Medycyna Wet. 2006, 62 (11)

Artykul przeglgdowy

1215

Review

Struktura rotawirusow - czynnika etiologicznego
infekcji pokarmowych u cztowieka
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Rotaviruses structure — the etiological agent of human gastroenteritis

Summary

Rotavirus gastroenteritis has been recognized as the most important cause of acute diarrhea in children
between 6 months and two-years-of-age in industrialized countries. Rotaviruses are classified as a genus within
Reoviridae family and have a characteristic wheel-like shape. The concentric icosahedral viral capsid, 60-70 nm
in diameter, is made up of two protein layers and encloses 11 segments of genomic double-stranded RNA.
Each segment of RNA represents one gene that encodes a virus-specific protein. Rotaviruses also contain the
spike protein VP4 and a major capsid component, VP7, both of which are responsible for their entry into
a cell. Natural infection reduces the incidence and severity of subsequent episodes, rotavirus diarrhea might
be controlled through vaccination. Serotype-specific immunity may play a role in protection from the disease.
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Enteropatogenne wirusy wywolujace biegunki, goracz-
ke oraz wymioty u dzieci po raz pierwszy zidentyfikowat
1 opisat Bishop i wsp. (11) w 1973, w punktatach pobra-
nych z blony $luzowej dwunastnicy dziewigciorga dzieci
z zapaleniem zotadka i jelit. Od tego czasu na catym §wie-
cie trwaja intensywne badania nad wirusowymi czynnika-
mi etiologicznymi ostrych biegunek u dzieci. Wedtug da-
nych Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
w USA rocznie rejestruje si¢ od 20 do 40 zgonoéw na 50 000
hospitalizowanych dzieci. W Polsce rocznie zakazenia wi-
rusowe przewodu pokarmowego diagnozuje si¢ u ok. 5000
0s6b dorostych i niemal 6000 dzieci w wieku do lat 2 (2).

Rotawirusy (RV) na-
leza do rodziny Reoviri-
dae (respiratory enteric
orphan — sieroce wirusy
oddechowe 1 jelitowe).
Wirion ma sy-
metri¢ kubiczng

Ryc. 1. Rotawirusy w mikroskopie 1% mikroskopie
elektronowym (9) elektronowym
ksztattem przy-

pomina koto (rota = koto) (ryc. 1).

HRYV (human rotavirus) maja wielko$¢ od 60 do
70 nm. Nie posiadaja otoczki lipidowej. Kapsyd
wirusa zbudowany jest z dwdch warstw. Genom
wirusa stanowi dwuniciowa czasteczka RNA
(dsRNA) sktadajaca sig z 11 segmentow (ryc. 2).
Kazdy segment koduje jedno biatko. Na pod-
stawie roznic w masie czasteczkowej wirusowe

menty 5-9) oraz o niskiej masie czasteczkowej (segmenty
10-11). Badania Leninga z wykorzystaniem metody PAGE
wykaza}y, ze masa czasteczkowa poszczegdlnych segmen-
tow Jest rozna u roznych izolatow HRV (11). Ze wzgledu
na roznice w budowie i masie czasteczkowej segmentow
RNA wyro6zniono tzw. elektrofenotypy, ktore cechuja sig
odmienna predko$cia migracji w Zelu podczas elektrofore-
zy. Elektrofenotypow nie nalezy jednak utozsamiac z sero-
typami.

W celu doktadnego poznania zaréwno budowy, jak
i funkcji poszczegdlnych gendow nalezato przeprowadzi¢
sekwencjonowanie calego genomu wirusa. W 1990 opub-
likowano pelna sekwencje genomu HRV szczepu SA-11
nalezacego do grupy A rotawirusow (tab. 1).

Genom rotawiruséw bogaty w adening i uracyl ma dhu-
g0s$¢ 18 555 pz, gdzie tylko 6,3% to sekwencje niekoduja-
ce. Analiza terminalnych sekwencji segmentow RNA wy-

RNA mozna podzieli¢ na segmenty o duzej masie Ryec. 2. Struktura wirionu rotawiruséw
czasteczkowej (segmenty 1-4), sredniej masie (seg- Z lewej: segmenty dsRNA rozdzielone na zelu poliakrylamidowym
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Tab. 1. Bialka oraz segmenty rotawirusa szczepu SA-11 z grupy A (16)
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zachodzaca na region antygenowy (79-
-192 aa) (6, 9). Zwierzgce rotawirusy

(np.: matpi SA-11 lub bydlgcy NCDV)
moga aglutynowa¢ ludzkie erytrocyty,
podczas gdy ludzkie rotawirusy nie po-

Seg;}l:nl Dia?zt;éé Ko:i:mne Dl(llalgao)éé czqsl{:as:z;a(owa Miejsce wystgpowania

1 3302 VP1 1088 125 128 Biatko rdzenia

2 2690 VP2 881 102 698 Biatko rdzenia

3 2591 VP3 835 98 142 Biatko rdzenia

4 2362 VP4 776 86 775 Biatko kapsydu zewnetrznego
5 1611 NSP1 495 58 484 Biatko niestrukturalne

6 1356 VP6 397 44 903 Biatko rdzenia

1 1104 NSP3 312 36 072 Biatko niestrukturalne

8 1059 NSP2 317 36 629 Biatko niestrukturalne

9 1062 VP7 326 37198 Biatko kapsydu zewnetrznego
10 751 NSP4 175 20 309 Biatko niestrukturalne

11 667 NSP5 198 211772 Biatko niestrukturalne

siadaja juz takiej zdolno$ci. Glikopory-
ny wystepujace w ludzkich erytrocytach
hamuja ekspresj¢ VP4, biatka uwazane-
€0 za rotawirusowy receptor erytrocytow.
HRYV wykazuja zdolnos¢ aglutynacji tyl-
ko erytrocytéw pobranych od jednodnio-
wych kurczat, co prawdopodobnie zalez-
ne jest od kwasow sialowych (11). Pod-
jednostka VP5 (60 kDa) — obejmuje re-
gion przypuszczalnie odpowiedzialny za
fuzjg komorek (384-401 aa) (4).
Kolejna grupa biatek HRV sa biatka
rdzenia, do ktorych zalicza si¢: VP2,
VP6, VP1, VP3. Biatko VP2 (T1) o ma-
sie 102 kDa jest kodowane przez gen seg-

kazata, Ze posiadajq one takie same struktury, tacznie ze
znajdujaca si¢ na koncu 5’ struktura cap. Konserwatywny
oktanukleotyd (5’-AUGUGACC-3") znajdujacy si¢ na kon-
cu 3’ nici,,+” zostal stwierdzony w rotawirusach: ludzkim,
bydlecym oraz s§win (11). Drugorzedowa struktura rotawi-
rusowego mRNA odgrywac¢ moze istotna role w replikacji
1 translacji genomu wirusa. Schemat procesu replikacji ro-
tawirusow przedstawiono na ryc. 3.

Genom koduje zaréwno bialka strukturalne wirusa (VP
— viral proteins), jak i biatka niestrukturalne (NSP — non-
structural proteins). Do gtéwnych biatek kapsydu zalicza
si¢ glikoproteing VP7 oraz biatko VP4. VP7 jest biatkiem
glikozylowanym (biatko G), o masie czasteczkowej okoto
37 kDa, kodowanym przez gen 9 zlokalizowany migdzy
49. a 1026. nukleotydem (6). Glikozylacja (przytaczanie
reszt cukrowych — mannozy) zachodzi w retikulum endo-
plazmatycznym (ER). Nie wiadomo natomiast, ktora czgs-
cig glikoproteina przylaczona jest do ER. Jest to biatko
bedace determinantem wirulencji, zawierajace szes¢ regio-
néw antygenowych. W sekwencji aminokwasowej wyroz-
niono dwa regiony hydrofobowe: H1 (aa 6-23) oraz H2
(aa 32-48). Badania wykazaly, ze mutacje delecyjne w re-
gionie hydrofobowym H2 powoduja jego niestabilno$¢ i nie
moze ono by¢ utrzymywane w ER. Moze jednak by¢ trans-
portowane bez wzgledu na to, czy jest glikozylowane, czy
nie. VP7 prawdopodobnie odgrywa istotna role w wiaza-
niu wirusa do komorki gospodarza poprzez odbieranie syg-
nalow komorkowych (wiazanie jonow Ca®*) (4). Wyka-
zaly, ze biatko G moze wiaza¢ jony Ca?" bez obecnosci in-
nych biatek, a utrzymanie odpowiedniego poziomu jonéw
zapewnia prawidtowa stabilno$¢ OM (btona zewngtrzna)
(11).

Biatko VP4 o masie czasteczkowej 88 kDa jest kodowa-
ne przez gen segmentu 4, potozony migdzy 10. a 2337.
nukleotydem. Posiada ono aktywnos$¢ proteazy i odgrywa
istotna role we wezesnych etapach oddzialywan migdzy wi-
rusem a powierzchnia komoérki gospodarza (wiazanie re-
ceptora, wnikanie do komorki) (7, 14). Badania wykazaty
obecnos¢ interakcji pomigdzy tym biatkiem a biatkiem VP6
rdzenia. W wyniku trawienia trypsyna biatko VP4 cigte jest
na dwie podjednostki. PodjednostkaVP8 (28 kDa) — pod-
jednostka ta posiada domeng hemaglutyniny (93-208 aa)

mentu 2, zlokalizowany migdzy 17.
a 2659. nukleotydem. Wykazano, ze biatko VP2 posiada
zdolno$¢ wiazania RNA. Jest to wiazanie niezalezne od sek-
wencji, ale ssSRNA jest czg$ciej wigzane niz dsRNA (16).
Dzigki obecnosci struktury ,,zamka leucynowego” stanowi
czg$¢ kompleksu replikacyjnego. Wykazano niespecyficz-
ne oddziatywania migdzy tym biatkiem a biatkiem VPS5.
Glownym biatkiem wewngtrznego kapsydu jest VP6
(T13). Kodowane jest przez gen segmentu 6, a jego masa
czasteczkowa wynosi 48 kDa. Otwarta ramka odczytu znaj-
duje si¢ migdzy 24. a 1214. nukleotydem. Jest to biatko
posiadajace wlasciwosci hydrofobowe, o strukturze krys-
talicznej z homotrimeryczna struktura 4°. Istotnym faktem
jest to, ze podczas infekcji rotawirusowej najsilniejsza od-
powiedz immunologiczna skierowana jest wlasnie przeciw-
ko biatku VP6. Poziom przeciwcial IgM wzrasta szybko
i utrzymuje si¢ na wysokim poziomie nawet do 4 miesigcy
po ustapieniu objawow (11).

ENZYMY WIRUSOWE

MACIERZYSTE dsRNA — NIC (+) RNA — BIALKA

l

CZESCIOWE SKtADANIE < |
CZASTEK WIRUSA

l

NIC (=) RNA
(KOMPLEMENTARNA)

l

WIRUS POTOMNY <€—

<«

Ryec. 3. Schemat replikacji rotawiruséw
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Proteina VP1 jest najwigkszym biatkiem HRV i ma mas¢
czasteczkowa 125 kDa. Biatko to kodowane jest przez gen
segmentu 1 zlokalizowany migdzy 18. a 3282. nukleoty-
dem. Jest to RNA-zalezna polimeraza RNA, stanowiaca
cze$¢ kompleksu replikacyjnego. Ma ona zdolno$¢ do wia-
zania si¢ do konca 3’ czasteczki mRNA, stanowiac razem
z biatkiem VP3 czg$¢ wirionowego kompleksu transkryp-
cyjnego.

Biatko VP3 (Cap) kodowane jest przez gen segmentu 3.
Ma ono masg czasteczkowa 98 kDa i petni szereg funkcji:
metylotransferazy, guanylotransferazy, cz¢§¢ wirusowego
kompleksu transkrypcyjnego razem z biatkiem VP1, nie-
specyficznie wiaze si¢ z sSRNA.

Do bialek niestrukturalnych rotawirusow naleza: NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4 oraz NSP5.

Biatko NSP1 jest produktem genu segmentu 5 i ma masg
czasteczkowa 58,654 kDa. Asocjuje z cytoszkieletem ko-
moérkowym. Zawiera dwa motywy tzw. ,,palcow cynko-
wych” bogatych w cysteing. Ma ono zdolno$¢ wiazania si¢
do konica 5> mRNA i oddzialywuje na czynnik regulatoro-
wy IFN.

Biatko NSP2 (VIP) niespecyficznie wiaze si¢ z ssSRNA.
Posiada ono masg czasteczkowa 36,7 kDa i jest kodowane
przez gen segmentu 8. Bialko to ma aktywnos¢ ATPazy.
Posiada ono krystaliczna struktur¢ HIT-like fold (struktura
alfa-beta(3)-alfa-beta(2); 3 warstwy: alfa/beta/alfa). Jego
oktameryczna forma bierze udziat w destabilizacji helixu
oraz w wiazaniu RNA i ADP (11).

Biatko NSP3 o masie czasteczkowej 34,6 kDa kodowa-
ne jest przez gen segmentu 7. Homodimer ten zdolny jest
do wiazania poprzez grupg NH, wirusowego RNA, nato-
miast grupa COOH wiaze czynnik transkrypcyjny elF4G.
Dzigki zdolnosci wiazania elF4G biatko NSP3 zaangazo-
wane jest w tworzenie kompleksu inicjacyjnego.

Biatko NSP4 ma masg 20,29 kDa i jest kodowane przez
gen segmentu 10. Wykazuje ono nastgpujace aktywnosci:
enterotoksyna, transmembranowa glikoproteina RER, biat-
ko wiazace Ca?" i Sr?".

Biatko NSP5 kodowane jest przez gen segmentu 11 i ma
mase 21 kDa. Wiaze si¢ ono niespecyficznie z ssSRNA i od-
dzialywuje na VP2, NSP2 i NSP6. Jest to autokatalityczna
kinaza, ktorej aktywnos$¢ jest wzmacniana przez interakcje
z biatkiem NSP2.

Biorac pod uwage witasciwosci immunogenne proteiny
VP6, rotawirusy podzielono na 7 grup: A, B, C, D, E, F, G.
Do dalszego ich podzialu wykorzystano wiasciwosci za-
réwno proteiny VP7 wydzielajac 14 serotypow G (G1-G14),
jak réwniez biatkaVP4, co pozwolito na identyfikacj¢ ko-
lejnych 12 serotypow P (P1-P12) (11). Stwierdzono, ze
grupy A, B 1 C wykazuja wysoki stopien homologii sekwen-
cji aminokwasow, dochodzacy w niektorych przypadkach
nawet do 60%. Przyjmuje sig, ze zmienno$¢ serotypow wi-
rusa jest spowodowana kilkoma czynnikami. Pierwszym
z nich sa mutacje punktowe. Polimeraza RNA cechuje si¢
wysoka omylnoscia (10™*) i brakiem korekcyjnej aktyw-
nosci egzonukleazy 3° = 5°. Kumulacja btgdow w proce-
sie replikacji skutkuje mutacjami. Drugim z nich jest wpro-
wadzenie zwierzgcego wirusa do populacji ludzkiej. Bada-
nia serologiczne wykazaly, ze grupa B rotawiruséw odpo-
wiedzialna za zachorowania ludzi w Chinach pochodzi od
zwierzat domowych. Wydaje sig, ze zrodlem wirusa jest
zanieczyszczona woda lub zywnos$¢. Analiza sekwencji
genu kodujacego biatko VP7 rotawirusa psiego i kociego
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Ryc. 4. Czestotliwos¢ globalnego wystepowania poszczegdl-
nych serotypéw rotawirusow (5)

wykazata wysoka homologig, ktora moze by¢ przyczyna
migdzygatunkowej transmisji. Trzecim czynnikiem sa re-
aranzacje gendéw. Zauwazono, ze elektrofenotypy rotawi-
rus6w izolowanych od pacjentéw rok po zachorowaniu sa
rozne od oryginalnych. Dzieje si¢ tak w wyniku rearanza-
cji gendw, przy czym najwigcej zmian zaobserwowano
w segmencie 5, 8, 10 oraz 11. Zrearanzowane segmenty
nie sa defektywne, moga one zastgpowac prawidtowe seg-
menty zachowujac swoje funkcje.

Dla cztowieka patogenne sa wirusy serotypow A, B oraz
C, w szczegblnosci zas serotypow G1-G4 (ryc. 4) (16).
Grupa A, wystepujaca na catym $§wiecie, jest uznawana za
gtowny czynnik etiologiczny biegunek u dzieci, gldwnie
u niemowlat, przy czym wigksza zachorowalnos¢ obserwuje
si¢ wsrod chtopcow. Rotawirusy grupy A dziela si¢ na dwie
podgrupy, z ktérych przedstawiciele podgrupy Il rzadziej
wywoluja wymioty, czgsciej goraczke i sa bardziej zjadli-
we od wirusow podgrupy I (12). Wirusy nalezace do sero-
typu B sa najczestsza przyczyna zachorowan u oséb doros-
tych (15). Przez wiele lat stwierdzono przypadki infekcji
rotawirusem grupy B tylko w Chinach, gdzie powodowat
on zachorowania tysigcy osob, gtdwnie w wieku od 10 do
40 lat. Ostatnio jednak odnotowano kilka przypadkow za-
chorowan w Indiach (11). Uwaza sig, ze infekcja HRV gru-
py B wywoluje uszkodzenie watroby, ktorego wskaznikiem
jest podwyzszona aktywnos$¢ enzymow watrobowych. Ro-
tawirusy moga rowniez odgrywaé role w etiologii takich
zespolow chorobowych, jak: zespot hemolityczno-mocz-
nicowy, zespot Reya, zapalenie trzustki z hipoglikemia, za-
palenie moézgu, zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych oraz
zespot naglej Smierci niemowlat (SIDS) (14). Przypadki
zakazen rotawirusami serotypu C odnotowano w Japonii
1w Wielkiej Brytanii. Dotychczas u ludzi nie odnotowano
zakazen rotawirusami nalezacymi do serotypow D, E i F
(15).

Rotawirusy charakteryzuja si¢ zwykle duza stabilnoscia
w §rodowisku zewnetrznym. Sa oporne na zamrazanie oraz
inkubacjg przez 60 min. w temp. 56°C. Wlasciwosci za-
kazne wiruséw ostabia, mi¢dzy innymi, podchloryn sodu
i alkohol etylowy.

Zroédlem zakazenia jest cztowiek chory lub rekonwa-
lescent. Gtowna droga szerzenia si¢ choroby jest droga
pokarmowa (fekalno-oralna). Czlowiek chory wydala
z katem okoto 100-1000 czastek wirusa/ml katu, najwigce;j
w pierwszych dniach choroby. Do wywotania objawow kli-
nicznych wystarczy 10-100 czastek wirusa (8). Okres wy-
legania choroby wynosi $rednio 2 dni. Na zakazenie podat-
ne sa zwykle dzieci w wieku od 6 do 24 miesigcy. Zachoro-
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Ryec. 5. Dystrybucja infekcji wywotanych HRV zarejestrowana we Wloszech w latach 2000-2002

wania u dorostych sa bardzo rzadkie. Wirusy, namnazajac
si¢ w przewodzie pokarmowym, uszkadzaja btong Sluzo-
wa jelit. Do najczgSciej obserwowanych objawow klinicz-
nych choroby naleza: goraczka, nudnos$ci, wymioty i obfi-
ta, wodnista biegunka, trwajaca zwykle od 3 do 8 dni. Ro-
tawirusy wytwarzaja niestrukturalng proteing NSP4 (22 aa),
uwazang za pierwsza zdefiniowana wirusowg enterotoksy-
ng. Biatko to powoduje zwigkszony naptyw jonow Ca®*
w kanale wapniowym Ca-zaleznym. Efektem tego procesu
jest zwigkszona sekrecja chloru do $wiatla jelita i w konsek-
wencji biegunka (14). Badania przeprowadzone w Goete-
borg University dowodza, ze rotawirusy moga stymulowac
aktywnos$¢ jelitowych komodrek nerwowych, ktore z kolei
kontroluja wydzielanie wody i jonéw przez komorki na-
btonka jelit. Autorzy uwazaja, ze zakazone przez rotawiru-
sy komorki gospodarza moga wydziela¢ neuroprzekazniki,
ktore zwigkszaja przepuszczalnos¢ nabtonka jelitowego dla
wody, co w konsekwencji prowadzi do biegunki. W toku
badan wykazano, ze zastosowanie u zakazonych rotawiru-
sami zwierzat laboratoryjnych srodkow hamujacych aktyw-
no$¢ neurondw spowodowato ustapienie biegunki. Daje to
nadziej¢ na opracowanie w przysztosci lekéw zapobiega-
jacych cigzkim biegunkom wirusowym u dzieci (10).

Badania przeprowadzone we Wtoszech (styczen 2000-
-grudzien 2002) dowiodly, ze wystepowanie infekcji rota-
wirusowych w klimacie umiarkowanym ma charakter
sezonowy i przypada na okres zimowy, od listopada do
kwietnia (ryc. 5). W klimacie tropikalnym (goracym) sezo-
nowosci nie obserwuje si¢ (14).

W ostatnich latach prowadzone sq zaawansowane prace
nad opracowaniem skutecznej szczepionki rotawirusowe;.
Najistotniejszymi z punktu zdrowia publicznego sa wirusy
nalezace do grupy A. Podczas zakazenia rotawirusem do-
chodzi do wytworzenia przeciwcial skierowanych glownie
przeciwko biatku VP7 (antygen G). W zwiazku z tym,
w 1998 w USA dopuszczono do stosowania doustnego ate-
nuowana szczepionkg zawierajaca serotypy G1-G4 rotawi-
rusa ludzkiego i matpy rezus (Macaca mulatta). Okazato
si¢ jednak, ze u 15 sposrod miliona zaszczepionych nie-
mowlat zaobserwowano niepozadane reakcje poszczepien-
ne w postaci wgtobienia jelit. W zwiazku z tym szczepion-
ke wycofano z rynku. W Chinach do immunizacji dzieci
stosowana jest szczepionka pigciosktadnikowa, zawieraja-
ca rotawirus bydlecy i jego biatka strukturalne. Obecnie
trwaja badania nad jej wprowadzeniem do obrotu w kra-
jach rozwijajacych si¢, gdzie zachorowalno$¢ wywotana
zakazeniem rotawirusowym u dzieci jest duza. W 2004 r.
w Meksyku wprowadzono do stosowania szczepionkg do-
ustna, wymagajaca dwukrotnego podania. Inne szczepion-
ki, bedace w trakcie badan laboratoryjnych, zawieraja

Doktadna znajo-
mos$¢ budowy biatek
wirionu i ekspresji poszczegolnych gendw rotawirusowych
daje nadziej¢ na udoskonalenie metod diagnostycznych in-
fekcji rotawirusowych, a takie na stworzenie opracowanie
szczepionki, ktora pozwolitaby na ograniczenie liczby za-
chorowan i $miertelnosci u dzieci.
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