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Zalezne od pH mechanizmy infekcji komadrek
nabtonkowych przez wirusy grypy
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Wirusy grypy zhudowane sg z dwudziestosciennego kapsydu biatkowego otoczonego btona lipidowa. W
btonie osadzone sa kolce dwéch biatek: hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA). Membrana zawiera
réwniez hiatko transbtonowe M2, ktore tworzy malenki kanat protonowy w otoczce wirusa. Jedna z jego
poznanych funkcig jest zrbwnowazenie pH w poprzek btony wirusa podczas wnikania do komaorki.

Genom wirusa grypy A sktada sie z oSmiu segmentow jednoniciowego RNA znajdujacych sie w kapsydzie
w postaci pojedynczych komplekséw rybonukleotydéw w ksztatcie precika (RNP). Kazdy RNP zawiera
wirusowy RNA, wirusowa polimeraze i liczne kopie wirusowej nukleoproteiny (NP). HA i NA sa kodowane
przez dwa oddzielne fragmenty wirusowego RNA.

widipedia https://www.infectioncontroltoday.com/



hemaglutynina

Dojrzate biatko HA jest odpowie-
dzialne za przytgczenie wirusa do
jego naturalnych receptordow,
ktorymi sg koncowe kwasy
sialowe (kwas N-acetylo-
neuraminowy [NeuAc]) na
glikoproteinie i glikolipidach
komérki gospodarza oraz za fuzje
otoczki wirusa z komérka gospo-
darza w niskim pH po zakwasze-
niu endosomu.

W biologii molekularnej hemaglutynina jest glikoproteing, ktéra powoduje aglutynacje
lub zlepianie sie czerwonych krwinek (RBC).
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Hemaglutynina grypy (HA) jest homotrimery-
czna glikoproteing wystepujaca na powierz-
chni wiruséw grypy. Zapewnia czes¢ ich
zakaznosci.
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Struktura krystaliczna HA szczepu H6N1 Tajwan
A) Scliematyczne przedstawienie trimeru H6
HA. Jeden protomer jest zabarwiony na niebie-
sko i zielono dla podjednostek HA1 i HA2, a
miejsce wigzania receptora (RBS) jest zazna-
czone czerwonym prostokatem. N-glikany,
ktére mozna modelowaé na mapach gestosci
elektronowej, przedstawiono jako zielone kule,
a odpowiadajgce im asparaginy sg pokazana w
modelu wigzan | wskazane przez czarne
strzatki. Dwa inne potencjalne miejsca glikozy-
lacji (Asn291 i Asn 296) zaznaczono ha czerwo-
no.

(B) Schematyczne przedstawienie RBS H6 HA z
pateczkami reprezentujgcymi reszty kluczowe
do wiazania receptora (pokolorowane na zielo-
no i oznakowane). Cztery wysoce konserwaty-
wne reszty w RBS sa oznaczone na czerwono.
H6 RBS zawiera Val w pozycji 190 i Ser w
pozyciji 228.

(C) Superpozycja subdomen RBS H6 HA (czar-
na) i pandemicznej H1 (z6tta), H2 (czerwona),
H3 (cyjan), AlVietham/1203/2004 H5 (zielona) i
AlShanghail2/ 2013 H7 (magenta) HA.

Cell Host & Microbe 17:369-376 (2015)



neuraminidaza

Enzymy neuraminidazy (Sialidaza, NA) to enzymy hydrolazy glikozydowej, ktore rozszczepiajaq (przecinaja)
wiazania glikozydowe kwasoéw neuroaminowych. Wystepuje w wirusach grypy. Enzym ten umozliwia wirusom
opuszczenie zainfekowanych komoérek, powodujac uszkodzenie ich bton. Umozliwia takze przyczepienie sie
wirusa do btony komoérkowej, co utatwia penetracje do wnetrza komorki. Neuraminidaza ma duze
powinowactwo do kwasu sialowego receptoréw btonowych.

NA wystepuje w postaci tetrameru
czterech identycznych monomeroéw.
Kazdy monomer sktada sie z czterech
=- Head odrebnych domen strukturalnych

[ znanych jako gtowa katalityczna,
todyga, region transhtonowy i ogon
cytoplazmatyczny. Poszczegdlne
monomery domeny gtéwnej pokazano w
kolorze zielonym, szarym, fioletowym i
pomaranczowym. Struktury todygi NA,
regionu transhtonowego i ogona
cytoplazmatycznego nie zostaty jeszcze
rozwigzane i sa tutaj przedstawione jako
— Stalk cztery helisy alfa.

Transmembrane

Frontiers in Microbiology, 10:Art.39/1-13 (2019)



Biatko transmembranowe M2 viral exterior
Val27 valve
Biatko M2 jest selektywng wobec protonéw

wiroporyna, integralng czescia otoczki

wirusowej wirusa grypy A. Sam kanat jest Ala30, Ser31
homotetramerem (sktada sie z czterech
identycznych jednostek M2), gdzie jedno-
stkami sa helisy stabilizowane dwoma
wigzaniami disiarczkowymi (M2TM’). M2
umozliwia jednokierunkowy (wektorowy)
strumien protonow przez btone wirusa w

Ala34

Entry cluster

odpowiedzi na niskie pH na zewnatrz wirusa. Hiss-box

Przewodnictwo protonowe biatka M2 wirusa

grypy A jest niezbedne do replikacji wirusa. Bridging cluster
Trp-basket

Exit cluster

PNAS 107:15075-15080 (2010) Asp44, Arg45

viral interior

Struktura M2TWM'. (A) Szkielet trzech monomeroéw jest narysowany w kolorze jasnoszarym, a grupy taicuchéw bocznych
wyscietajacych pory sg pokazane w postaci pateczek. Od N-konca (ha zewnatrz wirusa) do C-konca (wewnatrz wirusa) sa to:
zastawka Val27 (niebieski), Ser31 (ciemnoszary), His-box (pomaranczowy), koszyk Trp (fioletowy) i pole Aspl/Arg
(jasnoniebieskie). Czasteczki wody nalezace do klastrow wejSciowych, mostkowych i wyjSciowych sg reprezentowane przez
czerwone kuie. Czarne linie wskazuja zaobserwowane wigzania H woda-biatko. Najwyzszy dimer wéd w klastrze wejsciowym
wystepuje w dwéch prawie jednakowo czestych konfiguracjach w sieci krystalicznej, powiazanych obrotem o 90° w dét
centralnej osi kanatu. Na rysunku pokazano tylko jedna z dwéch orientacji. W klastrze wyjsciowym pigta czasteczka wody ma
wiekszy promien. Model szkieletowy przedstawia obszar szczytowy rozproszonej gestosci elektronéw wykrytej tuz pod
zastawka Val27.
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Wirusy grypy wigza sie poprzez hemaglutyrnine z cukrami kwasu sialowego na powierzchni komérek
nabtonkowych, zazwyczaj w nosie, gardle i ptucach ssakéw oraz jelitach ptakéw. Po rozszczepieniu
hemaglutyniny przez proteaze komorka importuje wirusa na drodze endocytozy. Endocytoza prowadzi do
utworzenia endosomu, pecherzyka zwigzanego z btona, w ktérym znajduje sie czgsteczka wirusa. Po wejsciu
wirusa, M2 ulegajacy ekspresji na btonie wirionu transportuje protony z endosoméw komaérki gospodarza w celu
zakwaszenia wnetrza wirionu. Obnizone pH endosomu powoduje masowa zmiane konformacyjna w HA, czyniac
go aktywnym fuzyjnie, a tym samym sprzyjajac taczeniu sie pomiedzy otoczka wirusa a btona endosomalna.
Wirusowe rybonukleoproteiny (VRNP) przedostaja sie do cytozolu i sa importowane do jadra, gdzie nastepuje
replikacja. Wejscie wirusa grypy do komérek docelowych ma stosunkowo krétkie okno czasowe, nastepuje
dopiero po przybyciu czastek zakaznych do endosomu i wymaga zakornczenia, zanim wirus wejdzie w kontakt z
hydrolazami lizosomalnymi.

https://bio.libretexts.org/ Antiviral Research, 178:104780, 2020; Biochimica et Biophysica
Acta, 1376:147-154, 1998


https://bio.libretexts.org/

Model mechanizmu fuzji btonowej za posrednictwem hemaglutyniny (HA) wirusa grypy. Specyficzne wigzanie HA grypy
(kolor zielony) zachodzi poprzez interakcje domen kulistych HA (HA1) z resztami kwasu sialowego zlokalizowanymi na
glikoproteinach lub glikolipidach btony docelowej przy obojethym pH (niebieskie kropki, A). Przy niskim pH wyzwalana
jest zmiana konformacyina HA, co skutkuje ekspozycja hydrofobowego N-koncowego peptydu HA2 i jego projekcja w
kierunku btony docelowej na koiicu howo utworzonej dtugiej helisy (czerwona) i jednoczesnym (cze$Sciowym) otwarciem
trimer (B). Oprécz zmiany konformacyjnej per se aktywne HA sg gromadzone razem, skupiajac sie w ,miejscu fuzji” (B,
C). Dalsze oddziclenie ,,gtowic” HA1 i nachylone ustawienie HA przy niskim pH spowodowatoby zblizenie do siebie
dwéch dwuwarstw (C). Poczatkowe taczenie bton obejmuje lipidowy zwigzek posredni z mieszaniem zewnetrznych
listkbw obu dwuwarstw (hemifuzja, D). Ostatecznie etap hemifuzji przeksztatci sie w pojedynczy jednowarstwowy obszar
kontaktu, ktéry p6zniej zapadnie sie w maty por fuzyjny (E). Dalsze powiekszenie poréw (F) jest prawdopodobnie
spowodowane dziataniem peptydu fuzyjnego. Nalezy zauwazy¢, ze peptyd obecnie praktycznie odwrocit swoja
poczatkowa orientacje przy niskim pH.

Biochimica et Biophysica Acta, 1376:147-154, 1998
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105:17736-17741, 2008

Glikoproteina btonowa hemaglutyniny (HA) wirusa gryny jest
trimerem identycznych podjednostek utworzonych z dwéch
polipeptydéw potaczonych mostkami dwusiarczkowymi: HA1
dalszego od btony i mniejszego, blizszego do btony HA2,
potaczonych pojedynczym wigzaniem dwusiarczkowym.

Proc. Natl, Acad, Sci. USA, 94:14306-14313, 1997
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Struktura monemeru hemaglutyniny, Kazdy
monomer sktada sie z dwéch segmentéw, HA1
(niebieski) i HA2 (czerwonry), kiére obejmuja
peptyd fuzyjny. Obszar zawierajacy miejsca
antygenowe, regicn wywotujacy wiekszosé¢
przeciwciat neutraiizujacych, zakreslono na
gérze struktury, z miejscem wiazania ligandu
wskazanym strzatka.

Viral envelope |

Nature Structural & Molecular Biology, 16:233-234, 2009

Reprezentacja trimeru hemaglutyniny w kompleksie ze znanym
inhibitorem fuzji bton i zakaznosci wirusa, tert-butylohydrochino-
nem (TBHQ). Pokazuje, ze inhibitor wigze sie w hydrofobowej
kieszeni utworzonej na styku monomeréw HA. Zajecie tego miej-
sca przez TBHQ stabilizuje strukture obojetnego pH poprzez inter-
akcje miedzy podjednostkami i wewnatrz podjednostek, ktére
prawdopodobnie hamuja przegrupowania konformacyjne wyma-
gane do fuzji btony.



Wywotana kwasem zmiana konformacyjna w HA
jest rozumiana dos¢ szczegbétowo. W szczegdlno-
Sci okreslon_o s?ruktury krystall_czne HA w stanie Membrane
natywnym (tj. niefuzogennym) i w stanie h
przeksztatconym o niskim pH. Snener

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:14306-14313, 1997

Neutral pH

Membrane
anchor

Schematy struktury podjednostki trimeru HA przy obojetnym pH (po lewej) i po inkubacji przy pH fuzji (pH 5,0,
20°) (po prawej). Potaczone mostkiem dwusiarczkowym tancuchy polipeptydowe, HA1 i HA2, sa odpowiednio
polokorowane na niebiesko i wielobarwnie. Ich konce N i C sa oznaczone odpowiednio N1, C1i N2, C2.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105:17736-17741, 2008



Protonacja i stabilnos¢ domeny globularnej hemaglutyniny wirusa grypy

Model przedstawiony w Biochimica et Biophysica Acta, 1376:147-154, 1998 sugeruje
oddzielenie ,,gtdwek” HA1 przed fuzja membrany. Huang i wspétpracownicy sugeruja, ze w
warunkach pH-temperatura typowych dla zmiany konformacyjnei HA i fuzji bilonowej
dysocjacja podjednostek HA1 jest spowodowana wzmozonym protonowaniem podjednostek
HA1, co prowadzi do wzrostu dodatniego tadunku wypadkowego tych sodjednostek i z kolei

do ostabionego przyciagania miedzy nimi.
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Czesciowa dysaocjacja domeny HA1 wywotana niskim pH. (A) Widok z géry domeny HA1 stabilnej trimerycznej ektodomeny
HA przy obojetnym pH; (8) Wzmocnione protonowanie domeny HA1 wystawionej na dziatanie rozpuszczalnika ostabia
przyciaganie pomiedzy trzema podjednostkami HA1 przy niskim pH; (C) Nowy stabilny stan domeny HA1 po jej czeSciowej
dysocjacji przy niskim pH jest zdeterminowany rownowaga pomiedzy sitami przyciagajacymi i odpychajacymi.

Q. Huang, R. Opitz, E. W. Knapp, and A. Herrmann, Biophysical Journal, 82: 1050-1058, 2002

Ektodomena to domena biatka btonowego, ktora rozciaga sie do przestrzeni pozakomaorkowej.



Teoretyczne przewidywanie stanu protonowania hemaglutyniny w
funkcji pH i temperatury

Kierujac sie hipoteza, ze zwiekszone protonowanie podjednostki HA1 odgrywa zasadnicza role w zmianie
konformacyjnej, zbadaliSmy, w jaki sposdéb ten stopien protonowania zalezy od pH i temperatury.
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Srednia liczba protonéw zwigzanych z domeng HA1 w réznych warunkach pH i temperatury. Linia prosta na rysunku wskazuje
wartos¢ Sredniej liczby zwigzanych protonéw przy pH =5,1i T = 300 K, ktéra wynosi 127,63. Za pomoca tej linii pokazano
wartosci pH, wynhoszace odpowiednio 5.0, 5.7, 6.5, 6.9 i 7.1, w ktérych domena HA1 ma podobne wartosci Sredniej liczby
zwiazanycli protonéw w temperaturach T = 295 K, 310 K, 325 K, 333 K i 338 K. Zwykle w temperaturze pokojowej potencjat
fuzyjny HA jest aktywowany przy kwasnym pH pomiedzy pH 5 i pH 6. Srednia liczba protonéw zwigzanych z domeng HA1 w
temperaturze 300 K i pH 5,1 odpowiadajaca ~127,6 (patrz linia prosta na rysunku) wzrasta w odniesieniu do warunkéw
niefuzogenicznych (pH 7.3, 300 K).

Q. Huang, R. Opitz, E. W. Knapp, and A. Herrmann, Biophysical Journal, 82: 1050-1058, 2002



Proteinaza K jako narzedzie do badania stabilnosci biatek: test
proteolizy w celu okreslenia zmian konformacyjnych

W biologii moiekularnej proteinaza K jest szerokospektralng serynowa proteaza. Enzym ten zostat
odkryty w 1974 roku w ekstrakiach grzyba Engyodontium album (dawniej Tritirachium album). Proteinaza
K jest w stanie trawi¢ wiosy (keratynej, stad nazwa ,,Proteinase K”. Dominujagcym miejscem
rozszczepienia jest wiazanie peptydove sasiadujgce z grupa karboksylowa aminokwasoéw alifatycznych i
aromatycznych z zablokowanymi grupami alfa-aminowymi. Jest powszechnie stosowana ze wzgledu na
swoja szeroka specyficznosé. Ten enzym nalezy do rodziny peptydaz S8 (subtilisin). Masa czgsteczkowa
proteinazy K wynosi 28 900 daltonéw (28,9 kDa).

Prébki wirusa grypy typu A inkubowano przez 15 minut w warunkach eksperymentalnych, rozciennczano i
neutralizowano do warunkéw standardowych za pomoca 0,5 M Tris, pH 8, a nastepnie trawiono
proteinaza K (stosunek proteinazy K do HA wagowo 1:1) przez 1-4 godziny w temperaturze pokojowe;.
Biatka wirusa i fragmenty biatek rozdzielano za pomoca 12% i 14% zeli poliakrylamidowych, odpowiednio
w warunkach nieredukujgcych i redukujacych.

Wikipedia; C. M. Carr, C. Chaudhry, and P. S. Kim, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:14306-14313, 1997
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Schemat testu proteazy na zmiane konformacyjng HA. W jednym monomerze trimeru HA
polipeptyd HA1 {nakrapiana kulka i linia ciagta) jest potaczony z polipeptydem HA2 wigzaniem
disiarczkowym. Polipeptyd HA2 przechodzi przez btone wirusowa (na dole) raz i obejmuje
region peptydu fuzyjnego. (a) Natywny HA jest odporny na proteolize. (b) Zmiana
konformacyjna: HA1 dysocjuje od gérnej czesci HA2, a peptyd fuzyjny jest wypychany na gérna
czesSC czasteczki. (c) Proteoliza konformacji fuzogenicznej: czes¢é HA1 i peptydu fuzyjnego HA2
ulega proteolitycznej degradacji, pozostawiajac wiekszos¢ HA2 potaczona wiazaniem
disiarczkowym z fragmentem HA1. W rezultacie polipeptydy HA1 i HA2 sa mniejsze, a réznice te
mozna wykry¢ metoda SDS/PAGE i immunoblotu.

C. M. Carr, C. Chaudhry, and P. S. Kim, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:14306-14313, 1997



TABLE 4 Conformational change of HA of X31 from the

native conformation to a proteinase K-sensitive state

Temperature (K) pH o
34 - 310.15 5.2 0.39
5.91 0.86
6.20 1.02
6.60 1.16
7.31 1.07
— 7.49 1.00
x 330 - | [ ] 320.15 5.20 0.51
Q 6,60 0.80
e 7.04 0.80
— 7.49 1.00

I 0o L O N - 22515 5.75 0.0
'E 591 0.06
37N - 6.20 0.09
LL N Il Al 6.60 0.76
E 7.31 1.06
7.49 1.16
= 7.94 1.00
330.15 6.20 0.28
6.60 0.43
310 4 L . . . _ “ 7.04 1.11
7.49 0.97
7.94 1.00

T I T I T I Ll I L] I 1 '] - . -
55 &0 65 70 T 5 20 b Wzgledng ilos¢ HA odpornego na proteolize, q,
F'H dla danej temperatury i pH.

Zmiana konformacyjna HA ze szczepu X31 wirusow grypy, z konformacji nhatywnej do stanu odpornego na
proteinaze K jako funkcji pH i temperatury. PrzejScie konformacyjne przesuwa sie do wyzszych progéw pH
wraz ze wzrostem temperatury. Wzgledna iloS¢ rozszczepionego HA, a, jest pokazana w zaleznos$ci od pH i
temperatury za porioca kwadratow (patrz tabela). W przypadku prezentacji graficznej wartosci z a =2 0,8 sa
uwazane za reprezentujace konformacje odporna na proteolize (petne czarne kwadraty), z a < 0,2 jako stan
wrazliwy na proteolize (puste kwadraty), a wartosci z 0,5 <a < 0,8i 0,2 < a < 0,5 odzwierciedlajg obszar

przejScia (odpowiednio szare i jasnoszare kwadraty). Otwarte kétka i linie odpowiadaja przewidywanej

zaleznosci pH-temperatury od okreslonego stopnia protonacji domeny HA1 pokazanej linia prosta na rysunku

na slajdzie 11.

Q. Huang, R. Opitz, E. W. Knapp, and A. Herrmann, Biophysical Journal, 82: 1050-1058, 2002




Identification of a pH sensor in influenza hemagglutinin using X-ray crystallography

Aleksandar Antanasijevic, Matthew A. Durst, Arnon Lavie , Michael Cafirey
J. Struct. Biol. 209:107412/1-5 (2020)

Hemaglutnina (HA) poSredniczy w przedostawaniu si¢ wirusa grypy poprzez seri¢ znmiian
konformacyjnych wywotanych niskim pH endosomu., Reziduum lub kombinacja reziduow dzialajacych
jako czujniki pH nie zostalo jeszcze w pelni ustalone. W tej pracy testujemy wplyw pH na strukture HS
HA poprzez namaczanie HA skrystalizowanego przy pH 6,5 w szeregu buforéow o nizszym pH, nasladujac
warunki panujace w endosomie. QdkryliSimy, ze HA 1-H38, konserwatywny w grupie 1 HA, ulega
uderzajacej zmianie w konformacji fancucha bocznego, co przypisujemy jego protonowanie i odpychanie
kationéw z konserwatywnymi HA1-H18. Praca ta sugeruje, ze krystalografie rentgenowska mozna
zastosowac¢ do badania zmian konformacyjnych wywolanych przez pH na malg skale, dostarczajac
cennych informacji na temat lokalizacji czujnikow pH w HA. Co wazne, zaobserwowana zmiana w
konformacji HA1-H38 jest kolejnym dowodem na to, ze indukowane przez pH zmiany konformacyjne HA
sa wynikiem serii zdarzen protonacyjaych w konserwatywnych I niekonserwatywnych czujnikach pH.

HA jest syntetyzowany jako biatko prekursorowe HA(, a nastepnie jest rozszczepiany przez proteazy
komoérkowe, tworzac kompleks polaczony wigzaniami dwusiarczkowymi sktadajacy sie z HA1,
podjednostki wigzacej receptor, i HA2, podjednostki posredniczacej w fuzji blony.

HS w tym artykule oznacza wirusy ptasiej grypy A(HS) (szczep HS).



Struktury dla H5 HA przy pH 5,5, 6,0, 6,5 i 7,0 rozwigzano przy rozdzielczosci odpowiednio 2,30, 2,11, 2,39 i
2,79 A. Ogélnie rzecz biorac, stwierdzono, ze te 4 struktury sa bardzo podobne. Jednakze dogtebne poréwna-
nie 4 struktur ujawnia dowody na jeden wazny efekt zwigzany z wrazliwoscig na pH, ktéry obejmuje pare
konserwatywnych histydyn wystepujacych na granicy faz pomiedzy podjednostkami HAL i HA2 (a takze w
poblizu peptydu fuzyjnego). Przy pH 7,0 HA1-H18 tworzy wigzanie wodorowe z gtdwnym tancuchem karbony-
lowym HA2-M16. Ta interakcja ustawia pierscien imidazolowy HA1-H18 w kierurnku tancucha bocznego HA1-
H38. W strukturach o pH 6,0 i pH 5,5 obserwuje sie rotacje ~120° taricucha bocznego HA1-H38 wok4t wigzania
C.-Cg. Zatem przy nizszych wartosciach pH tancuch boczny HA1-H38 jest teraz skierowany w strong przeci-
wna do tancucha bocznego HA1-H18. Przy nizszym pH tancuch beczny HA1-H38 jest stabilizowany w nowej
konformaciji poprzez oddziatywanie elektrostatyczne z grupa karbcksylowa HA1-EZ4 (tj. stabilizujace oddziaty-
wanie kation-anion). Dodatkowo wzrost tadunku dodatniego tego miejsca przy niskim pH przycigga ujemnie
natadowana grupe siarczanowa (z roztworu krio). Co wazne, struktura przy pH 6,5 wychwytuje oba stany
histydyny w tym przejSciu. W szczegoélnosci tancuch boczny HA1-H38 wystepuje w dwéch konformerach
(skierowanych w strone i od HA1-H18) z obtozeniem ~%0%.

pH 7.0 pH 6.5 pH 6.0
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Rotacja tancucha bocznego HA1-H38 indukowana przez pH. Struktury (z gestosciami elektronowymi) klastra histydyno-
wego w czterech strukturach H5 HA okreslono po zamrozeniu krysztatéw za pomoca roztworéw kriogenicznych przy
r6znym pH (odpowiednie pH pokazano w prawym gérnym rogu kazdej struktury). Mapy réznicowe Fops - Fcac pokazano
dla kazdej struktury, z poziomem konturu na poziomie 2,5 o (siatka) dla wybranych atoméw. W tych strukturach
najblizsze zblizenie HA1-H18 do HA1-H38 wynosi 4,7 A przy pH 7,0 i 7,8 A przy pH < 6,5.

M=methionine; E=glutamic acid J. Struct. Biol. 209:107412/1-5 (2020)



Jak pH otwiera kanal H*: mechanizm bramkowania M2 wirusa grypy A

Tetrameryczne biatko M2 wirusa grypy A to kanal H+ bramkowany przez pH, zawierajacy
cztery histydyny jako jedyne grupy ulegajace jonizacji w porach.

Autorzy zbadali stabilno$¢ i dynamike wszystkich szeSciu mozliwych stanéw protonowania
biatka, wykorzystujac dynamike molekularng.
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Schematyczne przedstawienie ZD szeSciu mozliwych stanéw protonowania czterech reszt histydynowych kompleksu
tetramerycznego kanatu M2H+ wirusa grypy A. 2-Hs i 2-Ha sg kompleksami z dwiema biprotonowanymi resztami histydyny,
odpowiednic w konfigaracjach symetrycznych i asymetrycznych.

Itamar Kass and Isaiah T. Arkin,
How pH Opens a H+ Channel: The Gating Mechanism of Influenza A M2
Structure 13:1789-1798 (2005)



Jak pH otwiera kanat H+:
mechanizm bramkowania M2 wirusa grypy A
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Dwa pm\stopadt‘e widoki systemu symulacyjnego dla kompleksu M2. PierScienie hlstydynowe pokazano
w reprezentacji CPK. Ustalona eksperymentalnie struktura domeny transbhtonowej M2 zostata osadzona
w dwuwarstwie lipidowej ztozonej ze 128 czasteczek lipidu dimirystoilofosfo-choliny. Catos¢
dwuwarstwy zostala nastepnie zsolwatowana przez 3687 czasteczek wody z odpowiednia liczba
kationow Na*, aby zneutralizowac¢ tadunek uktadu. Stan protonowania His37 dostosowano w celu
symulacji kazdego z szesciu r6znych standéw protonowania kompleksu. Po relaksacji uktadu
przeprowadzono trajektorie dynamiki molekularnej dla kazdego uktadu przez okres 7,5 ns w celu
zbadania wtasciwosci uktadu.

Structure 13:1789-1798 (2005)



Jak pH otwiera kanat H*:
mechanizm bramkowania
M2 wirusa grypy A

Analiza C,-rmsd komplekséw M2 podczas 7,5

- s . - = 1-H, (== 2iHa | == 4\H 1
ns symulacji dynamiki molekularnej. [ . ]
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C. biatka (C,-rmsd) w stosunku do poczatkowej : A:a\;w” i = k I

struktury w czasie trwania symulacji. Wszystkie 5 T Ay .
L . . . . ) ~ ~

szesSC stanOw uprotonowania wykazuje wzrost C,- o<t H\Tﬁw v A =) W -

rmsd na samym poczatku (pierwsze 100 ps). W ~ 1 ; n ; ;

ostatnich 4.5 ns symmulcji osiggane sa wartosci 0 ol .

plateau Ca-rmsd, miedzy 2,5 A a 4 A. Najwieksze i
strukturalne przegrupowania w stosunku do konfi-
guracji poczatkowych sa widoczne w stanach 2-Ha
protonaciji 3-H i 4-H. Jest to prawdcpodobnie
spowodowane odpychaniem elektrostatycznym
miedzy natadowanymi resztami histydyny, ktérych
nie ma w modelu poczatkowym, skonstruowanym
tylko z neutralnych histydyn i odpowiadajacemu
zamknietej Tormie kanatu. Struktura ia uzyskana
zostata metodami NMR w stanie statyrmi (Nishimura
i in., The closed state of @ H+ channel helical bun-
dle combining precise orientational and distance
restraints from solid state NMR, Biochemistry 41,
13170-13177, 2002; PDB entry 1NYJ). Time / ns

L
[
="

=

o 5 .'." i

o
|
-

o = Mh o = N QO
F | g 1

Gorny panel: Cq-rmsd catego kompleksu tetramerycznego wzgledem struktury okreslonej metodami
spektroskopii NMR w ciele statym (Nishimura i in., 2002) dla kazdego z indywidualnych uktadéw protonaciji,
jak wskazano. Czarny, 0-H; czerwony, 1-H; zielony, 2-Hs; niebieski, 2-Ha; fioletowy, 3-H; brazowy, 4-H (patrz
Rysunek slajd 26). SzeS¢ dolnych paneli przedstawia C.,-rmsd kazdej z indywidualnych helis ze struktury NMR
w stanie statym.

Structure 13:1789-1798 (2005)



Jak pH otwiera kanal H+: mechanizm bramkowania M2 wirusa grypy A

Reprezentacja wielkosci poréw struktury Sredniej
czasowej (w stanie produktywnym symulacji) ré6znych 0-H
stanow protonacji M2.

His37 i Trp41 pokazano w reprezentacji ball-and-stick.
Dla przejrzystosci usunieto jedna z czterech helis.
Kodowanie kolorami jest zgodne z legenda znajdujaca
sie na dole. Strzatki w legendzie koloréw przedstawiaja
promien czasteczki wody przy 1,41 A.

Istniejg znaczne réznice pomiedzy promieniami porow
dla réznych stanéw protonacji w obszarze pierscienia
histydynowego. Najmniejsze promienie minimalne,
0,65i 0,94 A, wystepuja odpowiednio dia uktadéw 0-H i
1-H w poblizu His37. Natomiast promienie dla stanow
protonacji 2-Hs, 2-Ha, 3-H i 4-H w tym samym miejscu
wynosza odpowiednic 2,7, 1,9, 2,9 i 2,6 A. Poniewaz
promien van der \Waalsa czgsteczki wody wynosi 1,41
A, na podstawie samej struktury biatka mozna
stwierdzic, ze woda nie moze przenikngc przez kanat,
jesli nie zawiera dwoch lub wigcej biprotonowanych
reszt histydyny.

W uktadach z dwiema lub wiecej hatadowanymi
histydynami woda przenika przez caty kanat i moze
podtrzymywaé formowania sie ciagtego “fancucha” H*
umozliwiajgc w ten sposdéb transport jonéw
protonoway poprzez mechanizm Grotthusa.

Structure 13:1789-1798 (2005)

Pore diameter / A



Hydroliza biatek przez a-chymotrypsyne

nsin Cuts Here

Chymotrypsyna jest enzymem trawiennym ssakoéw. Hydrolizuje wigzania peptydowe. Dziata
selektywnie na wiazania po stronie karboksylowej aminokwaséw aromatycznych i tych z
duzymi grupami hydrofobowymi (np. metionina). Jest proteaza serynowa, jej centrum aktywne
skiada sie z histydyny, kwasu asparaginowego i seryny. Obok seryny znajduje sie niepolarna
»Kieszen” wigzaca hydrofobowa grupe boczna aminokwasu, po ktérej nastepuje
rozszczepienie wiazania peptydowego przez enzym.



enzyme active site
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Etap 1: Substrat polipeptydowy przemieszcza sie do
miejsca aktywnege enzymu. Ksztatt, rozmiar i
sekwencja aminokwasow miejsca aktywnego
chymotrypsyny pozwalaja tej czesci enzymu
zwigzac ¢zesS¢ polipeptydu, ktéry ma niepolarne
tanncuchy boczne, takie jak te wystepujace w
fenyloalaninie. Gdy polipeptyd znajdzie sie w
miejscu akiywnym, jon H* przemieszcza sie z
aminokwasu seryny w pozycji 195 (Ser-195)
sekwencji aminokwasowej enzymu do aminokwasu
histydyny w pozycji 57 (His-57). Atom tlenu w grupie
hydroksylowej seryny tworzy nastepnie wiazanie
kowalencyjne z weglem jednego z wigzan
peptydowych substratéw, przesuwajac dwa
elektrony z jednego z wigzan podwojnych, tworzac
samotna pare.

http://www.mpcfaculty.net/mark_bishop/chymotrypsin.htm



Chymotrypsin-catalyzed hydrolysis of N-acetyl-L-tryptophanamide (ATA)

Albert Himoe, Paul C. Parks and George P. Hess
J. Biol. Chem. 242:919-929 (1967)

Metoda: pomiar absorpcji

40
o® B Profil aktywios$ci w funikcji pH przedstawiony ha
o rysunku daje dwie wartosci pK. charakteryzujace
30r > o * chymotiypsyne: pKu=6.7 i piKa2=9.6. PoZniej
-.: P ustalono, ze pKa: jest wytacznie wynikiem wzrostu
N 8 Kcat ze wzrostem pH, pocuicz,a_\s gdy pKa2=_wyr_||ka
< 20f o o zaréwno ze wzrostu Ku jak i zmniejszania sie Kkca: ze
= a s wzrosiem pH [Kahana and Shalitin, Isr. J. Chem. 12,
a 0 Ag 2o 0"% & ' 573-589 (1974)]. Bazujac na znajomosci struktury i
= 10F - - 9 s » 20 mechanizmu katalitycznego chymotrypsyny,
x |5 e A 0 asa o mozemy postawié hipoteze, ze His-57 znajdujaca sie
y . i ¥ w mieiscu aktywnym miareczkuje sie z pKa.1=6.7,
0 @ it L aty & P " . . .
pcdczas gdy jej N-koncowa lle-16 miareczkuje sie z
70l . ity :;' o 4 6 pKa2=9.6: His-57 musi by¢ zdeprotonowana, aby
2 00 Q S ¥oo katalizowaé jako zasada nukleofil Ser-195-OH,
~ 60t R - podczas gdy N-koncowy lle-16 musi zostaé byé
E sol. O pnd\a a4 uprotonqwany, aby u_two_rzyé kluczowy mostel_(
~ b\ /8 solny, ktory utrzymuje niezablokowang szczeline
S a0t o 0 " & @ wigzania substratu i stabilizuje optymalna pozycje
o 30'— o el ™ Asp-194, Ser-195 i inne wazne pobliskie reszty w
= . : miejscu aktywnym.
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Zaleznos$¢ dziatania enzymu od pH
(dwie grupy protonowalne w centrum aktywnym)
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