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Perspektywy terapii wirusa grypy typu A

Wstep

Grypa jest ostra choroba zakazna uktadu oddechowego wywotana zakazeniem wirusem grypy.
Wirusy grypy naleza do rodziny Ortomyksowiruséw. Znane sa trzy typy wirusow grypy A, B oraz C,
z ktorych wi-rus typu A jest najlepiej poznany. Wirus grypy typu A dzieli sie na podtypy ze wzgledu
na wystepujace w otoczce glikoproteiny powierzchniowe, neuraminidaze (NA) i hemaglutynine (HA).
Jak dotad poznano 9 odmian NA i 16 odmian HA, co daje tacznie 144 mozliwych kombinacji
segmentow genowych i powoduje istnienie ogromnej réznorodnosci wirusow typu A. Wirus grypy
A wystepuje zaréwno u ludzi jak i zwierzat. Naturalnymi gospodarzami wirusa grypy typu A sa dzikie
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ptaki wodne oraz ladowe. Wykryto u nich ponad 100 réznych kombinacji glikoprotein
powierzchniowych. Tylko 3 z tych podtypéw (HIN1, H2N2, H3N2) przenosza sie od cztowieka do
czlowieka [1].

Wirus grypy typu A jest wirusem podwyzszonego ryzyka, corocznie wywotuje epidemie
i sporadycznie pandemie. Epidemie grypy kazdego roku powoduja Smier¢ okoto 250-500 tysiecy ludzi
na calym swiecie. Jedna z najbardziej znanych pandemii wywotanych wirusem grypy typu A byla tzw.
grypa hiszpanka w latach 1918-1919. Spowodowata ona $mier¢ okoto 50 milionéw ludzi. Szczepy
wywotlujace pandemie charakteryzuja sie wysoka $miertelnoscia oraz maja zdolnos¢ do szybkiego
rozprzestrzeniania sie [2]. Obecnie istotne zagrozenie stanowia dwa szczepy wirusa: H5N1 (wirus
ptasiej grypy) oraz HIN1 (wirus swinskiej grypy). Przenoszenie sie wirusa H5N1 z drobiu na
czlowieka zaobserwowano w 15 krajach Azji i Afryki. Natomiast nie odnotowano przenoszenia sie
tego szczepu wirusa bezposrednio miedzy ludZmi [3].

Wirus grypy podlega dwom podstawowym mechanizmom ewolucji. Pierwszy z nich, przesuniecie
genetyczne, jest przyczyna epidemii, powodujac koniecznos$¢ produkcji nowych szczepionek przeciw
aktualnie wystepujacym szczepom wirusa. Przesuniecie genetyczne zwigzane jest ze stopniowa
akumulacja punktowych mutacji w genomie pojedynczego szczepu, ktére powoduja zmiany
w determinantach antygenowych. Wowczas wirus zyskuje czesciowa lub catkowita odpornosé na
odpowiedZ uktadu immunologicznego gospodarza. Drugi mechanizm, skok antygenowy, skutkuje
pojawieniem sie nowego szczepu wirusa, ktory moze wywota¢ pandemie. Skok antygenowy nastepuje
w wyniku przenoszenia sie wirusa pomiedzy réznymi gatunkami. W miedzygatunkowym
przemieszczaniu sie wirusa grypy typu A biora udziat swinie, ktére sq podatne na iniekcje zaréwno
wirusem pochodzenia ludzkiego, jak i ptasiego. Podczas zakazenia dwoma szczepami wirusa moze
nastapi¢ reasortacja 8 niezaleznych segmentow RNA, z ktorych ztozony jest genom wirusa grypy
typu A. Na skutek wymieszania sie segmentéw pochodzacych od réznych szczepdow istnieje
mozliwo$¢ pojawienia sie 256 réznych genotypow [2].

Budowa wirusa grypy

Wiriony grypy najczesciej maja ksztatt sferyczny lub tworza formy widkniste. Srednica pojedynczego
wirionu wynosi ok. 100 nm. Otoczke wirusa stanowi dwuwarstwa lipidowa, w ktéra wbudowane sa
biatka transbtonowe: neuraminidaza (NA), hemaglutynina (HA) oraz kanal jonowy M2.
Hemaglutynina stanowi 80% biatek otoczki, nauraminidaza okoto 17%, natomiast kanat jonowy M2
3% biatek otoczki. Biatka transhtonowe tworza na powierzchni wirionu charakterystyczne wypustki
(Rys.1). Otoczka lipidowa, pochodzaca z btony komdérkowej gospodarza, zawiera rafty lipidowe
bogate w choresterol oraz regiony ptynnej btony ,nieraftowej". Z domena raft lipidowych zwigzane
sa hemaglutynina i neuraminidaza, natomiast z ,nieraftowa" czescia btony - kanat jonowy M2. Po
wewnetrznej stronie otoczki znajduje sie biatko btonowe M1, ktére zapewnia wtasciwa strukture
wirionu oraz oddziatuje z rdzeniem wirusa. Rdzen wirusa zbudowany jest z osSmiu komplekséw
rybonukleoproteinowych (VRNP). Pojedynczy vRNP sktada sie z nici RNA o ujemnej polarnosci
(VRNA), nukleoproteiny (NP), polimerazy (PA1, PB2, PA) oraz niewielkich ilosci biatka NEP. Stuzy on
jako matryca dla wirusowej polimerazy. Czasteczki RNP stanowia niezalezne jednostki
replikacyjno-transkrypcyjne, w obrebie, ktorych polimeraza prowadzi oba procesy. Genom wirusa
jest ztozony z osmiu czasteczek RNA kodujacych 11 biatek [4].

Nukleoproteina zwigzana z vVRNA ma istotny wptyw na strukture drugorzedowa materiatu
genetycznego wirusa. Wiaze ona vRNA, co moze powodowaé rozplecenie nici. Struktury
drugorzedowe VRNA wirusa grypy maja funkcjonalne znaczenie podczas cyklu replikacyjnego wirusa.
W zaleznosci od etapu cyklu rozwojowego wirusa, czesciowo komplementarne konce 5'i 3' moga
tworzy¢ dynamiczne struktury drugorzedowe. W wyniku tego procesu powstaje struktura petli
z dwoma odseparowanymi wybrzuszeniami, tzw. struktura panhandle, ktéra przypomina podwojna



helise typu A. Struktura ta determinuje zamknieta konformacje vRNA. Wykazano jednak, ze
struktura panhandle nie jest wymagana do inicjacji transkrypcji, co doprowadzito do powstania
modelu typu RNA-fork. Model ten jest zmodyfikowana struktura panhandle, ktéry tylko czesciowo
jest dwuniciowy. Kolejny model, corkscrew, posiada dwie mate ,spinki" na koncach vRNA. Struktura
ta jest wymagana do przylegania kompleksu polimerazy i uzyskania przez ten kom-pleks aktywnosci
endonukleazowej. Oprdcz tego ,spinka" przy koncu 5' vRNA w czesciowo rozplecionej strukturze
corkscrew, czyli modelu hook, jest niezbedna w procesie poliadenylacji mRNA. Poliadenylacja polega
na powtarzajacym sie kopiowaniu ciggu 5-7 reszt urydyny, ktére sasiadujq z rdzeniem panhandle.
»Spinka" w strukturze hook, moze tworzy¢ bariere, ktéra powoduje zatrzymanie polimerazy, podczas
syntezy mRNA. Na skutek tego powstaje ogon poli(A) [5].

Struktura fragmentéw koncowych vRNA ma istotne znaczenie w procesie replikacji i transkrypcji.
W réznych etapach cyklu wirusa vRNA struktura panhandle ulega konformacyjnym przemianom
pomiedzy strukturami drugorzedowymi wymaganymi do réznych funkcji. Przetaczenie miedzy
otwarta a zamknieta forma vRNP jest regulowane poprzez nukleoproteiny i polimerazy. Biatko NP
rozplata strukture RNA, podczas gdy polimeraza ja usztywnia [5].
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Rys.1. Budowa wirusa grypy [24].

Biatko PB1 stanowi jedna z podjednostek heterotrimeru tworzacego wirusowa polimeraze RNA.
Znajduje sie w centrum kompleksu i oddziatuje z kazda z pozostatych podjednostek, PB2 i PA. Biatko
PB1 zawiera rdzen katalityczny RNA polimerazy RNA - zaleznej (RdEp). Odpowiada ono za synteze
wirusowego mRNA oraz replikacje catego genomu wirusa [6].

Biatko PB1-F2 zawiera 87 reszt aminokwasowych oraz posiada amfipatyczna helise zlokalizowana
przy jego koncu C. Helisa ta kieruje biatko do mitochondriom. PB1-F2 powoduje zmiany
w przepuszczalnosci btony mitochondrialnej, prowadzac do $mierci komdrki. Zjawisko apoptozy
wystepuje gtéwnie w komorkach uktadu immunologicznego. Biatko PB1-F2 wywotuje apoptoze
monocytéw, wzmaga stan zapalny i podnosi ryzyko wtérnego zapalenia ptuc [6].

Biatko PB2 stanowi sktadnik wirusowej polimerazy RNA. W jadrze komérkowym PB2 rozpo-znaje
i wiaze fragmenty kap przy koncach 5' mRNA komorki gospodarza. Struktury kap, po odcieciu przez
domene PA, moga stuzy¢ jako startery do transkrypcji wirusowego mRNA. Podjednostka PB2 moze
stanowi¢ determinante wirulencji podtypu H5N1 [7].

Biatko PA stanowi podjednostke wchodzaca w sktad kompleksu wirusowej polimerazy. Wykazuje
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aktywnos¢ proteazowa i endonukleazowa. Domena endonukleazowa na N koncu, w miejscu
aktywnym, zawiera aminokwasy, ktore biora udziat w katalitycznej reakcji odtaczenia struktur kap
od mRNA gospodarza. Uzyskane w ten sposdb fragmenty kap stuza jako statery w procesie
transkrypcji wirusowego mRNA (cap-snatching) [7].

Hemaglutynina (HA) jest powierzchniowym biatkiem wirusa. Odpowiada ona za rozpoznawanie
receptorow glikoproteinowych lub glikolipidowych obecnych na powierzchni komérek nabtonkowych
uktadu oddechowego gospodarza. Gléwnym sktadnikiem odpowiedzialnym za rozpoznanie
receptoréw przez hemaglutynine jest kwas sjalowy (SA). Hemaglutynina bierze takze udziat w fuzji
otoczki lipidowej wirionu z btona komdrkowa. Hemaglutynina jest zwigzana z otoczka lipidowa
wirusa tworzac homotrimer. Proteazy uktadu oddechowego gospodarza sa zdolne do rozciecia HA na
podjednostki HA1 i HA2, prowadzac do uzyskania infekcyjnosci przez wirusa. Podjednostka HA1
stanowi miejsce wiazania kwasu sialowego. W tej czesci biatka znajduja sie determinanty
antygenowe (epitopy), przeciw ktorym uktad odpornosciowy gospodarza wytwarza immunoglobuliny
podczas infekcji. Natomiast podjednostka HA2 tworzy czes¢ transbtonowa kotwiczaca biatko
w otoczce lipidowej wirusa i uczestniczy w fuzji pomiedzy wirusowa ostonka i btona endosomu.
Miejsce ciecia hemaglutyniny jest zalezne od sekwencji aminokwaséw i zachodzi jedynie przez
zewnatrzkomorkowe trypsynopodobne proteazy, znajdujace sie w gornych partiach drog
oddechowych lub w ukladzie pokarmowym. W ten sposob dochodzi jedynie do infekcji lokalnej.
Hemaglutynina wysoce wirulentnych podtypéw H5 i H7 zawiera kilka reszt aminokwasowych
w miejscu ciecia czasteczki, ktore sa rozpoznawane przez liczne proteazy gospodarza, co prowadzi
do infekcji ogdlnoustrojowej [8].

Neuraminidaza (NA) stanowi biatko powierzchniowe wirusa grypy. Katalizuje ona reakcje odciecia
reszt kwasu sialowego z glikoprotein i glikolipidéw zewnetrznej czesci btony komoérkowej gospodarza
oraz z nowo powstatych czasteczek wirusowych. Zaburzenie tego procesu skutkuje wigzaniem sie
hemaglutyniny z kwasem sialowym, co prowadzi do powstania agregatow komdrkowo-wirusowych.
Woéwczas zostaje utrudnione uwalnianie potomnych wirionéw z powierzchni blony [6].

Nukleoproteina (NP) jest biatkiem strukturalnym, zwigzanym z pojedynczym segmentem RNA oraz
polimeraza tworzac rybonukleoproteine (RNP). Nukleoproteina uczestniczy w regulacji aktywnosci
replikacyjno-transkrypcyjnej wirusowej polimerazy RNA. Moze ona wiazaé sie z podjednostkami
polimerazy PB1 i PB2 powodujac rozpoczecie replikacji, nie wymagajacej starterow. Oprocz tego
nukleoproteina uczestniczy w oddziatywaniu z komoérkowymi polipeptydami, jak aktyna czy biatka
odpowiedzialne za import i eksport jadrowy [9].

Biatko M1 jest gtéwnym biatkiem strukturalnym determinujgcym morfologie wirionu. Tworzy ono
sie¢ helis biatkowych z systemem wolnych przestrzeni, ktéore sa miejscem oddzialywan
z cytoplazmatycznymi domenami NA i HA. Biatko M1 opdznia proces paczkowania, indukowany
przez hemaglutynine, do momentu upakowania czasteczek niezbednych do funkcjonowania wirusa.
M1 bierze udzial w pakowaniu czasteczek wirusowych, paczkowaniu i uwalnianiu potomnych
wirionéw. Oddziatuje ono z warstwa lipidowa, powodujac asymetrie btony komorkowej gospodarza
wymagana w procesie inicjacji paczkowania. Biatko M1 moze takze wiaza¢ NP, ktére jest zawarte
w kompleksie rybonukleoproteinowym. Zmniejszanie wbudowywania M1 moze zaktdcac rekrutacje
RNP i zmienia¢ strukture wirionu [10].

Biatko M2 (biatko kanatu jonowego) jest integralnym biatkiem btonowym, tworzacym tetramery
w otoczce lipidowej wirusa. Posiada ono domene trans-membranowa (TM) i cytoplazmatyczna
amfipatyczna helise. Zachowawcze aminokwasy His37 i Trp41, znajdujace sie w domenie budujacej
kanat jonowy, sa istotnymi elementami dla transportu protonéw. Trp41 w pH zblizonym do
neutralnego tworzy brame zamykajaca kanat. Kanat otwiera sie w niskim pH w zwigzku ze zmianami
informacyjnymi TM. Obnizenie pH skutkuje protonacja His37, co zwieksza przeptyw protonéw przez



kanat jonowy. Dochodzi wéwczas do zakwaszenia wnetrza wirionu. Pozwala to na uwolnienie
zawartosci wirionu do cytoplazmy i kontrole pH w aparacie Golgiego pod-czas syntezy
hemaglutyniny [6].

Biatko NS1 tworzy homodimer, ktéry nie wchodzi w sktad wirionu. Domena N-terminalna bierze
udzial w wiazaniu dwuniciowego RNA (dsRNA). Wychwytywanie dsRNA zapobiega indukcji syntetazy
2'-5'-oligoadenylowej. Na skutek tego zostaje zahamowana aktywnos$¢ wewnatrzkomoérkowej RNazy
L, ktéra hydrolizuje komoérkowe i wirusowe RNA. Prowadzi to do apoptozy komérki przed
zakonczeniem cyklu replikacyjnego wirusa. Biatko NS1 stanowi wazna determinante wirulencji. Ma
ono réwniez zwiagzek z wysokim poziomem cytokin prozapalnych i obnizonym poziomem cytokin
antyzapalnych. Deregulacja odpowiedzi uktadu odpornosciowego wptywa na ostry przebieg choroby
[11].

Bialko NS2, nazywane réwniez NEP, poniewaz jest odpowiedzialne za eksport jadrowy
rybonukleoprotein oraz M1. N-terminalny fragment biatka NS2 oddziatuje z CRM1 - eksportyna
zwiazang z transportem jadrowym. Eksportyng CRM1 bierze udziat w przeniesieniu catego
kompleksu z jadra do cytoplazmy komérki. Natomiast C-terminalny fragment NS2 wiaze biatko M1
zaangazowane w oddziatywanie z nukleoproteing zawarta w kompleksie vRNP. Biatko NS2
uczestniczy réwniez w regulacji transkrypcji i replikacji wirusowej. NS2 generuje powstawanie
krotkich niekodujacych RNA (svRNA), ktore moga braé¢ udziat w regulacji przetaczania aktywnosci
transkrypcyjnej na replikacjna [12].

Cykl zyciowy wirusa grypy

Wirus grypy typu A atakuje komdrki nabtonka gérnych drég oddechowych, w ktérych sie namnaza
(Rys.2). W pierwszym etapie zakazenia hemaglutynina znajdujaca sie na powierzchni otoczki
wirusowej rozpoznaje i wigze receptory glikoproteinowe lub glikolipidowe obecne na powierzchni
komorek gospodarza. Gléwnym skladnikiem odpowiedzialnym za rozpoznanie receptoréw przez
hemaglutynine jest kwas sjalowy (SA2,3aGal oraz SA2,6aGal). Nastepnie wirus wnika do wnetrza
komdrki gospodarza w drodze endocytozy na skutek wpuklenia blony komérkowej i odciecia
pecherzyka endocytarnego (endosomu). Wyniki badan sugeruja, ze za mechanizm w wyniku, ktérego
wirus wyzwala endocytoze, sa odpowiedzialne sferyczne czasteczki wirusowe. Wigza sie one
z powierzchnia komorki, powodujac aktywacje receptora o aktywnosci kinaz tyrozynowych.
Aktywacja receptora wywoluje kaskade sygnatow prowadzaca do formowania de novo jamek
klatrynowych (clathrin pits), ktére stanowia miejsca endocytozy zaleznej od klatryny [13].

Po wniknieciu wirusa do komérki, niskie pH w endosomie powoduje otwarcie kanatu jonowego M2
i przeplyw protondéw w poprzek otoczki wirusowej. Obnizenie pH we wnetrzu wirionu skutkuje
oddzieleniem vVRNP od biatka M1. Na powierzchni biatka NP nastepuje odstoniecie sygnatu
lokalizacji jadrowej (NLS). Warunki panujace w endosomie maja takze wplyw na zmiany
konformacyjne w rozcietej czasteczce hemaglutyniny (HA). Dochodzi do wbudowania w membrane
endosomu N-terminalnej domeny HA2. W wyniku tych przemian dochodzi do fuzji otoczki wiru-sowej
z btona endosomalna. Kompleksy rybonukleoproteinowe zostaja uwolnione do cytoplazmy. Wszystkie
podjednostki wirusowej polimerazy RNA (PB1, PB2, PA) oraz biatko NP posiadaja sygnat lokalizacji
jadrowej. Transport do jadra komdrki gospodarza odbywa sie przez kompleksy poréow jadrowych
(NPC). Komdrkowe importyny « i p sa zaangazowane w transport jadrowy. Rozpoznaja one NLS
znajdujace sie na czasteczkach RNP. Wowczas zostaje utworzony kompleks
RNP/importynaa/importynap, ktéry na drodze transportu aktywnego zostaje przeniesiony do jadra
poprzez NPC [13,14].
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Rys. 2. Schemat cyklu zyciowego wirusa grypy typu A [2].

W komorkach zainfekowanych wirusem grypy typu A zostaje zatrzymana synteza bialek gospodarza,
a nastepuje translacja wirusowego mRNA. W jadrze komorkowym wirusowa polimeraza RNA
rozpoczyna synteze wirusowego mRNA. Istotnym etapem tego procesu jest cap-snatching, w ktérym
wirusowa polimeraza RNA zalezna od RNA (RdRp) wiaze sie z fosforylowana komdrkowa polimeraza
I1. Ufosforylowana polimeraza II aktywuje synteze czapeczki guanozynowej (kap) na 5' koncu mRNA
gospodarza [13,14]. Podjednostka biatka PB2 wiaze strukture kap mRNA, a domena o aktywnosci
endonukleazowej w podjednostce biatka PA odcina 10-13 reszt nukleotydowych za czapeczka
guanozynowa. Odciety od mRNA komdérkowego fragment kap stuzy jako starter do syntezy
wirusowego mRNA [6,13]. W procesie dojrzewania wirusowego mRNA, NS1 przytacza sie do U6
i innych komponentéw splicingowych, powodujac ich przeniesienie do jadra zainfekowanej komorki.
Istotng role w procesie redagowania mRNA wirusa ogrywa réwniez biatko NP. Oddziatuje ono
z czynnikiem dojrzewania UAP56, ktdry ma aktywnos¢ ATPazy oraz aktywnos¢ helikazy RNA zleznej
od ATP. Bialko NP zaangazowane jest rowniez w eksport mRNA z jadra [13,14]. Poliadenylacja
wirusowego mRNA nastepuje przez kopiowanie ciagu urydyn znajdujacych sie na 5' koncowych
rejonach kazdego segmentu. Dojrzate wirusowe mRNA sa przenoszone do cytoplazmy i tam ulegaja
translacji z udzialem aparatu translacyjnego komoérki. Pierwszym powstaja biatka NP, NS1, PB1, PB2
i PA, ktére migruja do jadra komoérkowego. Nastepnie powstaja biatka powierzchniowe HA, NA i M2,
ktore ulegaja modyfikacjom w retikulum endoplazmatycznym. Po glikozylacji, ktéra zachodzi
w aparacie Golgiego, wszystkie biatka kierowane sa do btony komdérkowej [6,13].

Kolejnym etapem cyklu zyciowego wirusa jest powielanie materiatu genetycznego. Istnieje wiele
hipotez wyjasniajacych proces przetaczania aktywnosci polimerazy z transkrypcyjnej na replikacyjna.
Najbardziej prawdopodobny model regulacji cis-trans zaktada, ze polimeraza obecna w VRNP,
dzialajac in cis, jest odpowiedzialna za transkrypcje. Natomiast po wniknieciu do jadra, nowo
powstate podjednostki polimerazy, rozpoczynaja replikacje vRNA (dziatanie in trans) [13,14].
Powielanie genomu nastepuje w dwoch etapach. W pierwszym syntetyzowana jest ni¢c cRNA, ktdéra
jest komplementarna do vVRNA. Nastepnie replikon o dodatniej polarnosci (cCRNP) stanowi matryce
do syntezy potomnych vRNA. Powstate VRNA wraz z nowo zsyntetyzowanymi biatkami tworzy
kompleksy VRNP, ktore sa eksportowane do cytoplazmy. W transporcie bierze udziat biatko M1,
bezposrednio oddziatujace z VRNP, oraz biatko NEP (NS2), ktére maskuje sygnat NLS w M1. Biatko
NEP (NS2) zawiera sekwencje eksportu jadrowego (NES), ktora jest waznym elementem transportu
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przez blone jadrowa. Rozpoznaje ono biatko CRM1, ktére wiaze substrat (NEP-M1-vRNP)
w obecnosci Ran-GTP. Wéwczas powstaje potrojny kompleks, ktdry po hydrolizie GTP, kontrolowanej
przez RanGAP i RanBP1, jest uwalniany do cytoplazmy [13,15].

W pakowaniu segmentéw do wirionu wazna funkcje pelni struktura fragmentow koncowych vRNA.
Jedna kopia kazdego segmentu jest pakowana do pojedynczej czasteczki wirusa. Istnieja dwa modele
mechanizmu sktadania. Pierwszy model przypadkowego pakowania, sugeruje, ze wszystkie segmenty
posiadaja wspolny sygnat kierujacy je do wnetrzna nowo powstajacego wirionu. Drugi model,
selektywnego pakowania, zaktada, ze wszystkie osiem segmentéw VRNA posiada unikatowy sygnat
do wbudowywania w winion. Zréznicowane w obrebie segmentow sygnaly pakowania moga stuzy¢ do
powstawania wielosegmentowej czasteczki, ktéra utatwia wbudowywanie zbioru o$miu vRNA do
wirionu [5].

Nukleoproteina (NP) oddziatuje z mikrofilamentami aktynowymi, ktére sa odpowiedzialne za
transport do apikalnego bieguna komdrki. Mikrofilamenty aktynowe transportuja kompleksy
M1-vRNP do miejsca uwalniania nowo powstatych czastek wirusowych. Powoduja wzrost wirionu
przez ,wpychanie" do jego wnetrza vRNP. W wyniku czego powstaje sita ,wypychajaca" paczek,
natomiast site ,wyciagajaca" stanowia biatka zmieniajace krzywizne btony. Istotna role
w wbu-dowywaniu vVRNP do wirionéw potomnych odgrywaja biatka M1 i NP. Podczas paczkowania
M1 oddziatuje z M2, powodujac umiejscowienie biatka M2 w obrebie tratwy lipidowej. Umozliwia to
kompletne upakowanie vRNA wraz z biatkami oraz wplywa na stabilizacje procesu paczkowania.
Istotnym elementem w odcinaniu i uwalnianiu wirionéw potomnych jest biatko M2. Znajduje sie ono
na granicy dwéch faz. W tratwie lipidowej, na szyjce paczkujacego wirionu, prowadzi do wpuklenia,
natomiast w rejonie bardziej ptynnej czesci btony powoduje uwypuklanie membrany. Na skutek
modyfikacji napiecia miedzy fazami dochodzi do odciecia i uwolnienia czastek wirusa [13,14].

Po uksztaltowaniu sie wirionu neuraminidaza (NA) katalizuje reakcje odciecia kwasu sialowego
z powierzchni glikoprotein znajdujacych sie na blonie komérkowej i na otoczce wirusa.
W konsekwencji potomne wiriony zostaja uwolnione z powierzchni komorki [13,16].

Podczas cyklu zyciowego wirusa moga powstawac zaréwno czasteczki infekcyjne, jak i nieinfekcyjne.
Ponad 90% wirusow potomnych nie jest zakazna. Uszkodzenia zaburzajace funkcjonalno$¢ wirionéw
powstaja na skutek nieprawidtowej budowy biatek wirusowych oraz z wadliwego pakowania
wirionow [10,13].

Perspektywy terapii wirusa grypy typu A

Zmiennos¢ wirusa grypy typu A stanowi przyczyne corocznych epidemii oraz pojawiajacych sie
rzadziej pandemii. Niepokojace jest takze pojawianie sie nowych szczepéw wirusa, wykazujacych
zdolno$¢ przenoszenia na kolejnych gospodarzy. Prowadzonych jest wiele badan nad budowa
i funkcja wirusowych biatek oraz genomu. Poznanie mechanizmdéw odpowiedzialnych za namnazanie
wirusa umozliwitoby projektowanie lekéw przeciwwirusowych o szerokim spektrum dziatania.
Natomiast terapeutyki ukierunkowane na inhibicje zachowawczych ewolucyjne mechanizméw
regulacji mogtyby zwalcza¢ liczne podtypy wirusa grypy. Jednoczesnie zastosowanie takich lekow
przeciwwirusowych umozliwitoby zmniejszenie ryzyka powstawania opornych mutantow [6,13].

Istotnym etapem w tworzeniu wirusowych mRNA jest odcinanie fragmentu kap od mRNA
gospodarza. Uzyskane w ten sposob fragmenty kap stuza, jako statery w procesie transkrypcji
wirusowego mRNA. Wazna role w tym procesie odgrywa domena endonukleazowa biatka PA, ktéra
bierze udziat w katalitycznej reakcji odtgczenia struktur kap od mRNA gospodarza. Reakcja ta
przebiega w obecnosci jonéw metalu. Kwas 2,4-diokso-4-fenylobutanowy, wiaze jony metalu biorgce
udziatl w procesie katalizy. Wowczas pierscien fenylowy zostaje umiejscowiony w rowku rdzenia



katalitycznego tworzac blokade steryczna. Zamiana pierscienia fenylu na wieksza grupa funkcyjna
wzmacnia wilasciwosci inhibicyjne. Kwas 2,4-diokso-4-fenylobutanowy wykazuje specyficznosc
wzgledem podjednostki PA, nie wywierajac hamujacego wplywu na polimerazy komérkowe ani na
aktywnos¢ innych nukleaz, co czyni go potencjalnym terapeutykiem [13,17].

Integralno$¢ kompleksu polimerazy gwarantuje wydajne jego funkcjonowanie. Prowadzone sa
badania nad oddziatywaniami pomiedzy podjednostkami PA, PB1 i PB2 w kompleksie polimerazy.
Wykazano, ze ostatnie 14 reszt aminokwasowych domeny N-terminalnej PB1 uczestniczy w wiazaniu
rejonu C-terminalnego PA. Aminokwasy odpowiedzialne za te od-dzialywania sa wysoce
zachowawcze w wirusach H5N1 (wirus ptasiej grypy) oraz HIN1 (wirus swinskiej grypy).
Rozwiazanie struktury rejonu C-terminalnego PB1 i rejonu N-terminalnego PB2 ujawnito, ze mutacje
w obszarze wzajemnego oddziatywania tych podjednostek hamuja synteze RNA. Zwiazki, ktére
uczestnicza w dysocjacji podjednostek PB1-PB2, stanowia potencjalne inhibitory dla wirusa grypy
[13,18].

Hemaglutynina (HA) jest zwiazana z otoczka lipidowa wirusa. Odpowiada ona za rozpoznawanie
receptorow glikoproteinowych lub glikolipidowych znajdujacych sie na powierzchni nabtonka uktadu
oddechowego gospodarza, a takze doprowadza do fuzji z btona endosomu. Tert--butylohydrochinon
(TBHQ) wiazac sie z hemaglutyning, zapobiega jej zmianie konformacyjnej i wbudowaniu domeny
HA2 w blone endosomu. Zapobiega to uwolnieniu RNA wirusa do cytoplazmy komorki. Inne
modyfikacje grupy tert-butylowej mogtyby poprawi¢ hydrofobowe oddzialywania w obrebie kieszeni
wiazacej, a dodatkowe polarne oddziatywania przyczynilyby sie do podniesienia skutecznosci
inhibitora [13,19]. Podobne dziatanie wykazuja ludzkie przeciwciata monoklonalne CR6261.
Immunoglobiny rozpoznaja i wiaza btonowy region HA1 oraz HA2. W ten sposob zapobiegaja
konformacyjnym przemianom prowadzacym do fuzji otoczki wirusa z btona endosomu. Ludzkie
przeciwciata monoklonalne CR6261 mogtlyby sta¢ sie waznym elementem terapii przeciwgrypowe;j
[20].

Neuraminidaza katalizuje reakcje odciecia reszt kwasu sialowego z glikoprotein i glikolipidéw nowo
powstalych czasteczek wirusowych. Zaburzenie tego procesu powoduje wiazanie sie hemaglutyniny
z kwasem sialowym. Wowczas zostaje utrudnione uwalnianie potomnych wirionéw z powierzchni
btony. Zanamivir i oseltamivir sa inhibitorami neuraminidazy (Rys.3). Zanamivir jest analogiem
kwasu sialowego, w ktérym na miejsce grupy hydroksylowej podstawiona jest grupa guanidynowa.
W oseltamivirze czesé glicerolowa podstawiona jest hydrofobowa grupa L-etylo-propoksylowa,
a czes$¢ guanidynowa - grupa aminowa. Niektére szczepy wirusa grypy nabyty opornos¢ na
oseltamivir. Neuraminidaza zawierajaca zwiazany oseltamivir wykazuje zmiane strukturalna
w poblizu miejsca wiazacego kwas sialowy. Oznacza to, Zze neuraminidaza ulega zmianom
konformacyjnym po przytaczeniu substratu. Daje to mozliwos¢ projektowania nowych podstawnikow
kwasu sialowego lub allosterycznych inhibitoréw wiazacych sie z przejsciowa struktura NA [6,13].
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Rys.3. Wzory strukturalne (a) kwasu sialowego i jego analogéw stosowanych jako inhibitory
neuraminidazy: zanamivir (b) i oseltamivir (c) [6].
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Nukleoproteina jest niezbedna podczas procesu replikacji. Uczestniczy ona w regulacji aktywnosci
replikacyjno-transkrypcyjnej wirusowej polimerazy RNA. Wykazano, ze nukleozyna wiazac sie
z jedna z domen nukleoproteiny, wptywa na zmiane konformacji biatka. Zmiany te indukuja
formowanie duzych agregatéw nukleoproteiny w cytoplazmie komdrki. W wyniku czego dochodzi do
catkowitego zahamowania transportu nukleoproteiny do jadra komérkowego [6,13].

Biatko M2 stanowi kanatl jonowy, ktory petni istotne funkcje w licznych etapach cyklu zyciowego
wirusa. Hamujace dziatanie wzgledem funkcji biatka M2 wykazuja amantadyna i rymantadyna.
Amantadyna jest umiejscowiona w otoczeniu reszt aminokwasowych, stanowiac steryczna blokade
kanatu. Natomiast rymantadyna blokuje kanat jonowy poprzez allosteryczna inhibicje. Zwiazek ten
wchodzi w oddziatywania z resztami aminokwasowymi, w konsekwencji stabilizujac i utrzymujac
transmembranowa domene biatka w stanie zamknietym. Amantadyna podobnie jak rymantadyna,
moze wywolywac szybkie wytwarzanie opornosci wirusow [6,13].

Biatko NS1 wptywa na podwyzszony poziom cytokin prozapalnych i obnizony poziom cytokin
antyzapalnych. NS1 blokuje czynnik specyficznosci ciecia i poliadenylacji (CPSF). Biatko NS1 wiaze
dwa palce cynkowe: F2F3. Mechanizmy te hamuja odpowiedZ odpornosciowa komérki. Mate
czasteczki zawierajace na trzy aromatyczne reszty aminokwasowe, przypominajace strukture F3,
mogtyby wychwytywac¢ biatka NS1 i skutecznie hamowaé¢ wiazanie NS1 z CPSF [6,13].

Prowadzone sg réwniez badania nad zaprojektowaniem czasteczek, ktére hamowalyby wirusowa
amplifikacje, poprzez oddzialywanie z RNA. Proby zastosowania antysensowych oligonukleotydow
nakierowanych na RNA wirusa grypy stwarzaja mozliwos¢ selektywnego wylaczania genow oraz
eliminacje ich produktéw. W tym celu wykorzystano rybozymy, czasteczki rozpoznajace odpowiednia
sekwencje RNA, a nastepnie rozcinajace ja w drodze reakcji enzy-matycznej. Niestety rybozymy
charakteryzuja sie niska stabilnoscia. Wtasciwosci te mocno ograniczatyby ich terapeutyczne
zastosowanie [13,21].

Obiecujace mozliwosci projektowania lekéw przeciwwirusowych stwarzaja DNazymy. Charakteryzuja
sie one wyzsza stabilnoscia i wydajnoscia niz antysensowe oligonukleotydy. DNazymy zawieraja
sekwencje komplementarna do regionu mRNA PB2, kodujacego miejsce odpowiedzialne za
rozpoczecie translacji. Aktywnos¢ przeciwwirusowa takich katalitycznych czasteczek jest bardzo
wysoka i nakierowana na inhibicje namnazania wirusa grypy [13,21].

Zadowalajace wyniki dostarczaja takze badania prowadzone na antysensownych oligomerach.
Oddziatywuja one w sposéb sekwencyjnie specyficzny, redukujac miano wirusa o 85%.
Fosforodiamidowe oligomery morfolinowe (PMO) sa strukturalnie podobne do jednoniciowego DNA.
Jednostka podstawowa tancucha jest zasada purynowa lub pirymidynowa potaczona z pierscieniem
morfolinowym, ktéry jest zwiazany z fosforodiamidem. PMO sa odporne na dziatanie nukleaz.
Oligomery te zakldcaja ekspresje genow poprzez tworzenie duplekséw z komplementarnym RNA.
W ten sposéb powstaje steryczna blokada. Wnikniecie do komdrki jest mozliwe dzieki zwigzaniu
oligomeru z peptydem bogatym w argininy (ARP). Powstaly koniugat peptyd-PMO (P-PMO) jest
wykorzystywany w leczeniu infekcji wywotanych wirusem grypy. Aktywnos¢ przeciwwirusowa
zostata zaobserwowana dla réznych podtypow wirusa grypy: HIN1, H3N1, H3N8, H5N1, H7N7
[13,22].

W projektowaniu lekéw przeciw wirusowi grypy typu A wykorzystano takze zjawisko interferencji
RNA. Interferencja RNA (RNAi) jest naturalnym procesem, ktérego jedna z funkcji jest ochrona
genomu przed wirusami i transpozonami. Proces RNAi polega na posttranskrypcyjnym wyciszaniu
genéw z zastosowaniem krotkich dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA). W pierwszym etapie RNAi
dochodzi do enzymatycznej hydrolizy dsRNA, przez enzym Dicer. W wyniku tego procesu powstaja
krétkie, dwuniciowe siRNA. Nastepnie powstate siRNA sa przylaczane do zaleznego od RNA



kompleksu wyciszajacego RISC, ktory degraduje sensowna ni¢ RNA w czasteczce siRNA.
Antysensowa ni¢ siRNA wraz z kompleksem biatkowym RISC przytacza sie do docelowego mRNA
i powoduje jego degradacje. Podjeto proby zaprojektowania specyficznych RNAIi dla biatek wirusa
grypy: NP, PA, PB1. Wirus grypy typu A posiada wyjatkowo silny potencjat mutacyjny, dlatego
czasteczki siRNA, powinny by¢ projektowane w konserwatywnych fragmentach genomu i stosowane
w postaci mieszaniny réznorodnych siRNA [13,23].
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