowych (ar-
gininy — R lub lizyny — K) w miejscu cigcia HA (13).

Gléwne molekularne determinanty specyficznosci
gatunkowej wirusow grypy sa rowniez zlokalizowane
w obrebie genu HA. Mechanizm adaptacji zwiazany
jest glownie z powinowactwem hemaglutyniny wiru-
sa do receptorow bton komérkowych gospodarza, kto-
rych najwazniejszym sktadnikiem jest kwas sjalowy
(kwas N-acetyloneuraminowy, NeuAc). Wirusy grypy
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Tab. 1. Skroty literowe aminokwaséw wykorzystane w arty-
kule

Aminokwas Skrot jednoliterowy

Arginina R
Asparagina

Kwas asparaginowy
Kwas glutaminowy
Glutamina

Glicyna

Histydyna
lzoleucyna

Prolina

Leucyna

Lizyna

Seryna

Treonina

Tyrozyna

Walina

X = < - »w X r W — T ©O© O m O =

Jakikolwiek aminokwas obojetny lub zasadowy

wiaza si¢ z receptorami NeuAc w dwoch konforma-
cjach: a-2,3 NeuAc oraz a-2,6 NeuAc. Wykazano jed-
nak znaczace roznice w preferencji wirusow grypy
ptakow i ludzi do wiazania sig z poszczegdlnymi ty-
pami receptorow. Wirusy ptasie wykazuja znacznie
wigksze powinowactwo do a-2,3 NeuAc, wystepuja-
cych w przewadze w nablonku ptakow, podczas gdy
wirusy typu ludzkiego wiaza si¢ latwiej z receptorami
typu a-2,6, ktére dominuja w btonach komoérkowych
u cz%owieka, szczegOlnie w gornych drogach oddecho-
wych (w plucach wystepuje z kolei stosunkowo duza
ilo$¢ receptoréw a-2,3 NeuA). Powinowactwo hema-
glutyniny do kwasu sjalowego w okreslonej konfor-
macji zalezy migdzy innymi od obecno$ci aminokwa-
sOW W pozyCJach 226 1 228 biatka HA (21). Hema-
glutynina wirusow ptasich (z wyjatkiem wirusow Al
podtypow H13 1 H16 izolowanych od mew oraz nie-
ktérych AIV podtypu HIN2 stwierdzanych u drobiu
w Azji) posiada w tych pozycjach glutaming (Q) 1 gli-
cyng (G), podczas gdy w hemaglutyninie ludzkich wi-
ruséw stwierdza si¢ seryng (S) i leucyng (L). Hema-
glutynina wiruséw grypy odpowiedzialnych za pan-
demie u ludzi w latach 1918 (HIN1), 1957 (H2N2)
11968 (H3N2), pomimo ewolucyjnie ptasiego pocho-
dzenia, posiadala powinowactwo do receptoréw typu
ludzkiego (a-2,6 NeuAc) i tym nalezy ttumaczy¢ ich
zdolnos$¢ do efektywnej transmisji pomigdzy ludzmi
(10). Nalezy jednak podkreslic, iz izolowane od ludzi
wirusy podtypu HIN2 posiadaja w pozycji 226 leucy-
ng, lecz pomimo to zachowuja zdolno$¢ do zakazania
réznych gatunkéw ptakéw, co sugeruje, Ze powino-
wactwo hemaglutyniny do poszczegdélnych typow re-
ceptoroOw nie jest niezb¢dnym czynnikiem warunku-
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jacym adaptacje gatunkowa, a tylko jej bardzo waz-
nym elementem.

Gltowna rola neuraminidazy (NA) jest niszczenie
kwasu neuraminowego, co utatwia przytaczanie si¢
wirusa grypy do komorki. Ponadto poprzez odcinanie
reszt kwasu sjalowego NA umozliwia uwalnianie wi-
rionow potomnych z komorki (14). Mutacje zlokali-
zowane w NA wirusow grypy ptakow maja zazwy-
czaj zwiazek z adaptacja, nabywaniem opom0s01 na
niektére chemioterapeutyki, a prawdopodobnie row-
niez z wirulencja. Wykazano np., iz wigkszo$¢ wiru-
sow HPAI H5NI posiada delecjg 19 lub 20 amino-
kwaséw w NA, ktora moze by¢ zwiazana z ich adap-
tacja do organizmu ptactwa domowego (gtownie
ptakow grzebiacych), jak rowniez ze wzrostem pato-
gennosci dla ssakow (11, 13, 16). Ponadto wykazano,
ze obecnos¢ dodatkowych miejsc glikozylacji w ob-
rebie biatka NA moze prowadzi¢ do wzrostu zjadli-
wosci wirusow H5NT1 dla drobiu (6). W obrebie neur-
aminidazy wystgpuja rowniez markery opornos$ci na
leki przeciwwirusowe z grupy inhibitorow NA, do kto-
rych naleza oseltamivir i zanamivir. Potwierdzono, iz
mutacja polegajaca na zastapieniu histydyny przez ty-
rozyng w pozycji 274 (H274Y) prowadzi do wzrostu
opornosci wirusow HPAI HSN1 na oseltamivir (8).

Kompleks polimerazy

Na kompleks polimerazy sktadaja si¢ cztery biatka:
PB2, PBI1, PB1-F2 i PA, ktore kodowane sa przez
3 geny. Biatko PB2 inicjuje transkrypcjg, biatko PB1
jest transkryptaza elongacyjna, bialko PA posiada funk-
cj¢ transkryptazy o aktywnosci proteazy (14). Biatko
PB1-F2 prawdopodobnie odgrywa rolg¢ w apoptozie
i wirulencji (13). Mutacja w obregbie genu PB2 prowa-
dzaca do zastapienia kwasu glutaminowego przez li-
zyng w pozycji 627 (E627K) sprawia, iz wirusy ptasie
moga si¢ wydajnie replikowa¢ w komodrkach ssakow.
Potwierdzily to doswiadczenia na myszach i fretkach
(4, 5). Mutacja E627K zostata wykryta w wielu wiru-
sach HPAI podtypu H5N1, szczegolnie nalezacych do
kladu 2.2, ktore na przetomie 2005/2006 r. przedosta-
ty si¢ z Chin do Europy (w tym Polski), Afryki oraz na
Bliski Wschod 1 wywotaly liczne zachorowania pta-
koéw, ludzi 1 ssakow drapieznych (16). Obecno$¢ iden-
tycznej mutacji wykazano ponadto w biatku PB2 wi-
rusa podtypu H7N7, ktéry wyizolowano od zmartego
lekarza weterynarii w Holandii w 2003 r. krétko po
jego wizycie w zakazonej fermie drobiu (2), a takze
w rekonstruowanej sekwencji PB2 wirusa grypy od-
powiedzialnego za pandemig u ludzi w 1918 r., tzw.
hiszpanke (20). Jednak nie wszystkie wirusy HSN1 izo-
lowane od ludzi posiadaty t¢ mutacjg, co potwierdza,
ze nie jest ona warunkiem koniecznym do efektywne-
go zakazenia cztowieka (7, 15). Na przyktadzie wiru-
sa H7N7 wykazano ponadto, iz do wzrostu zjadliwos-
ci przyczynia si¢ zastapienie kwasu asparaginowego

Medycyna Wet. 2011, 67 (6)

przez asparaging w pozycji 701 (D701N), seryny przez
argining w pozycji 714 (S714R) biatka PB2, leucyny
przez proling w pozycji 13 (L13P), a seryny przez aspa-
raging w pozycji 678 (S678N) biatka PB1, a takze li-
zyny przez asparaging w pozycji 615 (K6 1 5N) biatka
PA (3).

Bialka matriks

Gen M wirusa grypy koduje dwa biatka matrikso-
we: M1, bedace glownym sktadnikiem wirionu, bio-
racym udzial w wydostawaniu si¢ wirusa na zewnatrz
komorki oraz biatko M2, petniace funkcj¢ kanatlu
jonowego (18). Jednym z celow terapii przeciwwiru-
sowej w odniesieniu do grypy jest farmakologiczne
zablokowanie kanalu jonowego przy zastosowaniu
lekow z grupy adamantanéw (np. amantadyny i ry-
mantadyny). Adamantany stosowane sa powszechnie
w leczeniu grypy ludzkiej, jednak w niektorych kra-
jach (np. USA) ze wzgledu na powstawanie licznych
mutantow opornych stosowanie tych chemioterapeu-
tykow nie jest zalecane (1). Badanie izolatow wiruso-
wych H5N1 nalezqcych do r6znych genetycznie grup
(kladow) przy uzyciu metody pirosekwencjonowania
wykazalo obecnos¢ mutacji w genie M kodujacym biat-
ko M2, prowadzacych do wzrostu opornosci na ada-
mantany i polegajacych w szczegolnosci na zastapie-
niu izoleucyny przez 1eucynq w pozycji 26 (126L),
waliny przez alaning w pozycji 27 (V27A) oraz sery-
ny przez asparaging w pozycji 31 (S31N).

Biatka niestrukturalne (NS)

Biatka niestrukturalne NS1 i1 NS2 kodowane sa przez
segment 8 wirusa, a ich rola polega gtownie na wiaza-
niu RNA i hamowaniu procesu usuwania sekwencji
niekodujacych (splicing) (NS1) oraz utatwieniu trans-
portu nukleoproteiny z jadra komorkowego (NS2)
(18). Wiele izolowanych w ostatnim okresie wiruséw
HPAI H5N1 posiada delecj¢ 5 aminokwas6w w pozy-
cjach 80-84 biatka NS1. Rola tej delecji nie zostata do
tej pory w sposob jednoznaczny wyjasniona, podej-
rzewa si¢ jednak jej zwiazek ze wzrostem patogen-
nosci (16).

Charakterystyka molekularna wiruséw HPAI H5N1
izolowanych w Polsce w latach 2006-2007

Wysoce zjadliwa grypa ptakow wywotana przez pod-
typ H5N1 wystapita w Polsce dwukrotnie: w 2006 r.
u ptakow dzikich, a w 2007 r. gtéwnie u drobiu (12,
19). Przeprowadzona analiza molekularna wybranych
krajowych izolatéw wykazata obecno§¢ markerow
molekularnych w hemaglutynlnle wskazujacych na
wsokq patogennos¢ (sekwencja aminokwasoéw w miej-
scu cigcia HAO PQGERRRKKR/GLF, z duza liczba
aminokwasow zasadowych — argininy 1 lizyny) oraz
na powinowactwo do receptoréw a-2,3 NeuAc, a wigc
wystepujacych w przewadze u ptakéw. W neuramini-
dazie stwierdzono obecnos¢ delecji 20 aminokwasow
(wzrost patogennosci dla drobiu grzebiacego), jednak
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nie wykazano markeréw opornosci na oseltamivir.
Obecnos¢ mutacji E627K w biatku PB2 wszystkich
krajowych izolatow HS5N1 jest markerem zwigkszo-
nej adaptacji i patogennosci dla ssakow. W biatku NS1
wykazano obecnos¢ delecji 5 aminokwasow w pozy-
cjach 80-84 (17). Ogolnie nalezy stwierdzi¢, iz krajo-
we izolaty wirusow H5N1 charakteryzowaly si¢ wy-
soka patogennoscia dla ptakow, zwigkszong patogen-
noscia 1 adaptacja do organizmu ssakow, jednak petna
wrazliwoscia na najczesciej stosowane leki przeciw-
Wwirusowe.

Podsumowanie

Wzajemne interakcje pomigdzy wirusem, gospoda-
rzem a Srodowiskiem wynikaja gtéwnie ze zmienno$-
ci genetycznej patogenu, ktoéra w przypadku wirusow
RNA jest bardzo duza. Mutacje pojawiajace si¢ w wy-
niku btedéw replikacji materialu genetycznego, jesli
nawet nie majq efektu letalnego, sa zwykle bez zna-
czenia z punktu widzenia wtasciwosci adaptacyjnych.
Jednak kazda zmiana, ktéra nawet w niewielkim stop-
niu spowoduje lepsze przystosowanie si¢ wirusa do
aktualnie panujacych warunkow, poddawana jest se-
lekcji naturalnej. Przedstawione w niniejszym artyku-
le modyfikacje genetyczne maja bardzo czgsto cha-
rakter zwyktych mutacji punktowych powodujacych
zmiang zaledwie jednego lub kilku aminokwasow. Jed-
nak pojawiajaca si¢ w efekcie modyfikacja fenotypu
moze by¢ bardzo istotna i prowadzi¢ w konsekwencp
do wzrostu patogennosci, rozszerzenia spektrum zy-
wicieli lub pojawienia si¢ oporno$ci na chemiotera-
peutyki. Wiele markeréw molekularnych istotnych
cech fenotypowych wirusow grypy zostato juz ziden-
tyfikowanych, jednak w dalszym ciagu odkrywane sa
kolejne. Ich ustalenie jest mozliwe dzigki zastosowa-
niu sekwencjonowania kwaséw nukleinowych. Coraz
wigcej laboratoriow badawczych posiada odpowied-
nie wyposazenie do prowadzenia tego typu badan. Ich
wyniki sa czgsto upubliczniane, m.in. dzigki istnieniu
platform internetowych, takich jak np. GISAID (Glo-
bal Initiative on Sharing Avian Influenza Data), umoz-
liwiajacych dostgp do informacji dotyczacych wirusa
grypy, w tym na biezaco wprowadzanych sekwencji
nukleotydowych z catego §wiata. W przeciwienstwie
do najbardziej popularnej platformy GenBank®, do-
step do GISAID jest bardziej ograniczony ze wzgledu
na bardziej restrykcyjne uregulowania zwiazane z za-
gadnieniami ochrony wtasnosci intelektualne;.

W zgodnej opinii ekspertow, §ledzenie zmian w ge-
nomie wirusow grypy jest nie tylko potrzeba chwili
(ze wzgledu na zagrozenie ze strony wirusow H5N1
1 A/HINT), ale rowniez koniecznoscia w perspekty-
wie dlugofalowej, z uwagi na mozliwo$¢ pojawienia
si¢ nowych wariantow genetycznych wirusa w przy-
sztodci. Szybkie rozpoznanie waznych markerow
molekularnych w nowo pOJaWIaJ jacych si¢ szczepach
wirusa grypy jest bardzo waznym elementem systemu
wczesnego ostrzegania.
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