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Reverse transcriptase as the enzyme responsible for the genetic vari-
ability of human immunodeficiency virus (HIV)

Summary

Human immunodeficiency virus (HIV), the causative agent of AIDS, belongs
to the particularly dangerous and, as a result, the most extensively studied vi-
ruses. Until now no effective method protecting against this pathogen has been
developed. The major problem is the unusual genetic variability of HIV, which
helps the virus to escape from immunological response and to produce drug-re-
sistant mutants. Most of the collected data suggest that HIV-encoded reverse
iransciiptase (HIV RT) is the main facto.- responsible for the continuos genera-
tion of new viral variants. There are two primary mechanisms involved in the
generation of HIV mutants: high error prone replication and genetic RNA re-
combination. In this article both processes are discussed in detail.
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1. Wstep
Sposréd roznych zakazen jakie moga by¢ wywolywane przez

znane nam obecnie czynniki chorobotwoércze, infekcje wirusowe
charakteryzujg sie szczegOllng opornoscia na wszelkie metody
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terapii. Fakt ten nie zawsze jest przez nas dostrzegany ze wzgledu na stosunkowo
tagodny przebieg licznych choréb wirusowych. Niestety, obok tagodnych istnigjg tak-
ze i niezwykle grozne wirusy, do ktérych z pewnoscig nalezy ludzki wirus uposle-
dzenia odpornosci (H1V - human immunodeficiency virus). Nie udato sie, jak dotad,
opracowac skutecznego leku czy szczepionki chroniacej przed infekcjg H1V (1). Pod-
stawowg trudnoscig, na jaka napotykaja badacze, jest niezwykla zmiennosS¢ gene-
tyczna tego drobnoustroju (2,3). Stwierdzono, ze H1V potrzebuje zaledwie kilku ty-
godni czy miesiecy, by sta¢ sie opornym na kazdy srodek przeciwwirusowy (4). Za-
sadniczym warunkiem znalezienia skutecznych metod jego zwalczania jest zatem
doktadne poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie nowych, nie-
wrazliwych na stosowane preparaty wariantéw F11V. Stad tez jednym z gtéwnych ce-
I6w prowadzonych obecnie badan jest ustalenie, w jaki sposéb dochodzi¢ moze do
niezwykle szybkiej modyfikacji genomu wirusowego. Zgodnie z centralnym dogma-
tem biologii molekularnej przeptyw informaciji genetycznej odbywa sie od DNA po-
przez RNA do biatka. W przypadku wiruséw zasada ta znajduje zastosowanie jedy-
nie u tych, ktérych genom zbudowany jest z DNA. U wirusdw wykorzystujgcych RNA
jako podstawowy nosnik informacji genetycznej schemat ten ulega uproszczeniu:
RNA”Dbiatko, wzglednie rozbudowaniu: RNA*DNA—>RNA-"biatko. Zgodnie z tym
ostatnim schematem funkcjonujg retrowirusy, a zatem takze H1V bedacy obiektem
prezentowanych w tej pracy rozwazan. Ich zasadnicza cze$¢ poswiecona zostata
szczeg6towemu omowieniu mechanizméw decydujacych o zmiennosci genetycznej
tego wirusa.

2. Replikacja HIY

F11V jest wirusem sferycznym o $rednicy ok. 110 nm. W zewnetrznej otoczce
ostaniajgcej ikozaedralny nukleokapsyd (o Srednicy ok. 100 nm) zakotwiczone sg
biatka odpowiedzialne za specyficzne wigzanie wirusa do receptorow komorko-
wych (5,6). We wnetrzu nukleokapsydu znajdujg sie dwie identyczne lub prawie
identyczne genomowe czgsteczki RNA o dlugosci ok. 10 kz i polarnosci mRNA (7).
Mozna zatem powiedzie¢, ze HIVjest drobnoustrojem ,pseudodiploidalnym”. Infe-
kuje on gtéwnie komorki uktadu odpornosciowego cztowieka posiadajgce na swojej
powierzchni receptory CD4, czyli limfocyty pomocnicze T i makrofagi (8). Obecnos¢
wirusa zaobserwowano takze w komorkach mikrogleju oraz w komdrkach endote-
lium (Srédbtonka) w mézgu.

Infekcja rozpoczyna sie wowczas gdy wirus zostaje przytgczony do powierzchni
wrazliwej komorki. Wnikniecie nukleokapsydu do cytoplazmy nastepuje najczesciej
w wyniku fuzji btony komérkowej gospodarza i otoczki wirusowej. W przypadku
makrofagéw moze ono zachodzi¢ takze na drodze endocytozy (9,10). We wnetrzu
komorki struktura nukleokapsydu ulega rozluZnieniu, réwnoczesnie zainicjowany
zostaje kilkuetapowy proces replikacji genomu wirusowego (11,12). Prawie wszyst-
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8. DOJRZEWANIE

Rys. 1. Replikacja H1V. 1. Adsorpcja czasteczek wirusa na wrazliwych komoérkach posiadajacych re-
ceptory CD4. 2. Przenikanie wirusa do cytoplazmy gospodarza. 3. Rozluznienie struktury kapsydu. 4. Re-
plikacja genomu wirusowego: a) przepisywanie genomowego RNA na dsDNA (odwrotna transkrypcja),
b) integracja z genomem gospodarza, c) powielenie materialu genetycznego (gtdwnie poprzez tran-
skrypcje). 5. Ekspresja gendéw: a) transkrypcja, b) translacja. 6. Skltadanie czgsteczek potomnych wirusa.
7. Opuszczanie komorki gospodarza. 8. Dojrzewanie.

kie sktadniki niezbedne do jego przebiegu znajduja sie w czgstce wirusowej (wirio-
nie). Sg to: dwie kopie genomowego RNA, odwrotna transkryptaza, integraza i star-
ter, ktérego role petni tRNA lizynowy, gdyz synteza DNA nie moze zachodzi¢ de
novo. Niezbedne w procesie syntezy DNA trojfosforany deoksyrybonukleozydéw
(dNTP), wystepuja w wysokim stezeniu w cytoplazmie gospodarza i bez przeszkéd
przenikaja do wnetrza nukleokapsydu. Pierwszy etap replikacji polega na przepisa-
niu wirusowego, genomowego RNA na dwuniciowy DNA (dsDNA) (13,14). Katalizo-
wana przez odwrotng transkryptaze (RT) reakcja przebiega w obrebie cytoplazmy
chociaz kontakt wirusowego aparatu replikacyjnego z czynnikami komorkowymi
Jest wyraznie ograniczony przez biatka kapsydowe. Nadal Jednak pozostaje zagadka,
Jakiego sygnatu uzywa H1V do zapoczatkowania procesu replikacji czasteczek geno-
mowych (15,16).

W kolejnym etapie cyklu zyciowego H1V, produkt odwrotnej transkrypcji - li-
niowy dsDNA, zostaje przeniesiony do Jadra komoérkowego, gdzie ulega integracji
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z genomem gospodarza. Na podstawie zebranych dotychczas danych przypuszcza
sie, ze miejsce wigczenia wirusowego DNA wybierane jest w spos6b catkowicie
przypadkowy. W wyniku integracji HIV staje sie prowirusem co oznacza, ze jego
materiat genetyczny powielany jest wraz z DNA komérkowym (17,18).

Ekspresja genéw wirusowych jest procesem ziozonym, wymaga obecnosci bia-
tek wirusowych dziatajgcych w ukladzie cis i trans oraz biatek gospodarza (19,20).
Transkrypcja zintegrowanego wirusowego DNA zachodzi w jadrze i prowadzi do
powstawania genomowych czgsteczek HIV oraz wirusowych mRNA. Proces ten kata-
lizuje komoérkowa polimeraza RNA 11. Rozpoznaje ona sekwencje promotorowa zlo-
kalizowang na koncu 5' wirusowego dsDNA (w rejonie zwanym dilugim powtorze-
niem koncowym, LTR - long terminal repeat) (21,22). Poczatkowo syntetyzowane s3
tzw. biatka ,wczesne”, ktére petnig funkcje regulatorowe i umozliwiajg powstanie
genomowego RNA oraz pozostatych bialek funkcjonalnych i strukturalnych (biatek
.poZnych™) (23,24). Te ostatnie w formie polipeptydéw transportowane sg do btony
komérkowej, gdzie utworzone zostajg wiriony potomne. W procesie tym istotng
role odgrywa wirusowa proteaza przeksztalcajgca prekursorowe polipeptydy w funk-
cjonalne skiadniki nukleokapsydu. Po optaszczeniu, wirusowe czagstki potomne
opuszczajg komorke gospodarza i rozpoczynajg inwazje kolejnych komoérek podat-
nych na infekcje (rys. 1) (25,26).

3. Molekularne podstawy zmiennos$ci genetycznej HIV

Systematyczna analiza wiruséw powstajacych w zainfekowanym organizmie
umozliwita identyfikacje wielu mniej lub bardziej skomplikowanych modyfikacji wy-
stepujacych w obrebie genomu HIV. Najogdlniej wyrdzni¢ mozna ich dwa podstawo-
we typy; mutacje punktowe oraz bardziej skomplikowane rearanzacje czgsteczek
genomowych (27). Pierwsze wprowadzane sg zarOwno w trakcie procesu replikacji
genomu wirusowego jak i po jego zakohczeniu, podczas gdy drugie sa produktem
rekombinacji RNA (28). Podstawowe mechanizmy odpowiedzialne za ich powstawa-
nie zostaly krétko przedstawione w dalszej czesSci pracy.

3.1. Mutacje punktowe

Mutacje punktowe moga pojawiac sie w czasteczkach genomowych wirusa w wyni-
ku dziataria bardzo réznych czynnikéw. Niektére wprowadzane sg podczas procesu
zwanego edycja RNA. Najczesciej polega on na deaminacji adenozyny lub cytozyny
przez specyficzne enzymy komérkowe (deaminazy) (28-31). Inne zmiany wprowadza-
ne sg na d'odze fizycznej lub chemicznej mutagenezy, np. w wyniku naswietlania pro-
mieniami UV, dziatania promieniowania jonizujgcego, stosowania analogéw nukleozy-
dowych, traktowania zwigzkami modyfikujgcymi zasady purynowe czy pirymidynowe.
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W warunkach fizjologicznych ilos¢ tego typu mutacji jest jednak nieporéwnywalnie
mata wobec ilosci zmian wprowadzanych podczas nieprecyzyjnego kopiowania
czasteczek genomowych. WspomnieliSmy juz, ze cykl zyciowy H1V wymaga wielokrot-
nego powielenia materiatlu genetycznego zanim dojdzie do wytworzenia wiriondw po-
tomnych (32). Na wstepie genomowy RNA zostaje przepisany na jednoniciowy DNA
(ssDNA), ktéry w kolejnym etapie stuzy jako matryca do syntezy dwuniciowego DNA
(dsDNA). Oba procesy katatizowane sg przez odwrotng transkryptaze retrowirusa (H1V
RT), bedaca zarowno RNA-jak i DNA-zalezng potimerazg DNA (28). Po wigczeniu do ge-
nomu komorkowego, prowirusowy DNA jest kopiowany wraz z catym genomem go-
spodarza przez komorkowe kompiteksy replikacyjne. W ostatniej fazie potomne
czgsteczki genomowe transkrybowane sg przez komorkowa potimeraze RNA. Powsta-
je zatem pytanie, ktéry z czterech wymienionych proceséw (synteza DNA zatezna od
RNA, synteza DNA zalezna od DNA, replikacja badz transkrypcja) odpowiedzialny jest
za wprowadzanie punktowych modyfikacji do materiatu genetycznego H1V. Z pewno-
Scig nie jest nim reptikacja genomu komorkowego, w trakcie ktOrej czestosS¢ mutacii
wynosi zaledwie (33), mozemy jg zatem pomina¢ w naszych dalszych roz-
wazaniach. W przeciwienstwie do komplekséw replikujgcych komérkowy DNA, od-
wrotne transkryptazy, podobnie jak polimerazy RNA, pozbawione sg aktywnosci na-
prawczej (proofreading activity), stad tez katalizowane przez nie reakcje beda gtéwnym
zrédtem mutacji (28,34,35). Z zebranych dotagd danych wynika, ze odwrotne tran-
skryptazy kopiujg czgsteczki genomowe z podobng doktadnoscia, z jakg w jgdrze ko-
morkowym syntetyzowany jest RNA. Na podstawie przeprowadzonych badan dowie-
dziono ponadto, ze H1V RT wprowadza podobng ilos¢ modyfikacji podczas RNA-zalez-
nej, jak i DNA-zaleznej syntezy DNA. Mozna zatem przyjac, ze wszystkie trzy procesy
w jednakowym stopniu generujg zmiennos¢ genetyczng H1V. Dwa pierwsze (synteza
sSDNA i dsDNA) katalizowane sg przez H1V RT. Enzym ten odpowiedzialny jest zatem
za wprowadzenie okoto 70% punktowych mutacji (28).

Szacuje sie, ze czestos¢ z jaka HIV RT wprowadza mutacje do nowo syntetyzo-
wanej nici potomnej wynosi od 10" do 10" Oznacza to, ze az 100 nukteotydow
moze zosta¢ nieprawidtowo wiaczonych podczas jednego cyklu replikacyjnego ge-
nomu o dlugosci ok. 10" zasad. Czestos¢ mutacji uzatezniona jest jednak od struk-
tury pierwszo- i drugorzedowej RNA (36). Po uwzgtednieniu tych czynnikéw ustalo-
no prawdopodobne tempo mutacji HIV in vivo, zmierzone przez czesto$¢ inaktywa-
cji genu reporterowego lacZa. Wynosi ono ok. 3 x 10" /pz./ cykl replikacyjny (37-39).
W uktadach in vitro czesto$¢ mutaciji wprowadzanych przez H1V RT jest ok. 20-krot-
nie wyzsza, co wskazuje na istnienie hipotetycznego czynnika komérkowego zwiek-
szajgcego doktadnos¢ replikacji (40). Najczesciej pojawiajgcymi sie mutacjami sg
substytucje nukleotydowe (tranzycje i transwersje - ok. 8]% mutacji), zdecydowa-
nie rzadziej dochodzi do zmiany ramki odczytu (ok. ]3% mutacji). Pozostate mutacje
to proste detfecje (ok. 4%) oraz detecje z insercjami (ok. 2%). Nie obserwuje sie nato-
miast duptikacji (27). Prawdopodobny mechanizm wprowadzania niektérych typow
mutacji przedstawiony zostat na rysunku 2.
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Substytucja nukleotydowa Zmiana ramki odczytu
[
51 ACAA">r~ GTC =
<T C AG |
5 AC AA™N'GTC >
a) wynikajaca z btednego przytaczenia nukleotydu c) wynikajaca z btednego przylgczenia nukleotydu.

a nastgpnie utworzenia miejscowego wybrzuszenia

:MTG
GG C<T AC

b) wynikajgca z utworzenia chwilowego wybrzuszenia d) wynikajaca z tzw. $lizgania sie polimerazy
nukleotydowego w matrycy

Rys. 2. Doktadnos¢ kopiowania czasteczek genomowych zalezy od ich struktury oraz wtasciwosci
odwrotnej transkryptazy (RT). Odwrotne transkryptazy nie posiadajg aktywnosci naprawczej: btednie
wprowadzone nukleotydy pozostajg zatem w nowo zsyntetyzowanej nici. Dodatkowo wystepowanie
charakterystycznych sekwencji - traktéw poli-A lub poli-T moze powodowac tzw. $lizganie sie enzymu
wzdtuz matrycy (polymerase slippage). Jezeli pomimo wigczenia niewlasciwego nukleotydu utworzy sie
staba para zasad. np. G:T, enzym moze kontynuowac synteze nici potomnej; w przypadku gdy nie do-
chodzi do utworzenia poprawnych wigzan, synteza nici potomnej zostaje zatrzymana. Najczesciej wy-
stepujacymi mutacjami sa substytucje nukleotydowe i zmiany ramki odczytu. Powstawanie substytucji
nukleotydowych moze by¢ spowodowane: a) btednym przytgczeniem nukleotydu lub b) utworzeniem
chwilowego wybrzuszenia w miejscu niesparowania matrycy i nici potomnej. Do zmiany ramki odczytu
moze dochodzi¢: ¢) w przypadku nieprawidtowego wprowadzenia nukleotydu przez RT, a nastepnie po-
wstawania miejscowego wybrzuszenia, w celu utworzenia prawidtowych wigzan typu Watsona-Cricka
lub d) poprzez $lizganie sie enzymu wzdtuz matrycy.

3.2. Rearanzacje genomu wirusowego - rekombinacja RNA

Jedng z najbardziej osobliwych cech retrowirusow jest wysoka czestos¢ z jaka
ich materiat genetyczny ulega rekombinacji (41). Do tej pory nie znaleziono innych
naturalnie wystepujgcych uktadéw biologicznych o tak duzej zdolnosci do wymiany
materialu genetycznego (27). Zjawisko genetycznej rekombinacji RNA zdefiniowac
mozna jako proces tworzenia nowych czgsteczek genomowych w oparciu na frag-
mentach juz istniejacych genomoéw. Na podstawie wstepnych wynikéw badan zapro-
ponowano dwa catkowicie r6zne mechanizmy ttumaczace w jaki sposéb tworzone
sg rekombinanty wirusowe. W pierwszym zaklada sie, ze powstajg one przez rozer-
wanie i ponowne potgczenie czasteczek kwasu nukleinowego. Mechanizm ten wy-
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korzystywany jest w rekombinacji DNA (42). W drugim zaktada sie, ze rekombinacja
ma miejsce podczas replikacji genomu wirusowego, kiedy zaangazowana w ten pro-
ces polimeraza przenosi sie z jednej czgsteczki matrycowej na druga. Nazwano go
mechanizmem wybiérczego kopiowania (copy choice) (43,44). Obecnie przewaza po-
glad, ze rekombinacja RNA zachodzi zgodnie z zalozeniami hipotezy wybiérczego
kopiowania. Istniejg jednak pojedyncze doniesienia wskazujgce, ze w pewnych specy-
ficznych sytuacjach obowigzywac¢ moze alternatywny mechanizm rekombinacji (45).
Chociaz hipoteza wybidérczego kopiowania nie wyjasnia molekularnych podstaw
procesu rekombinacji, pozwala jednak wyréznic jego trzy podstawowe etapy (rys. 3).
Podczas pierwszego, synteza nici potomnej na matrycy zwanej czasteczkg dono-
rowg zostaje zahamowana. Role czgsteczki donorowej petni¢ moze zaréwno geno-
mowy RNA jak i powstaly w procesie odwrotnej transkrypcji ssDNA. Wiele jest przy-
czyn, dla ktérych HIV RT ulega zatrzymaniu na czgsteczce donorowej. Najczesciej
obserwowane to: brak ciggtosci matrycy, obecno$¢ specyficznych sekwencji czy mo-
tywow strukturalnych, btedne wprowadzenie nukleotydu lub oddziatywania geno-
mowego RNA z biatkiem nie uczestniczacym w replikacji (np. bialkiem kapsydo-
wym). W drugim etapie kompleks HIV RT z nicig potomna zostaje uwolniony z do-
norowego RNA/ssDNA lub tez sama tylko H1V RT cofa sie na matrycy, uwalniajgc ko-
niec 3' nowo syntetyzowanej nici. Ostatni etap polega na przeniesieniu H1V RT wraz
z czagsteczkg potomng na nowg matryce zwang akceptorem (genomowy RNA lub
ssDNA). Scenariusz, wedtug ktérego zachodzi ten proces, uzalezniony jest od prze-
biegu etapu drugiego, jezeli HIV RT oraz ni¢ potomna zostaty uwolnione z czastecz-
ki donorowej jako kompleks, moga by¢ w catosci przeniesione na czasteczke akcep-
torowa. Czynnikiem umozliwiajgcym zajscie tego procesu jest hybrydyzacja nici po-
tomnej do sekwencji komplementarnej wystepujgcej w akceptorowym RNA/ssDNA
lub wigzanie H1V RT do sekwencji promotorowej czy imitujacej promotor, obecnej
rowniez w akceptorowym RN/VssDNA. jezeli po oddysocjowaniu z czgsteczki dono-
rowej kompleks HIV RT z nicig potomng ulegt rozpadowi, musi on zosta¢ odtworzo-
ny na innej matrycy. Najprostszym rozwigzaniem w tej sytuacji jest hybrydyzacja kil-
ku nukleotyddw z konhca 3' nici potomnej do akceptorowego RN/VssDNA. Nastepnie
koniec ten moze stuzy¢ HIV RTjako starter, jezeli w drugim etapie doszto do cofnie-
cia H1V RT na czasteczce donorowej, wowczas matrycowy RN/VssDNA moze ulec de-
gradacji (np. w skutek dziatania rybonukleazy H stanowigcej czes¢ odwrotnej tran-
skryptazy lub innej nukleazy specyficznej dla ssDNA) w wyniku czego uwolniony zo-
staje koniec 3' nici potomnej. Hybrydyzuje on do sekwencji komplementarnej obec-
nej w czasteczce akceptorowej, umozliwiajgc przeskok H1V RT na nowag matryce.
Wymiana informacji genetycznej najczesciej ma miejsce w obrebie tej samej popula-
cji wirusowej, aczkolwiek znane sg przypadki rekombinacji pomiedzy r6znymi wirusa-
mi, czy nawet pomiedzy RNA wirusowym a RNA pochodzacym z komorki gospodarza,
jezeli w rekombinacji uczestnicza dwie identyczne lub prawie identyczne czasteczki
kwasu nukleinowego méwimy, ze jest ona homologiczna, natomiast jesli do wymiany
dochodzi miedzy réznymi czasteczkami, nazywamy ja niehomologiczng (46).
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Rys. 3. Proponowane mechanizmy rekombinacji zachodzacej zgodnie z hipotezga wybiérczego ko-
piowania. Zgodnie z hipotezg wybiérczego kopiowania proces rekombinacji genetycznej mozna podzie-
li¢ na trzy podstawowe etapy. Na podstawie zebranych dotychczas danych przypuszcza sie, ze przenie-
sienie kompleksu H1V RT-ni¢ potomna z czasteczki donorowej na akceptorowa moze przebiegaé we-
dtug co najmniej trzech réznych scenariuszy. Etap | - zahamowanie syntezy nici potomnej na matrycy
donorowej (zaznaczona kolorem biatym) - jest wspdlny dla wszystkich trzech scenariuszy. Scenariusz
a) Etap Il - kompleks HIV RT (zaznaczona szarym owalem) z nicig potomnag zostaje uwolniony z czas-
teczki donorowej (jako catos¢). Etap lll - przeniesienie HIV RT wraz z nicig potomnag na matryce akcep-
torowg (zaznaczona kolorem szarym) i kontynuacja syntezy. Scenariusz b) Etap Il - HIV RT i ni¢ potom-
na zostajag osobno uwolnione z czasteczki donorowej. Etap Ill - koniec 3' nowo syntetyzowanej nici
zostaje przeniesiony na matryce akceptorowa, nastepnie do powstatego dupleksu przytacza sie H1V RT.
Po odtworzeniu kompleksu replikazowego synteza nici potomnej moze zosta¢ wznowiona. Scenariusz
c) Etap Il - H1V RT cofa sie na matrycy uwalniajac koniec 3' nowo syntetyzowanej nici, rownoczesnie
degradujac fragment czasteczki donorowej (sytuacja taka moze mie¢ miejsce, gdy czasteczkg matry-
cowa jest RNA, poniewaz HIV RT posiada aktywnos$¢ RNazy H). Etap Il - uwolniony koniec 3' nowo syn-
tetyzowanej nici hybrydyzuje z sekwencjg komplementarng, obecna w czasteczce akceptorowej. RT
moze przeskoczy¢ na nowg matryce i kontynuowacé synteze DNA zalezng od RNA badZz DNA.

Rekombinacja homologiczna moze prowadzi¢ zaréwno do stabilizacji, jak i de-
stabilizacji genomu wirusowego. Z jednej strony, dzieki zajsciu rekombinacji homo-
logicznej naprawie moze ulec uszkodzony lub btednie zsyntetyzowany fragment
genu (rys. 4a), z drugiej, rekombinacja homologiczna moze pogtebia¢ proces rozni-
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donor akceptor

Rys. 4. Rekombinacja homologiczna moze zaréwno stabilizowac (a) Jak i destabilizowaé¢ (b) genom
wirusowy. Zatézmy, ze mamy dwie pule czasteczek genomowych - pierwszg stanowig czasteczki po-
siadajace mutacje na koncu 3’, a druga czasteczki z mutacjg na koncu 5’(mutacje oznaczono gwiazdka-
mi) -oraz, ze przeskoki rekombinacyjne zachodza w czesci centralnej czasteczek; a) jezeli polimeraza
(zaznaczona szarym owalem) rozpocznie synteze na matrycy nie posiadajgcej mutacji na koricu 3’ (ni¢
donorowa, zaznaczona kolorem biatym), a nastepnie przeskoczy na matryce nie posiadajgcg mutacji na
koncu 5' (ni¢ akceptorowa, zaznaczona kolorem szarym), utworzona czgsteczka potomna bedzie typu
dzikiego; b) jezeli polimeraza rozpocznie synteze na matrycy posiadajgcej mutacje na koncu 3' (w tym
przypadku jest to ni¢ donorowa, oznaczona kolorem biatym), a nastepnie przeskoczy na matryce akcep-
torowa (oznaczona kolorem szarym), posiadajagcg mutacje na koricu 5°, nowo powstata czasteczka zaku-
muluje mutacje obecne w obu matrycach.

cowania czasteczek genomowych (rys. 4b). Dodatkowo rekombinacje homologiczng
podzieli¢€ mozna na precyzyjng i nieprecyzyjng. O precyzyjnej méwimy, wéwczas
gdy miejsca przeskokéw rekombinacyjnych ulokowane sa doktadnie na odpowia-
dajacych sobie nukleotydach. W wyniku zajscia tego typu rekombinacji odtworzone
zostajg czasteczki rodzicielskie. Inaczej dzieje sie w przypadku nieprecyzyjnej re-
kombinacji homologicznej, to znaczy gdy miejsca przeskoku rekombinacyjnego po-
tozone sg w roznych rejonach czasteczek rodzicielskich. Wéwczas pewne fragmenty
genomu wirusowego ulegaja duplikacji lub delecji (46).

Zachodzaca pomiedzy réznymi czasteczkami RNA rekombinacja niehomologicz-
na prowadzi do najwiekszego zréznicowania wiruséw, odgrywa zatem istotng role
w ich adaptacji i ewolucji. Powstawanie tysiecy wariantéw umozliwia wyselekcjono-
wanie i powielenie tych najlepiej przystosowanych, dzieki ktérym wirus moze prze-
trwa¢ w niekorzystnych dla siebie warunkach (47).

4. Podsumowanie

Genom HIV, podobnie jak i innych retrowirusdw, stanowi stosunkowo dluga
i mato trwata pojedyncza czgsteczka RNA. Mozna by sadzi¢, ze posiadajacy niesta-
bilny genom mikroorganizm jest z goéry skazany na zagtade. Tymczasem wirus wy-
korzystuje swoja najstabszg strone jako atut w walce o przetrwanie. Najistotniej-
szym elementem w zastosowanej strategii jest odwrotna transkryptaza odpowie-
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Odwrotna transkryptaza jako enzym odpowiedzialny za niezwykla zmienno$¢ genetyczna

dzialna zar6wno za nieprecyzyjne kopiowanie czgsteczek genomowych jak i za wy-
sokg czestos¢ ich rekombinacji (35,36).

Szacunkowe dane wskazuja, ze podczas jednego tylko dnia w organizmie chore-
go powstaje okoto 10"-10" punktowych mutacji w kazdej pozycji nukleotydowej ge-
nomu HIV. Pozwala to przypuszczaé, ze warianty oporne na potencjalnie zastosowa-
ny lek istnieja w populacji wirusowej juz przed rozpoczeciem terapii.

Obserwowana u HIV wysoka czestos¢ rekombinacii, jak sie wydaje, ma Scisty zwigzek
z faktem, ze HIV RT posiada naturalng zdolno$¢ do przeskakiwania pomiedzy czas-
teczkami genomowymi (37,48). Wiadomo bowiem, ze proces replikacji genomu wi-
rusowego wymaga, by kompleks: odwrotna transkryptaza-ni¢ potomna co najmniej
dwukrotnie zmienit czasteczke matrycowa. Pierwszy przeskok - przeniesienie nowo
zsyntetyzowanego (-)ssDNA z konca 5 genomu wirusa na koniec 3’, jest mozliwy
dzieki identycznym sekwencjom powtérzonym na obu korcach wirusowego RNA
(sekwencje R). Drugi przeskok: przeniesienie nowo zsyntetyzowanego (-h)ssDNA
wymaga obecnosci drugiego rejonu homologii, ktérego role petnig sekwencje wigzgce
starter (PBS - primer-binding site). W kazdym wirionie H1V zapakowane sg dwie
czasteczki (-I-)RNA, stad przeskoki rekombinacyjne moga mie¢ charakter wewnatrz-
lub miedzyczasteczkowy (27).

Na podstawie dotychczas zebranych danych badacze sugerujg, ze rekombinacja
byta jednym z podstawowych czynnikéw umozliwiajgcych powstanie HIV. Cztowiek
nie jest naturalnym gospodarzem tego wirusa (47). HIV-1 najprawdopodobniej wye-
woluowat z podobnego wirusa - SIV (simian immunodeficiency virus), infekujacego
matpy niecziekoksztaltne (32). Uzyskane w ostatnim czasie wyniki pozwalajg przy-
puszczaé, ze przodek HIV pokonat bariere miedzygatunkowa pomiedzy naczelnymi
niecztekoksztaltnymi a cztowiekiem na poczatku XX wieku. Aby przystosowaé sie
do nowego gospodarza, musiat przeksztalci¢ swoj genom, wykorzystujac najpraw-
dopodobniej strategie rekombinacji niehomologicznej (47,49).

Ogromna plastyczno$¢ genetyczna retrowiruséw oraz brak dostatecznej adapta-
cji do gospodarza, ktérego organizm wywiera ogromng presje selekcyjna na wirusa,
decyduje o ogromnym potencjale ewolucyjnym i wysokiej patogennosci HIV. Sg to
niestety tez przyczyny utrudniajgce opracowanie skutecznej szczepionki przeciwwi-
rusowe;j.

Praca finansowana przez Komitet Badah Naukowych - projekt badawczy nr 6 PO4A 038 19.
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