Trzy oszustwa wirusa grypy Agnieszka BZOWSKA®

Grypa jest choroba wirusowa. Jednak dowiedzieliSmy sie o tym stosunkowo
niedawno. Kiedy w 1898 roku panowata pandemia nazywana ,rosyjskim
katarem”, uwazano, ze chorobe te powoduje bakteria — Haemophilus influenzae
i temu przekonaniu grypa zawdziecza swojg nazwe w niektorych jezykach, np.
w angielskim ,influenza” Okazalo sie jednak, ze to nie bakteria Haemophilus
influenzae jest przyczyna grypy, choé czesto jej obecnosé towarzyszy chorobie.
W latach 30. ubiegtego wieku zidentyfikowano prawdziwego sprawce choroby —
wirusa grypy.

Wirusy to bardzo specyficzne twory chemiczne. W zasadzie trudno

nawet nazwac je zywymi, bowiem samodzielnie nie moga si¢ rozmnazac.

Do wytworzenia organizméw potomnych potrzebuja komoérek gospodarza —
zwierzecia, rosliny czy bakterii. Wirusy sa skrajnymi pasozytami: podrzucaja
swoje geny komérce i zmuszaja jej molekularna maszynerie do wytworzenia,
w oparciu o zapasy komorki, potomnych wiruséw. Cykl zyciowy wirusa jest
bardzo prosty: wtargniecie do komérki gospodarza, podrzucenie komorce
nielicznych wlasnych genéw — te geny to przepisy na produkcje kilku biatek
wirusowych, namnozenie genéw i bialek wirusa, potaczenie ich w wirusy
potomne, uwolnienie nowych wiruséw z komorki gospodarza. Celem wirusa nie
jest zabicie komorki, a ,tylko” zmuszenie jej do produkcji nowych wiruséw.

Wirus grypy ma ksztalt zblizony do kuli, a wielko$¢ — okoto 100 nm (rys. 1).
Sklada sie z genéw w postaci kwasu RNA, otoczonych nielicznymi biatkami oraz
blona lipidowa (czyli ttuszczowa), z powierzchni ktérej stercza jak kolce dwa
biatka — hemaglutynina i neuramidaza. Sa one odpowiedzialne, odpowiednio,

za wnikniecie wirusa do komérki i uwolnienie z niej wiruséw potomnych. Symbol
szczepu wirusa, np. HAN1 w przypadku grypy ptasiej oznacza, ze na powierzchni
znajduje si¢ hemaglutynina typu 5 i neuramidaza typu 1.

Rys. 1. Wirus grypy widziany w mikroskopie elektronowym (Zrédto: Ross Hamilton,
http://www.influenzacentre.org/images.htm). Widoczne na powierzchni paleczki to wspomniane
w tekscie biatka: hemaglutynina i neuramidaza.

Przyjrzyjmy sie teraz, jak wirus grypy sprytnie oszukuje komorke w celu

wtargniecia do jej wnetrza i podrzucenia jej swoich genéow. W procesie infekcji

hemaglutynina wiaze sie z czasteczka cukru — tzw. kwasem sjalowym — bedaca

receptorem na powierzchni btony komorek gospodarza. Komoérka broni sie przed
*Zaklad Biofizyki, Instytut Fizyki niepozadanym ,gosciem” metoda tzw. endocytozy, tj. wpuklenia btony i odciecia
Doswiadczalnej, Uniwersytet Warszawski 7 niej p@cherzyka, tzw. endosomu.
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Rys. 2. Pierwsze etapy cyklu zyciowego wirusa grypy: a) polaczenie hemaglutyniny (paleczki na powierzchni wirusa) z receptorem — kwasem
sjalowym (czarne kropki), b) wnikniecie do komérki drogg endocytozy, ¢) ucieczka z endosomu i d) podrzucenie komérce genéw wirusowych
(kolorowe spiralki).
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czes$¢ identyczna
we wszystkich aminokwasach

>

tancuch bocznys;

w niektorych aminokwasach
moze mie¢ tadunek —1le lub 0
albo +1e lub 0, zaleznie od pH

Rys. 3. Pojedynczy aminokwas.

Kolejnym krokiem jest przygotowanie intruza do strawienia przez obnizenie

pH wewnatrz endosomu z pH 7 do pH 5 (czyli zwiekszenie stezenia protonéw

z 1077 do 1075 [mol/dm?3]; dokonuje tego specjalny enzym), a nastepnie
przylaczenie do endosomu lizosomu dostarczajacego enzymy trawienne (tego nie
pokazano na rysunku) i wreszcie strawienie wirusa. I wlasnie ten pierwszy etap

— zwigkszenie zakwaszenia — ,sprytny” wirus grypy wykorzystuje, aby wymknaé
sie z pulapki zastawionej na niego przez komérke. Powstaje wyscig — kto bedzie
pierwszy: komoérka w trawieniu wirusa czy wirus w dokonaniu fuzji i podrzuceniu
genéw.

Zanim jednak pokazemy, jak wirus moze zwyciezy¢ w tym wyscigu,
przypomnijmy, ze biatka to dlugie polimery zbudowane z 20 rodzajow klockow
— aminokwasow. Kazdy z klockéw ma cze$¢ identyczng jak inne klocki oraz
czes$é dla siebie charakterystyczna — tzw. taficuch boczny (rys. 3). Klocki pasuja
do siebie, tzn. moga taczy¢ sie w dlugie tancuchy dzigki potaczeniu miedzy
czedciami identycznymi we wszystkich klockach (rys. 4) — powstaje wéwczas tzw.
wiazanie peptydowe.

tancuch gtéwny

T

tahcuchy boczne

Rys. 4. Lanncuch aminokwaséw.

Poniewaz kazdy z klockow ma dwa stopnie swobody w lancuchu gtéwnym,
powstajacy polimer nie jest sztywny i teoretycznie moze niemal dowolnie
zwijaé sie w przestrzeni. Okazuje sie jednak, ze aktywne biologicznie tancuchy
(czyli bialtka) przyjmuja w danych warunkach tylko jedno konkretnie ulozenie,
zwane przez biologéw konformacja natywna. Pod wplywem zmiany pewnego
parametru, np. zmiany zakwaszenia srodowiska, w pewnych fragmentach
tancucha moze doj$¢ do zmiany tego ulozenia na inne. Méwimy wtedy o duzej
zmianie konformacyjnej w strukturze biatka.

Wiele bialek w formie aktywnej sktada si¢ z kilku lancuchéw potaczonych
stabymi wiazaniami (tzw. niekowalencyjnymi). Hemaglutynina (od tej chwili
bedziemy ja w skrécie nazywaé HA) sklada sie z trzech identycznych tancuchéw,
a kazdy z tych lancuchéw zawiera okoto 550 klockéw (rys. 5a).

HAO peptyd fuzyjny HA1 peptyd fuzyjny HA?2
1 | | ~550 1 | 328 1 20 | 221
a) wiazanie dwusiarczkowe b) wiazanie dwusiarczkowe

Rys. 5. Schemat budowy hemaglutyniny: a) w formie nieaktywnej tzw. HAO, b) w formie nieaktywnej
po przecieciu na dwa fragmenty HA1 i HA2 przez proteaze gospodarza.

W formie, w ktorej znajduje si¢ na powierzchni wirusa, tzw. HAO,
hemaglutynina jest nieaktywna — nieszkodliwa dla komdrki. Mozemy ja
poréwnaé do noza ze ztozonym ostrzem, zamknietego w futerale. Aby wirus
mogt uciec z endosomu, HAO musi zosta¢ aktywowana, i to dwukrotnie, tj.
w dwéch etapach (,wyjecie z futeralu”, ,otwarcie ostrza”). Po aktywacji,
HA umozliwia polaczenie otoczki wirusa z blong endosomu i wydostanie sie
materialu genetycznego wirusa z endosomu do wnetrza komérki.

Dzigki czemu dokonuje si¢ owa fuzja, zanim dojdzie do strawienia wirusa?
Zrozumienie tego procesu zawdzieczamy potaczeniu wielu eksperymentalnych

i teoretycznych badan biofizycznych biatka HA, a konkretnie rozszyfrowaniu
jego atomowej struktury przy zastosowaniu rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego na krysztatach biatka oraz zastosowaniu technik molekularnego
modelowania do okreslenia zmian tej struktury pod wplywem zwigkszenia
zakwaszenia z pH 7 do pH 5.
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Rys. 8. a) réwnowaga miedzy HA1 i HA2
w pH 7, b) zaklécenie réwnowagi po
zakwaszeniu do pH 5 (odpychanie wigksze
od przyciggania), ¢) nowa réwnowaga
ustalajaca si¢ w pH 5.

z parkietazu tréjkatnego powstaje
parkietaz (4, 6, 12), a z kwadratowego
(4, 8, 8)

Rentgenografia i towarzyszace jej badania biochemiczne wykazaly, ze kazdy

z trzech tancuchéw biatka HAO jest przecinany na dwa kawalki przez proteazy
— enzymy, ktérych rola jest wtasnie rozcinanie tancuchéw biatkowych. , Spryt”
wirusa polega na tym, ze do przeciecia wykorzystuje on proteaze organizmu,
ktéry infekuje. Po takim przecigciu powstaja dwa fragmenty biatkowe —

HA1 i HA2 — polaczone jednym wiazaniem chemicznym, tzw. mostkiem
dwusiarczkowym (rys. 5b). Jeden z koncéw fragmentu HA2 (ten uwolniony
dzieki cigciu — ,wyjecie noza z futeralu”) nazwano peptydem fuzyjnym,
bowiem badania biochemiczne i biologiczne jego wlasciwosci udowodnity, ze
skutecznie moze taczy¢ si¢ z blong endosomu. Jednak w hemaglutyninie, po
przecieciu jej na dwa fragmenty, peptyd fuzyjny ukryty jest nadal gteboko

w strukturze przestrzennej biatka — ostrze noza jest ztozone, co ilustruje
rysunek 6 na okladce.

Do tej pory nie udalo sie uzyskaé krysztaléw catej hemaglutyniny w pH 5, ktore
moglyby postuzyé¢ do wyznaczenia atomowej struktury HA w pH panujacym

w endosomie po zakwaszeniu. Co wiecej, atomy wodoru sa za lekkie, aby

mozna je bylo zobaczy¢ w klasycznej rentgenografii. W tym miejscu nalezy
przypomnieé, ze klocki tworzace biatka réznia sie lancuchami bocznymi.
Niektére z tych lancuchdéw maja tatwo odlaczajace sie od czasteczki protony lub
miejsca tatwo przylaczajace protony. Dlatego tez niektére z tancuchéw bocznych
moga by¢ w okreélonych warunkach pH obdarzone tadunkiem +1e lub 0, a inne
—1le lub 0. Wlasciwosci elektrostatyczne biatka zaleza wiec silnie od tego, ile
ruchliwych protonéw jest przylaczonych do bialka.

Na podstawie znanej struktury atomowej HA w pH 7 obliczono (dla
temperatury 25°C, tj. 300 K) ilo§é przylaczonych protonéw ruchliwych, miejsca
ich przylaczenia oraz potencjal elektrostatyczny biatka (okladka, rys. 7).
Okazalo sie, ze HA1 ma potencjal dodatni w zasadzie na calej powierzchni
czasteczki, podczas gdy HA2 przeciwnie — potencjal ujemny. Czasteczki HA1
maja w pH 7 w 25°C okoto 120 ruchliwych protonéw, ktére daja im wypadkowy
tadunek +12e. Natomiast wypadkowy tadunek HA2 to —16e. Trzy tancuchy
HA1 i trzy tancuchy HA2 odpychaja sie, ale trzymaja sie razem — odpowiada

za to silne elektrostatyczne przyciaganie HA1 z HA2 (rys. 8a). Jest to jednak
stan stabo stabilny (tzw. metastabilny).

Co zdarzy sie, gdy zakwaszenie wzrosnie o dwie jednostki do pH 5, czyli
stezenie protonéw w otoczeniu biatka wzrosnie z 107 do 10~ [mol/dm?]?
Ot6z modelowanie pokazuje, ze z tadunkiem biatka HA2 nie zdarzy sie nic
szczegllnego, poniewaz ukryte jest we wnetrzu HA1 i nie moze wymieni¢
protonéw z otaczajacym roztworem. Ale HA1 ma kontakt z roztworem i kiedy
pojawi sie w nim wiecej protonéw, HA1 przyjmie dodatkowo 7 z nich —
wypadkowy ladunek wzrosnie do +19e (rys. 8b).

Ta zmiana narusza rownowage miedzy HA1 i HA2. Trzy tancuchy HA1 beda
sie teraz odpychaly na tyle mocno, ze nie zrownowazy tego ujemny tadunek
HA2. W rezultacie trzy tancuchy HA1 beda sie oddalaly od siebie (jak platki
rozwijajacego sie kwiatu), az ustali siec nowa réwnowaga miedzy HA2 a HA1
(rys. 8¢). W wyniku tego w $rodku bialka tworzy sie kanal (co potwierdzaja
zdjecia z mikroskopu elektronowego), a ukryty do tej pory we wnetrzu czasteczki
peptyd fuzyjny uzyskuje mozliwo$¢ wydostania si¢ na zewnatrz. Obliczenia
pokazuja (a potwierdza je struktura przestrzenna fragmentu biatka HA2
wyznaczona metoda dyfrakcyjna), ze przemieszcza sig on o okoto 10 nm

w kierunku btony endosomu, z ktéra moze dokonaé fuzji (okladka, rys. 9).
Zatem fuzja umozliwiajaca wirusowi wydostanie sie z pulapki nastepuje jako
nieuchronny skutek walki komoérki z wirusem — zakwaszenia wnetrza endosomu.
Ale na tym nie konczy sie spryt i przebieglosé wirusa.

Obliczenia, ktére opisano powyzej, wykonane zostaly dla 25°C. Temperatura
ciala zdrowego czlowieka to 36,6°C, natomiast organizmu walczacego z infekcja
wirusem — zwykle kilka stopni wiecej. Obliczono (rys. 10), ile ruchliwych
protonéw przytaczy HA1 w temperaturach wyzszych od 25°C przy réznych
warto$ciach pH roztworu. I jaki jest wynik? Im wyzsza temperatura, tym
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z dwudziesto$cianu wycinamy (5, 6, 6),

nizsze zakwaszenie wystarczy do przytaczenia owych 120 ruchliwych protonéw,
ktére umozliwiaja otwarcie noza. A wiec podniesienie temperatury ciala pozwala
skalpelowi otwieraé sie latwiej.
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Rys. 10. Zalezno$¢ éredniej liczby protonéw przytaczonych do biatka HA1 od pH i temperatury
(z pracy Huang et al., Biophys. J. 82, 2002, str.1050).

Wdzieranie sie wirusa grypy do komoérki mozna wiec podsumowaé nastepujaco:
wirus uzywa otwieranego elektrostatycznie molekularnego noza — hemaglutyniny.
Otwarcia ostrza noza, czyli peptydu fuzyjnego, dokonuje nie wirus, lecz sama
zainfekowana komérka, prébujac unieszkodliwié¢ wirusa poprzez strawienie

go w endosomie. Co wiecej, n6z otwiera sie tatwiej w wyzszej temperaturze,

a wiec typowa walka organizmu z grypa poprzez podniesienie temperatury ciata
pomaga wirusowi uciec z pulapki. Tak wiec wirus oszukuje komérke trzy razy:

‘(:‘idg“‘;)‘l pitke nozng, a2z osmiosclant 0 b1 esajac ja do wyjecia noza, otwarcia go i wykorzystujac element jej obrony,
czyli podniesienie temperatury, do ulatwienia tegoz otwarcia.
m Zadania Redaguje Ewa CZUCHRY
) F 681. Jedna plytka kondensatora plaskiego jest umocowana na stale, a druga
jest zawieszona na sprezynie o wspdlczynniku sprezystosci k. Powierzchnia
kazdej plytki jest réwna S. O ile wydluzy sie sprezyna, jesli na plytki wprowadzi
Ry Ry . . , . .
— — sie réwne co do wartosci, lecz o przeciwnych znakach tadunki?
l Rozwiazanie na str. 16
- F 682. Jakie opory Ry i Rs nalezy zastosowaé w schemacie (rys. 1), aby
: I] R H R, napiecie na oporze Ry bylo a razy mniejsze od napiecia na tym samym oporze
== podczas bezposredniego podlaczenia go do zaciskow baterii i aby moc tracona
T przez baterie byla w obu przypadkach jednakowa?
Rozwiazanie na str. 15
Rys. 1
Redaguje Waldemar POMPE
M 1153. Na okregu napisano, w dowolnej kolejnosci, liczby 1,2, ...,100. Dla
c kazdej tréjki sasiednich liczb obliczono sume tych liczb. Wykazaé, ze réznica
pewnych dwoéch uzyskanych sum nie przekracza 2.
Rozwigzanie na str. 12
M 1154. Dany jest trojkat ABC, w ktérym AC = BC. Punkt D jest $rodkiem
boku AB, a punkt F jest rzutem prostokatnym punktu D na prosta BC.
\ £ Punkt M jest $rodkiem odcinka DFE (rys. 2). Dowiesé, ze proste AE i CM sa
prostopadte.
- M Rozwiazanie na str. 12
A D B
Rys. 2 M 1155. Wykazaé, ze dla dowolnej liczby catkowitej n > 1 istnieja takie rézne

liczby naturalne a, b, ¢ nalezace do przedziatu (n?, (n + 1)?), ze liczba a? + b?
jest podzielna przez c.
Rozwiazanie na str. 16
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