"Diagnostyka szczepOow wirusa grypy przy uzyciu nowych metod

molekularnych.”

Streszczenie

Szacuje sie, ze kazdego roku, sezonowe epidemie wirusa grypy sa przyczyna od 2
do 5 milioné6w zachorowan oraz od 250 000 do 500 000 przypadkéw $miertelnych na
caltym Swiecie. Pojawienie sie w roku 2009 nowego szczepu wirusa grypy typu A
zapoczatkowato trwajaca ponad dwa lata pandemie, ktora tylko w pierwszym roku byta
powodem ponad 60 milionéw zachorowan w samych Stanach Zjednoczonych Ameryki
PowyzZsze liczby $wiadczg o tym jak powaznym zagrozeniem dla zdrowia publicznego sg
nowo pojawiajace sie szczepy wirusa grypy typu A.

Brak odpornosci na takie szczepy w populacji ludzi spowodowany jest ciggty
zmiennos$cig genetyczng wirusa, u podstaw ktoérej lezg zjawiska takie jak: reasortacja
(wymiana segmentéw genetycznych pomiedzy dwoma réznymi wirusami), skok
antygenowy (zmiana segmentéw genetycznych kodujacych glowne antygeny
powierzchniowe wirusa) czy przesuniecie antygenowe (powolne gromadzenie sie matych
zmian w sekwencjach kodujacych gtéwne antygeny powierzchniowe wirusa).

Szczepienia profilaktyczne skierowane przeciwko krazacym obecnie wsréd ludzi
szczepom, wykazuja duza skuteczno$¢, jednak z powodu zmiennosci antygenéw
powierzchniowych hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA), muszg by¢ powtarzane co
roku z uzyciem nowej szczepionki, ktérej sktad okreSlany jest na podstawie badan
przesuniecia antygenowego. Ponadto, w przypadku pojawienia sie zupeinie nowego
szczepu wirusa, powstatego w wyniku reasortacji, sezonowa szczepionka
najprawdopodobniej okaze sie mato efektywna.

Potencjalnym Zrédtem nowych niebezpiecznych szczepéw wirusa grypy typu A
moze by¢ wymiana segmentéw genetycznych w czasie koinfekcji jednego organizmu
szczepami pochodzacymi od réznych gospodarzy, ktéra moze prowadzi¢ do przetamania
barier gatunkowych i adaptacji wirusa do nowego gospodarza. Wiele specjalistycznych
publikacji, instrukcji oraz dyrektyw wydawanych od 2009 roku przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia, WHO (ang. World Health Organization), Organizacje Narodéw
Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa, FAO (ang. Food and Agriculture

Organisation) czy Swiatowa Organizacje Zdrowia Zwierzat, OIE (ang. World Organisation



for Animal Health), opisuje wazko$¢ problemu mieszanych zakazen pomiedzy ludZmi i
zwierzetami. Wymienione organizacje zalecaja rézne procedury postepowania w celu
minimalizacji mieszania sie odmiennych szczepéw wirusa iwyraznie stwierdzaja, ze
zaadaptowanie sie ludzkich wiruséw wsréd populacji zwierzat hodowlanych stwarzaé
bedzie potencjat do reasortacji z innymi wirusami pochodzenia §winskiego lub ptasiego i
powstania nowego bardziej wirulentnego szczepu. Wedlug koncepcji "One Health",
stanowigcej obecnie podstawe wspoétpracy pomiedzy Centrum  Zwalczania
i Zapobieganaia Chorobom, CDC (ang. Centers for Disease Control and Prevention), WHO,
FAO i OIE, zdrowie ludzi potaczone jest ze zdrowiem zwierzat i Srodowiska. Nalezy ktas¢
duzy nacisk na monitoring, diagnostyke i nadzér zakazen wirusem grypy nie tylko wsrod
ludzi, ale i zwierzat hodowlanych pozostajacych w naszym najblizszym sgsiedztwie, a
takze ws$rdd dzikiego ptactwa wodnego stanowigcego rezerwuar wszystkich typow
wirusa. Pozwoli to dysponowa¢ danymi i ocenia¢ potencjalne zagrozenie, ktére moze
spowodowac pojawienie sie niebezpiecznego ludzkiego i/lub zwierzecego szczepu wirusa.

Podobnym problemem jest powstawanie quasi-wariantéw wirusa, w wyniku
btednej inkorporacji zasad przez wirusowg polimeraze RNA w procesie replikacji. Takie
warianty utrzymuja sie wraz z wariantem dominujagcym w organiZmie gospodarza.
W przypadku kiedy zdolno$¢ do przezycia quasi-wariantéw jest podobna do wariantu
dominujgcego, moga one by¢ obecne w populacji wirusa na niskim poziomie. Jednak gdy
presja immunologiczna ze strony gospodarza lub presja Srodowiskowa spowoduja, ze taki
quasi-wariant bedzie lepiej przystosowany do przezycia w zmienionych warunkach, moze
dojs¢ do zmiany wariantu dominujgcego na rzecz wariantu lepiej przystosowanego.
Rezultatem takich wydarzen moze by¢ unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza
przez nowy wariant wirusa (takze odpowiedzi stymulowanej przez szczepienia ochronne)
oraz nabycie odporno$ci na obecnie stosowane leki antywirusowe.

Wiekszos$¢ technik stosowanych w rutynowej diagnostyce zawodzita
w wykrywaniu mieszanych infekcji i quasi-wariantéw wirusa z uwagi na limit detekcji
oraz wysoka specyficzno$¢. Metody oparte na technikach tancuchowej reakcji polimerazy
poprzedzonej reakcja odwrotnej transkryptazy (RT-PCR) oraz tancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) projektowane w celu detekcji bardzo
specyficznych sekwencji, nie potrafity ujawni¢ obecnosci innego wariantu wirusa w tej
samej prébce. Mate zmiany w genomie, powstate w wyniku akumulacji pojedynczych

mutacji, powodujg, ze sondy lub startery wykorzystywane w powyzszych metodach nie



przyczepiaja sie do odpowiedniego rejonu DNA co powoduje btedne odczyty. Z kolei testy
serologiczne iimmunoenzymatyczne posiadaja zbyt matg czuto$¢ by rozrézni¢ dwa
warianty wirusa. Odpowiedzig na ten problem mogg by¢ nowe metody sekwencjonowania
i spektroskopii masowej, ktére obecnie uzywane sg do okreslenia poziomu wystepowania
zakazen mieszanych i quasi-wariantéow, jednak z powodu kosztéw i czasochtonnej
procedury przygotowawczej ich wykorzystanie w rutynowej diagnostyce stoi pod
znakiem zapytania.

Uzyteczng alternatywg dla wymienionych wyzej metod diagnostycznych moze by¢
zastosowanie opracowanej w trakcie mojego doktoratu metody, opierajacej sie na
polimorfiZzmie konformacyjnym pojedynczych nici DNA w zmiennej temperaturze: MSSCP
(ang. Multitemperature Single Strand Conformational Polymorphism), ktora dzieki wysokiej
czutoéci i niskiemu poziomowi detekcji sprawdza sie bardzo dobrze przy wykrywaniu
mutacji, mieszanych infekcji oraz mniejszo$ciowych wariantéw wirusa.

Technika MSSCP jest rozwinieciem techniki Single Strand Conformational
Polymorphism (SSCP) opisanej po raz pierwszy w Orita i wsp. 1989. W standardowej
technice pojedyncze nici DNA rozdzielane s3 w zelu poliakrylamidowym. Podczas
rozdziatu tworzg rézne tréojwymiarowe struktury, osiggajac r6zng mobilnos¢ w zalezno$ci
od sekwencji, sity jonowej, pH i temperatury. W technice MSSCP rozdziat
elektroforetyczny jest przeprowadzany w zelu poddawanym $cis$le kontrolowanym
zmianom temperatury, przez co zwieksza sie prawdopodobienstwo, ze analizowany
produkt PCR przyjmie rézne konformacje w zaleznosci od zmian sekwencji, co zapewnia
wyzszg czuto$¢ detekcji przy skréconym czasie analizy.

W zatagczonych publikacjach zaproponowatem zastosowanie metody opartej na
powyzszej technice do:

* detekcji i roéznicowania zakazen mieszanych szczepami sezonowymi

i pandemicznym wirusa grypy typu A wsrod ludzi

* badania zmiennoS$ci genetycznej genu hemaglutyniny pandemicznego szczepu
oraz jej potencjalnego wptywu na rejony odpowiedzialne za interakcje

z przeciwciatami neutralizujgcymi

* analizy koinfekcji r6znymi wariantami szczepu A/H1N1 wsrod populacji $win

W pierwszej publikacji analizie MSSCP poddano prébki pobrane od 23 pacjentéw

wykazujacych objawy grypopodobne z réznych szpitali na terenie Polski, uktérych

wcze$niej potwierdzono infekcje pandemicznym szczepem A(H1IN1)pdmO9 przy uzyciu



techniki real time-RT-PCR. We wszystkich prébkach potwierdzono obecno$¢ szczepu
A(H1IN1)pdmO09, a ponadto w 4 z 23 probek analiza MSSCP wykazata koinfekcje
sezonowym i pandemicznym  wariantem szczepu A/HIN1. Bezposrednie
sekwencjonowanie analizowanego materiatu genetycznego potwierdzilo uzyskane
wyniki. Opisana metoda pozwolita nie tylko na specyficzne réznicowanie konkretnych
szczepOw wirusa grypy typu A, ale réwniez na ich detekcje w jednej prébce z bardzo
wysoka czuto$cig wykrywania mniejszo$ciowego wariantu wirusa.

Druga publikacja opisuje analize MSSCP specyficznego rejonu genu hemaglutyniny,
ktéry zawiera sekwencje jednego z gtéwnych epitopéw dla przeciwciat neutralizujacych,
w izolatach pandemicznego szczepu A(H1N1)pdmO9 pozyskanych od pacjentéw z
Tajwanu w latach 2009-2011. W izolatach uzyskanych w latach 2010 i 2011 pojawitly sie
zmiany w sekwencji nukleotydowej w poréwnaniu z referencyjnym szczepem
pandemicznym z 2009 roku. Wiekszo$¢ zmian nie skutkowata powaznymi modyfikacjami
struktury biatkowej. Trzy z nich zlokalizowane byly w obrebie epitopu E, a jedna z nich
(E66K) znajdowata sie w miejscu odpowiedzialnym za wigzanie przeciwciat
neutralizujacych, co mogtoby wptyna¢ na efektywno$¢ szczepionki. Tym samym praca
wskazuje na uzyteczno$¢ opisywanej metody do analizy zmiennosSci genetycznej
specyficznych rejonéw genomu wirusa grypy typu A i detekcji potencjalnych wariantéw
mogacych unikng¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza.

W trzeciej publikacji analizie MSSCP poddano prébki pozyskane od $win
wykazujacych objawy grypy, z réznych farm na terenie Polski. We wszystkich prébkach
stwierdzono wczesniej obecnos¢ swinskiego wirusa A/H1IN1 o ptasim pochodzeniu.
Przeprowadzona analiza MSSCP wykazata obecno$¢ kilku wariantéw wirusa grypy typu A
ws$rdd badanych probek, co pokazuje, Zze opisywana metoda moze by¢ uzywana do
detekcji mieszanych zakazen wirusem grypy typu A oraz do réznicowania specyficznych
wariantéw wirusa krazacych wsroéd populacji Swin.

Czwarta z zataczonych publikacji, stanowi prace przegladowa, ktéra traktuje
o przydatnosci metod opartych na technice MSSCP do genotypowania izolatéw wirusa
grypy typu A oraz jej konkretnych zastosowaniach. W pracy opisana zostata zaréwno
metoda bedaca przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej, jak i inne wykorzystujgce
technike MSSCP do analizy zmienno$ci genetycznej wiruséw.

Wszystkie przedstawione publikacje dowodza przydatnos$ci opracowanej przeze

mnie metody do réznicowania i detekcji specyficznych wariantéw wirusa grypy typu A,



wykrywania koinfekcji r6znymi wariantami wirusa grypy typu A w jednej prébce, a takze

analizy zmienno$ci genetycznej specyficznych rejonéw genomu wirusa grypy typu A.



