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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cytoszkielet, zbudowany z filamentéw aktynowych, mikrotubul i filamentéw posrednich, reguluje
wiele proceséw zachodzacych w komérce, m.in. transport wewnatrzkomoérkowy. Mikrofilamenty
oraz mikrotubule sa wtéknami spolaryzowanymi, wzdtuz ktérych mozliwy jest dwukierunkowy
ruch biatek motorycznych: miozyn wzdluz widkien aktyny oraz kompleksu dyneina/dynaktyna
i kinezyn wzdluz mikrotubul. Wirusy podczas zakazenia wykorzystuja struktury cytoszkieletu
i jego biatka motoryczne na réznych etapach cyklu replikacyjnego. Podczas wnikania do komoérki
ijej opuszczania, wirusy musza pokonac¢ korowa warstwe mikrofilamentéw, co odbywa si¢ zazwy-
czaj z udzialem miozyny. W cytoplazmie wirusy sa transportowane z udziatem dyneiny w strong
centrum organizacji mikrotubul, natomiast po namnozeniu si¢ wirusa kinezyny przemieszczaja
nowe wiriony na obrzeza komorki, umozliwiajac tym samym uwolnienie wirionéw potomnych.
Niektore rodziny wirusow rozwingly alternatywne metody transportu wewnatrzkomoérkowego.

W pracy opisano interakcje miedzy wirusami a biatkami motorycznymi cytoszkieletu oraz usta-
lono ich udziat w zakazeniu wirusowym w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe.

wirusy ¢ cytoszkielet ¢ biatka motoryczne
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Summary

Cytoskeleton, composed of actin filaments, microtubules and intermediate filaments, regula-
tes many processes in the cell, e.g. intracellular transport. Actin and microtubules are polari-
zed structures, along which bidirectional transport of motor proteins occurs: myosins along ac-
tin and the dynein/dynactin complex and kinesins along microtubules. Viruses interact with the
cytoskeleton and motor proteins at different stages during their replication cycle. When entering
and egressing the cell, viruses must penetrate the cortical layer of microfilaments, which usual-
ly takes place with the contribution of myosin. In the cytoplasm, retrograde transport involving
dynein is used to move viruses to the microtubule organizing center. After replication, kinesins
participate in anterograde transport of newly produced virions to the peripheral region, close to
the plasma membrane. Some families of viruses have developed alternate routes of intracellular
transport.

The aim of this study is to describe the interactions between virus and cytoskeletal motor prote-
ins and to determine their role in viral infection according to the current literature data.

viruses ° cytoskeleton * motor proteins
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AcMNV - autographa californica multicapsid nucleopolyherdrovirus; BDM - monoksym

2,3-butanodionu (2,3-butanedione monoxime); CAV-2 - psi adenowirus serotypu 2 (canine
adenovirus serotype 2); CPV - psi parwowirus (canine parvovirus); DIC - taficuch poSredni dyneiny
(dynein intermediate chain); DLIC - tafcuch lekki poSredni dyneiny (dynein light intermediate
chain); HFV - wirus pienisty cztowieka (human foamy virus); HHV-1 - ludzki herpeswirus typu 1
(human herpesvirus type 1); HHV-8 - ludzki herpeswirus typu 8 (human herpesvirus type 8);

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus); KHC - fancuch ciezki
kinezyny (kinesin heavy chain); KIF - rodzina kinezyn (kinesin superfamily proteins); KLC - fafcuch
lekki kinezyny (kinesin light chain); MLV - wirus mysiej biataczki (murine leukemia virus);

MTOC - centrum organizacji mikrotubul (microtubule organizing centre); NMHC-IIA - niemie$niowa
miozyna IIA (non-muscle myosin lIA heavy chain 1IA); PIC - kompleks przedintegracyjny
(preintegration complex); PRV - wirus wcieklizny rzekomej (pseudorabies virus); RTC - kompleks
odwrotnej transkrypcji (reverse transcription complex); SIV - matpi wirus niedoboru odpornoSci
(simian immunodeficiency virus); SuHV-1 - Swinski herpeswirus typu 1 (suid herpesvirus type 1);
VACYV - wirus krowianki (vaccinia virus); VAMP2 - biatko btonowe 2 (vesicle-associated membrane

protein 2).

WePRoOWADZENIE

Cytoszkielet jest tréjwymiarowa siecig biatkowych wi6-
kien i rurek, tworzacych rusztowanie komoérek eukario-
tycznych. Jego obecnos¢ jest niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania, poniewaz uczestniczy w podziatach i ru-
chu komérek, odpowiada za sprezystos¢ cytoplazmy, bie-
rze udzial w transporcie wewnatrzkomorkowym, a takze
chroni komérke przed urazami mechanicznymi. Zbudowany
jest z trzech rodzajéw biatkowych widkien: aktyny, mikro-
tubul i filamentéw posrednich. Spolaryzowana struktura
widkien aktynowych oraz mikrotubul i obecnos¢ biatek
motorycznych, umozliwia dwukierunkowy transport ta-
dunkéw cytoplazmatycznych (transport odsrodkowy, czy-
li anterogradowy i dosrodkowy, czyli retrogradowy) [22].

Cytoszkielet odgrywa szczegdlng role podczas zakaze-
nia wirusowego. Mimo wielu kierunkéw badan zwia-
zanych z cytoszkieletem, zagadnienie to wzbudza coraz
szersze zainteresowanie wielu badaczy [27]. Wirusy jako
bezwzgledne wewnatrzkomoérkowe pasozyty, wyksztatci-
ty wiele mechanizméw utatwiajacych im replikacje w ko-
morce gospodarza. Jednym z mozliwych mechanizméw
uszkadzajacego oddziatywania wiruséw na komorke jest
jego wplyw na elementy cytoszkieletu. Wiadomo, ze pod-
czas zakazenia wirusowego moze dochodzi¢ do rearanzacji
uporzadkowanej sieci cytoszkieletu [4]. Wirusy wykorzy-
stuja wszystkie jego elementy, w tym biatka motoryczne,
podczas wewnatrzkomdrkowego transportu wirionéw, na
réznych etapach replikacji. Cytoszkielet oraz biatka mo-
toryczne sa wykorzystywane przez wirusy poczawszy
od wniknigcia do komoérki i replikacji, az po uwolnienie

wirionéw potomnych do Srodowiska. Widkna aktynowe
oraz miozyny wykorzystywane sa przez wirusy wéwczas,
gdy znajduja si¢ na obrzezach komorki lub w okolicy ja-
dra komérkowego. Z kolei oddziatywanie z mikrotubulami
i ich biatkami motorycznymi: dyneina i kinezyna, pozwa-
la wirusom na transport mi¢dzy peryferyjnymi obszarami
komorki a jej wnetrzem. Procesy te sa podobne do natu-
ralnych mechanizméw transportu wewnatrzkomorkowego
[22]. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze rézne wirusy
podczas zakazenia produktywnego moga inaczej wptywaé
na poszczegdlne elementy cytoszkieletu, w odmienny spo-
s6b uszkadzajac komorke.

BiALKA MOTORYCZNE CYTOSZKIELETU

Biatka motoryczne, zwane inaczej biatkami kroczacymi

lub transportowymi, odgrywaja istotng role w komoérkach.

Stanowig one grupe bialek enzymatycznych, hydrolizuja-

cych ATP i wykorzystujacych wyzwalang w ten sposéb

energi¢ do generowania sit niezbgdnych podczas transpor-

tu wewnatrzkomoérkowego. R6znia si¢ migdzy soba trze-

ma gtéwnymi cechami:

e typem filamentu, z ktérym si¢ wiaza (aktyna lub
mikrotubule),

 kierunkiem ruchu wzdluz filamentu oraz

* rodzajem transportowanego tadunku.

Polaryzacja mikrofilamentow i mikrotubul umozliwia lep-
sz organizacj¢ transportu wewnatrzkomaérkowego, ponie-
waz okreslone biatka motoryczne sq w stanie efektywnie
przemieszcza¢ si¢ tylko w strong jednego konica wiok-
na cytoszkieletu [9]. Transport w strong ujemnego korica
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Ryc. 1. Wewnatrzkomdrkowy transport ludzkiego
herpeswirusa typu 1 (HHV). Po fuzji otoczki
wirusowej z btong komérkowa kapsyd jest
uwalniany do cytoplazmy, a nastepnie za
pomocg kompleksu dyneina/dynaktyna
(kolor niebieski) transportowany jest wzdtuz
mikrotubul (kolor czerwony) w strong jadra
komérkowego (wg [10] zmodyfikowano)

filamentéw nazywamy retrogradowym, natomiast w strong
korica dodatniego anterogradowym. Biatkami motoryczny-
mi dla aktyny sa miozyny, ktérych kierunek poruszania sig
zalezy od klasy biatka. Za transport anterogradowy wzdtuz
mikrotubul odpowiedzialne sa biatka z rodziny kinezyn,
za$ ruch retrogradowy tadunkéw cytoplazmatycznych jest
mozliwy za posrednictwem kompleksu biatek dyneina/dy-
naktyna oraz niektérych kinezyn [13, 22].

UbzIAL BIALEK MOTORYCZNYCH W ZAKAZENIU WIRUSOWYM

Sama reorganizacja struktury cytoszkieletu nie jest wy-
starczajaca, aby moglo dojs¢ do skutecznego zakazenia.
Obecnos¢ wewnatrz komorki licznych organelli, elementéw
cytoszkieletu, jonéw i biatek, wlasciwie uniemozliwia swo-
bodna dyfuzje czasteczek wigkszych niz 500 kDa w cyto-
plazmie [22], a jest to mniej niz wynosi masa wielu wiru-
sow. Dlatego tez wirusy potrafiag wykorzystywac naturalne
drogi transportu wewnatrzkomadrkowego za posrednictwem
biatek motorycznych, ktére sa szybkim i bardzo skutecz-
nym Srodkiem transportu. Szczegdlnie wazne sa one dla
wirusow zakazajacych duze spolaryzowane komorki, takie
jak np. neurony. Wirusy penetruja cytoplazme¢ wewnatrz
pecherzykéw endosomalnych prawidlowo transportowa-
nych przez biatka motoryczne lub zaburzaja homeostaze
i przylaczaja je bezposrednio do swojej powierzchni [7].

Herpesviridae

Do wiruséw powodujacych uszkodzenia cytoszkieletu ko-
morki gospodarza naleza wirusy z rodziny Herpesviridae,
a ich interakcje z biatkami motorycznymi cytoszkieletu na-
leza do jednych z najlepiej poznanych. Wykorzystujq one
wewnatrzkomoérkowy transport na kazdym etapie cyklu re-
plikacyjnego. Jest to istotne zwtaszcza dla wiruséw z pod-
rodziny Alphaherpesviridae zakazajacych komoérki nerwo-
we, gdyz aby dotrze¢ do miejsca replikacji, musza przeby¢
calg dtugos¢ aksonu az do ciata neuronu.

Przemieszczanie si¢ wirionéw wzdtuz filopodiéw uzalez-
nione jest od miozyny II, za$ traktowanie komérek inhi-
bitorem miozyny — blebbistatyna, wyraznie obniza sku-
teczno$¢ zakazenia [29]. Biatko receptorowe ludzkiego
herpeswirusa typu 1 (human herpesvirus type 1 — HHV-1)
— gB, jest niezbegdne podczas wnikania wirusa do komorki,
dziatajac receptorem — PILR« (paired immunoglobulin-like
type 2 receptor alpha), ale réwniez wiazac si¢ z taiicuchem
cigzkim niemig$niowej miozyny IIA (non-muscle myosin
IIA heavy chain I[IA, NMHC-ITA). Wkrétce po zakazeniu
HHV-1 obserwuje si¢ nagromadzenie NMHC-IIA w pobli-
zu btony komoérkowej, gdzie moze by¢ ona eksponowana
na powierzchni komorki, co ulatwia wirusowi penetracje.
Delecje oraz zastosowanie przeciwciat anty-NMHC-ITA
hamuja wnikanie wirusa [29].

Inhibitor kinazy ML-7 lub chelacja jonéw zmniejsza po-
datnos¢ komorek linii Vero na zakazenie HHV-1 [29].
Podczas replikacji w jadrze elementy HHV-1 sa prze-
mieszczane z udzialem nowo powstatych widkien aktyny
i miozyny. Ten sam mechanizm zachodzi podczas replika-
cji Swinskiego herpeswirusa typu 1 (suid herpesvirus type
1 — SuHV-1, PRV), stwierdzono bowiem kolokalizacj¢
biatka kapsydu SuHV-1 — VP26 z miozyna V. Natomiast
w komorkach linii Hep-2, aktywny transport HHV-1 byt
hamowany w wyniku depolimeryzacji aktyny oraz zasto-
sowania inhibitora miozyny — monoksymu 2,3-butano-
dionu (BDM) [18]. Miozyna jest wykorzystywana przez
herpeswirusy do transportu wirionéw wewnatrz komoérki
gospodarza, a takze podczas ostatnich etapoéw zakazenia,
kiedy wiriony potomne pokonuja korowa warstwe aktyny
w czasie uwalniania [29].

Po wniknigciu do komoérki herpeswirusy sa transportowa-
ne retrogradowo w strong centrum organizacji mikrotubul
(microtubule organizing centre — MTOC). Transport ten
jest zalezny od kompleksu dyneina/dynaktyna, zwtaszcza
w silnie spolaryzowanych komérkach tkanki nabtonkowej
i neuronach (ryc. 1).

Zaklécenie funkcjonowania biatka motorycznego poprzez
nadekspresj¢ dynamityny w komoérkach, zmniejsza o po-
towg liczbg wirionéw dostarczanych do jadra. Odwrotna
sytuacja zdarza si¢ w przypadku komorek niespolaryzo-
wanych, w ktérych replikacja wirusa zachodzi nawet po
depolimeryzacji mikrotubul i przy duzym st¢zeniu dyna-
mityny, co oznacza, ze kompleks dyneina/dynaktyna nie
jest niezbedny do transportu wirionéw [10]. Jednym z ele-
mentéw wiazacych dyneing do herpeswiruséw jest male
biatko kapsydu — VP36, ktére reaguje z podjednostkami
Tetex1 i rp3 lekkiego taricucha dyneiny. Pozostaje ono in-
tegralng cze¢scia czasteczki zakaZnej, az do osiagnigcia
jadra komérkowego [8]. W celu potwierdzenia roli VP36
w ruchu retrogradowym zbadano mutanty HHV-1 pozba-
wione tego biatka. Typ dziki docierat do miejsc replikacji
w przeciagu 2—4 godzin, natomiast wiriony pozbawione
VP36 nie taczyly si¢ z rp3 i byly losowo rozsiane w cyto-
plazmie, najczg¢sciej w poblizu btony komdrkowej. W wa-
runkach in vitro, VP36 nie jest niezbgdne podczas replikacji
wirusa, a ttumaczy to zidentyfikowanie innych elementéw
wirusowych zdolnych przytaczaé dyneing. Czgs$¢ sktado-
wa tegumentu — VP11/12, takze wykazuje powinowactwo
do Tctex i rp3 i prawdopodobnie bierze udziat we wcze-
snym transporcie wiriondw wzdtuz mikrotubul przed od-
dzieleniem si¢ tegumentu od kapsydu, badZ przy sktada-
niu wiriondw potomnych [6]. Sposréd innych elementéw
tegumentu, réwniez pUL36 (VP1/2) oraz pUL37 sa zdolne
do wigzania ,,retrogradowych” bialek motorycznych i naj-
prawdopodobniej tacza one silnie czasteczke wirusa z tan-
cuchem posrednim dyneiny [18]. VP1/2 jest najwigkszym
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biatkiem kodowanym przez herpeswirusy, zawierajacym
ponad 3000 aminokwaséw. Odgrywa ono wazna funkcje
podczas uwalniania wirusowego DNA przez pory jadro-
we oraz jest wymagane podczas nabywania przez wiru-
sa otoczki przed opuszczeniem komorki. Ze wzgledu na
gtéwna role w cyklu replikacyjnym, prawdopodobnie sta-
nowi ono rusztowanie dla innych biatek tegumentu oraz
otoczki. VP1/2 jest przytaczany przez pUL37 i w posta-
ci kompleku biorg one udziat w transporcie retrogrado-
wym. Delecje w genach tych biatek u HHV-1, jak réwniez
u SuHV-1, prowadza do nagromadzenia si¢ bezotoczko-
wych kapsydéw w cytoplazmie [29]. W przypadku wiru-
sa opryszczki oba bialka sa niezbedne dla ruchu wzdtuz
mikrotubul, natomiast wirus wscieklizny rzekomej pozba-
wiony pUL37, moze nadal si¢ namnazac [29]. Potaczone
pUL36 i pUL37 sg tez jednymi z niewielu bialek tegumen-
tu, obecnych na powierzchni wirusa, az do czasu, gdy wi-
rus osiagnie jadro komérkowe, co §wiadczy o ich waz-
nej roli w transporcie wewnatrzkomérkowym [18]. Innym
biatkiem wiazacym retrogradowe biatka motoryczne jest
UL34, znajdujace si¢ w otoczce wirusa, ktére réwniez wy-
kazuje powinowactwo do taicucha posredniego dyneiny
(dynein intermediate chain — DIC), jednak jego dokladna
rola w transporcie wirusa jest nieznana [11].

Podczas opuszczania komorki, herpeswirusy korzysta-
ja z anterogradowego transportu wzdiuz mikrotubul.
Wspomniane wczesniej biatko VP1/2 jest takze w stanie
przylaczaé kinezyne 1 do wewnatrzkomérkowych tadun-
kéw pochodzacych z aparatu Golgiego, zawierajacych wi-
riony HHV-1. Kinezyna moze by¢ przytaczana do tadun-
kéw cytoplazmatycznych, gdy UL36 nie jest zwiazane
z kapsydem albo wéwczas, gdy VP1/2 s juz elementem
wirionu. Innymi biatkami wiazacymi kinezyny sa US11
u HHV-1 i UL56 u HHV-2. Pierwsze ma powinowactwo
do kinezyny 5b i biatka wystepujacego w taicuchu lek-
kim kinezyny (kinesin light chain — KL.C) — PAT1 oraz
do innych elementéw w komdrce niezwiazanych z cytosz-
kieletem, takich jak: kwasy nukleinowe, bialtka hamuja-
ce wzrost komoérki czy kinaza biatkowa R i jej aktywator
[18,29]. Jednak, US11 nie jest istotnym elementem wiru-
sainie wszyscy przedstawiciele alfa-herpeswiruséw maja
jego homologi. Biatko UL56, zwiazane z btona, reaguje
z KIF1A (kinesin family member 1A), a nast¢pnie umiej-
scawia si¢ w aparacie Golgiego. Chociaz jest konserwa-
tywne u neurotropowych herpeswiruséw, nie jest konieczne
podczas replikacji. W neuronach pozbawione otoczki kap-
sydy moga przytaczac kinezyny i sa transportowane ante-
rogradowo wzdtuz aksonéw wraz ze sktadowymi btony ko-
morkowe;j. Fluorescencyjne znakowanie wirionéw SuHV-1
1 HHV-1 pozwolito ustali¢, ze ich ruch wzdtuz mikrotubul
jest zwiazany z przemieszczaniem si¢ biatka blonowego 2
(vesicle-associated membrang protein 2 — VAMP2), ktére
bierze udzial w procesach komunikacyjnych w synapsie.
Z kolei zastosowanie mikroskopii elektronowej wykazato,
ze transport glikoprotein i biatek tegumentu HHV-1 odby-
wa si¢ wewnatrz btonowych struktur powstatych w apara-
cie Golgiego, do ktérych przylaczajq si¢ biatka regulujace
ruch anterogradowy — Rab3A, SNAP-25, GAP-43 i kinezy-
na 1 [29]. Testy immunoprecypitacji dla faiicucha cigzkie-
go kinezyny (kinesin heavy chain, KHC) przeprowadzone
na linii komérkowej Hep-2 zakazonej HHV-1 wskaza-
ly, ze gléwne biatko kapsydu VPS5 i bialka tegumentu —
VP16, VP22 oraz wczesniej wspomniane US11, moga si¢

wigzaé¢ z KHC. Jednak, w transporcie najprawdopodob-
niej uczestniczy bezposrednio tylko US11, poniewaz pod-
czas opuszczania komoérki elementy kapsydu sa otoczone
przez ostonki wirusa, natomiast VP16 i VP22 przylacza-
ty KHC za posrednictwem US11 [18].

Z kolei ludzki herpeswirus typu 8 (human herpesvirus type
8 — HHV-8), nalezacy do gamma-herpeswiruséw, wyko-
rzystuje swoje biatko tegumentu — ORF45, aby przytaczaé
KIF3A (kinesin family member 3A), nalezace do kinezyn
typu 2, podczas opuszczania komérki. Immunoprecypitacja
i immunofluorescencja dowiodty, ze biatko to bezposred-
nio bierze udzial w przytaczaniu wirionu do domeny wig-
zacej tadunek w kinezynie. Mutacje w KIF3A oraz wy-
ciszanie ekspresji gendw tego biatka motorycznego przez
shRNA (small hairpin RNA), wyraZnie ograniczato uwal-
nianie HHV-8, natomiast nie wptyngto na replikacje HHV-1,
co wskazuje, ze ten mechanizm jest swoisty dla herpes-
wiruséw limfotropowych [25].

Warto réwniez podkresli¢, ze transport herpeswiruséw
wzdtuz mikrotubul jest dwukierunkowy, co oznacza, iz
wirusy moga przytaczac jednoczesnie biatka motoryczne
przemieszczajace si¢ w przeciwnych kierunkach, podob-
nie jak w przypadku organelli komérkowych. Wirusy czg-
sto zatrzymuja si¢ na wiéknach cytoszkieletu, by po chwili
wznowi¢ przesuwanie si¢, zmieniaja filamenty, po ktérych
sg transportowane, a nawet kierunek przemieszczania si¢
[7]. Dlatego, jezeli w komérce wystepuje nadekspresja dy-
namityny, wnikajace do srodka kapsydy HHV-1, zamiast
by¢ losowo rozsiane w cytoplazmie, kumuluja si¢ przy bto-
nie komodrkowej, poniewaz sg przemieszczane przez ante-
rogradowe biatka motoryczne. Po dotarciu do MTOC, wi-
riony musza jeszcze pokonaé krotki odcinek dzielacy te
strukture od jadra, tym samym przestawic si¢ na transport
do koricow ,,plus” mikrotubul. Mechanizm regulowania
przez wirusy tego transportu nie zostal jeszcze dobrze po-
znany [10]. Zaproponowano trzy rézne modele opisujace
regulacje transportu wirusowego. Pierwszy stanowi o wy-
tacznosci okreslonego biatka motorycznego dla czasteczki
wirusa. Wedlug niego z jednym wirionem moze si¢ wia-
zaé na raz tylko jeden rodzaj biatka motorycznego, ktére
wymienia si¢ z innymi i przez to zmieniany jest typ ruchu.
Drugi to model ,,przeciagania liny”, gdzie intensywniej po-
stgpujacy transport dominuje nad transportem w przeciw-
nym kierunku. Trzecia mozliwoscia jest skoordynowana
regulacja aktywnosci bialek motorycznych przez okreslo-
ne mechanizmy podczas zakazenia [7].

Retroviridae

Kolejna rodzing wiruséw wykorzystujacych biatka moto-
ryczne sg wirusy z rodziny Retroviridae. Informacje gene-
tyczng tych wiruséw koduja dwie czasteczki ssRNA (sin-
gle-stranded RNA) zawierajace zawsze trzy podstawowe
geny: gag, pol i env.

Wirus mysiej biataczki (murine leukemia virus — MLV)
oraz ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immu-
nodeficiency virus — HIV) wykorzystuja miozyng II pod-
czas wnikania do komérki, ktéra umozliwia im przemiesz-
czanie si¢ na powierzchni mikrokosmkoéw i filopodiéw do
miejsc integracji. Proces ten jest uzalezniony od potaczenia
si¢ biatka Env z receptorami na btonie [17]. Retrowirusy
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wirusa niedoboru odpornosci (HIV). HIV
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mikrotubul (kolor czerwony) z udziatem
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Ryc. 3. Wewnatrzkomérkowy transport adenowirusow.
Adenowirus wnika do komérki gospodarza.
Gdy pH wewnatrz pecherzyka spada, wirusy
opuszczaja endosomy i dalej s transportowane
z udziatem kompleksu dyneina/dynaktyna
(kolor niebieski) wzdtuz mikrotubul (kolor
czerwony) w strone jadra komérkowego (wg
[10] zmodyfikowano)

wymagaja rowniez filamentéow aktynowych i miozyny,
aby wydosta¢ si¢ do Srodowiska przez wypaczkowywa-
nie [9]. Proces ten jest hamowany podczas depolimery-
zacji aktyny i inhibicji kinazy lekkiego taiicucha miozy-
ny, ktora reguluje dziatanie miozyny Il [22]. Zastosowanie
cytochalazyny D, powodujacej depolimeryzacj¢ mikrofi-
lamentéw, hamuje uwalnianie wirionéw, a transport nowo
powstatych elementéw HIV do miejsc sktadania znajduja-
cych si¢ w poblizu blony komérkowej, odbywa si¢ za po-
Srednictwem miozyny [14].

Transport wirusowego RNA jest zalezny od endosoméw
i dyneiny. Aktywnos¢ biatka Rab7, ktdre reguluje procesy
wewnatrzkomérkowego transportu, powoduje gromadze-
nie si¢ pecherzykéw endosomalnych, dyneiny i wirusowe-
go RNA w poblizu jadra. Umiejscowienie tych elementéw
ulega zmianie, jezeli zastosuje si¢ siRNA dla DHC lub do-
prowadzi do nadekspresji dynamityny. W tym przypadku
material genetyczny wirusa i biatko Gag wraz z endosoma-
mi lokalizuje si¢ na obrzezach komoérki [16]. Biatko Gag
ma sekwencje wiazaca si¢ z fragmentem LCS8 lekkiego
tafdcucha dyneiny, co oznacza, ze sktadowe rdzenia moga
by¢ czynnikami przyciagajacymi biatka motoryczne. Wirus
pienisty cztowieka (human foamy virus — HFV), pozba-
wiony powinowactwa do DLC, jest duzo mniej zjadliwy
[7]. Z drozdzowym homologiem dyneiny LC8 oddziatu-
je takze integraza HIV. Kompleksy odwrotnej transkryp-
cji (reverse transcription complex — RTC) po wniknigciu
wirusa najpierw sa ustanawiane z udzialem filamentéw
aktynowych [2], a nastgpnie przemieszczane wzdtuz mi-
krotubul do jadra. Zaréwno HFV, jak i HIV, wykorzystuja
kompleks dyneina/dynaktyna podczas transportu komplek-
su odwrotnej transkrypcji lub kompleksu przedintegracyj-
nego (preintegration complex — PIC) do przestrzeni oko-
tojadrowej (ryc. 2) [20].

Odcinek migdzy MTOC a jadrem, retrowirusy pokonu-
ja z udziatem kinezyn, za$ nadekspresja biatka FEZ-1, re-
gulujacego transport mikrotubularny, zaburza aktywnos¢
kinezyny 1, co powstrzymuje wnikanie cDNA wirusa do

jadra [20]. Stwierdzono, ze wazna role w ruchu anterogra-
dowym czasteczek HIV na obrzeza komorki petnia KIF3A
i KIF3C [16]. Innym elementem potrzebnym podczas trans-
portu wirionéw w strong dodatnich konicéw mikrotubul jest
KIF4, ktéry jest przytaczany przez biatko Gag MLV [20],
HIV oraz malpiego wirusa niedoboru odpornosci (simian
immunodeficiency virus — SIV). Sugeruje sig, ze kinezy-
na ta moze bra¢ réwniez udziat w transporcie RTC, a tak-
ze czegsSci rdzenia, po wniknigciu retrowiruséw przed zto-
zeniem wirionéw potomnych [9].

Adenoviridae

Biatka motoryczne ogrywaja znaczaca rolg rowniez w re-
plikacji wiruséw z rodziny Adenoviridae. Po potacze-
niu si¢ biatek fibrylarnych kapsydu z receptorem CAR
(Coxsackievirus and Adenowirus receptor) i integryna-
mi, umieszczonymi na powierzchni btony komoérkowe;j,
adenowirusy wnikaja do komérki w wyniku endocytozy.
Kiedy pH wewnatrz pecherzyka spada wirusy opuszcza-
ja endosomy i dalej sa transportowane z udzialem mikro-
tubul (ryc. 3).

Psi adenowirus serotypu 2 (canine adenovirus serotype
2 — CAV-2), zakazajacy neurony, wykorzystuje podczas
cyklu replikacyjnego zaréwno dyneing, jak i kinezyng.
Nadekspresja dynamityny i domeny TPR tanicucha lek-
kiego kinezyny zakidca transport czasteczek wirusowych
w komorce [12]. W przypadku ludzkich adenowiruséw
serotypu 2 1 5 (Ad2 i AdS) stwierdzono, ze wykorzystuja
one dyneing wéwczas, gdy transportowane sg do MTOC.
Depolimeryzacja mikrotubul oraz nadekspresja dynamityny
zapobiegaly zakazeniu CAV-2 [9]. W komdrkach nabtonko-
wych, wirus ten szybko opuszcza endosomy i bezposrednio
taczy sie z dyneina, z kolei w neuronach ruchowych prze-
bywa wigkszos¢ drogi w strong jadra wzdtuz mikrotubul,
wewnatrz pgcherzykow endocytarnych [12]. Za przytacza-
nie dyneiny do wirionu odpowiedzialny jest hekson, kt6-
ry jest gtéwnym biatkiem budujacym kapsyd (240 trime-
réw na wirion). Aby skutecznie wiaza¢ biatka motoryczne,
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hekson musi najpierw dojrze¢ w niskim pH. Oczyszczone
adenowirusy w pH obojetnym nie wykazywaly interakcji
z dyneina, jednak po umieszczeniu w pH 4,4-5,4 ich zdol-
nos$¢ wigzania znaczaco wzrastata. Wyjasnia to, dlaczego
wirusy opuszczaja dopiero pézne endosomy o zakwaszo-
nym wnetrzu. Hekson w niskim pH prawdopodobnie zmie-
nia swoja konformacje, co pozwala mu funkcjonowac jako
tacznik z biatkami motorycznymi [26].

Interesujacy jest sam mechanizm, w jaki adenowirusy wy-
korzystuja biatka motoryczne, ktéry rézni si¢ od konwen-
cjonalnych mechanizméw transportu wewnatrzkomérkowe-
go. Hekson taczy kapsyd z dyneina w sposéb niezalezny od
czynnikéw wspomagajacych przyltaczanie tadunkéw, jakimi
sa dynaktyna, NudE/NudEL, LIS1 1 ZW10 [1]. Powierzchnie
przyczepu dla wirionu tworzy tandem DIC (dynein inter-
mediate chain) i DLIC (dynein light intermediate chain)
przy podstawie cig¢zkich taiicuchéw dyneiny [26]. Kapsyd
moze si¢ w ten sposob taczy¢ z kilkoma czasteczkami dy-
neiny jednoczesnie. Fragmenty taincuchéw posrednich sa
réwniez miejscem tworzenia kompleksu biatka motorycz-
nego z dynaktyna i NudE. Testy z wykorzystaniem przeciw-
cial stwierdzaja, ze hekson ma powinowactwo do swoistych
dla siebie obszaréw DIC. Zahamowanie aktywnosci dynak-
tyny nie wptywato na wydajnos¢ replikacji wirusa, zmniej-
szala jedynie predkosé, z jaka adenowirusy przemieszczaty
si¢ do jadra. Sugeruje to, ze wobec tego w przeciwienstwie
do prawidlowego transportu wewnatrzkomoérkowego, biat-
ko to petni wylacznie funkcje regulacyjna podczas zakaze-
nia [1]. Pozostate czynniki: NudE/NudEL, LIS1 oraz ZW10
nie petnia zadnej roli w przenoszeniu czasteczek wiruso-
wych. Dodatkowo, kompleks adenowowirus-dyneina-dynak-
tyna jest niestandardowy, poniewaz dynaktyna jest zwiaza-
na z kapsydem za posrednictwem dyneiny, czyli odwrotnie
niz w przypadku innych wiruséw [1]. Mozliwos¢ dwukie-
runkowego ruchu adenowiruséw w cytoplazmie wskazuje,
ze wykorzystuja one takze kinezyne w ruchu anterogrado-
wym, natomiast mechanizm tego procesu nie zostat jesz-
cze dobrze poznany [26].

Parvoviridae

Wirusy z rodziny Parvoviridae wnikaja do komérki po-
przez endocytoze. Przyktadem jest psi parwowirus (cani-
ne parvovirus — CPV), ktéry transportowany jest w strong
jadra komoérkowego w endosomach [28]. Transport wi-
rionéw, od wczesnych do péZnych endosoméw, zalezy od
sieci mikrotubul i cytoplazmatycznej dyneiny [9]. Czastki
wirusa po opuszczeniu pgcherzykéw endocytarnych, sa da-
lej transportowane w strong jadra z udzialem mikrotubul.
Testy immunoprecypitacji majace na celu odtworzenie za-
kazenia w warunkach in vitro potwierdzity oddziatywanie
miedzy kapsydami CPV, a dyneina. Dodatkowo, traktowa-
nie komdrek nokodazolem, ktéry powoduje depolimery-
zacje mikrotubul lub winblastyna, powodujaca krystaliza-
cj¢ wiokien, spowodowato rozsianie wirionéw w obszarze
cytoplazmy, co w konsekwencji doprowadzito do tego, ze
nie docieraty one do miejsca replikacji. Réwniez obecnos¢
taksolu, ktéry stabilizuje mikrotubule, nieznacznie obni-
zata transport kapsydéw do jadra. Ponadto przy zniszczo-
nych mikrotubulach, ekspresja markerowego wirusowego
biatka — NS1, ktére zapoczatkowuje replikacjg¢ wirusowe-
go DNA oraz transkrypcj¢ promotoréw wirusowych, byta
wyraznie obnizona.

Ostatecznie rolg dyneiny w transporcie CPV do jadra ko-
morkowego potwierdzaja badania z wykorzystaniem prze-
ciwcial skierowanych przeciwko bialkkom motorycznym.
Czasteczki wirusa najprawdopodobniej facza si¢ z posredni-
mi taficuchami dyneiny. Przeciwciata skierowane przeciwko
dyneinie catkowicie zatrzymywaly retrogradowy transport
wirusa, natomiast immunoglobuliny przeciwko kinezynie
nie wptywaty na dystrybucj¢ CPV. Zastosowanie mikro-
skopii elektronowej pozwolito na stwierdzenie, ze kapsydy,
oprécz dyneiny moga réwniez aktywnie wigzac si¢ z samy-
mi mikrotubulami zaréwno in vitro, jak i in vivo [9, 28].

Poxviridae

Najwigcej informacji o interakcji migedzy cytoszkieletem
komorki gospodarza a wirusem dostarczaja badania nad
wirusem krowianki (vaccinia virus — VACV), nalezacym
do rodziny Poxviridae. Replikacja wirusa zachodzi w cy-
toplazmie zakazonej komérki. Pierwszym produktem
ekspresji genomu wirusa sa biatka i lipidy uformowane
w btoniaste pétksigzyce, przechodzace nastepnie w kuli-
ste niedojrzale wiriony (immature virions — IVs), zbudo-
wane z genomu wirusa i bialek rdzenia. IVs przechodza
w dojrzate wewnatrzkomoérkowe wirusy (intracellular ma-
ture virus — IMV) po proteolitycznym przetworzeniu nie-
ktérych biatek kapsydu, ktére nie opuszczaja gospodarza
i dostaja sig do Srodowiska tylko po zniszczeniu komorki.
IMV moga uzyskiwaé podwdjna lipidowa otoczke ze wcze-
snych endosomoéw lub z aparatu Golgiego, po czym staja
si¢ wewnatrzkomérkowymi wirusami pokrytymi otoczka
(intracellular enveloped virus — [EV). Dalej transportowa-
ne sa wzdtuz mikrotubul na obrzeza komorki, gdzie indu-
kuja polimeryzacje aktynowych ogonéw (actin tails) [19].
W wyniku kontaktu z btona komérkowa, VACV przecho-
dzi ostatnie modyfikacje. Fuzja z powierzchniag komoérki
prowadzi do powstania zwigzanego z komorka wirusa po-
krytego otoczka (cell-associated enveloped virus — CEV).
Jezeli CEV opusci komorke, co najczesciej zachodzi dzigki
wypchnigciu czasteczki przez nowo powstate mikrokosm-
ki, to nazywany jest wowczas pozakomérkowym wirusem
pokrytym otoczka (extracellular enveloped virus — EEV)
[23]. CEV jest istotny dla zakazania sasiednich komorek,
natomiast EEV stuzy do rozprzestrzeniania si¢ patogenu
w srodowisku na wigksze odlegtosci [19].

Po replikacji, IMC sa transportowane retrogradowo wzdtuz
mikrotubul w strong MTOC, aby mogly naby¢ otoczke.
W procesie tym bierze udziat wirusowe biatko A27L i dy-
neina. Nadekspresja dynamitryny spowodowata zahamo-
wanie tego transportu [9]. Wirus krowianki, zanim zacznie
indukowac polimeryzacjg aktynowych ogonéw w poblizu
btony komérkowej, wykorzystuje do transportu anterogra-
dowego kinezyne 1, ktéra jest przytaczana do biatek F12
1 A36R [19]. A36R jest biatkiem btonowym, ktére nie tyl-
ko bierze udziat w rekrutacji kinezyny do IEV, ale po prze-
mieszczeniu si¢ wirionu w poblize powierzchni komorki,
oddysocjowuje od niego i z udzialem innych biatek — [IEV
A33R, A34R i B5R, zapoczatkowuje syntezg widkien akty-
nowych za czasteczka CEV [23]. Z kolei F12 jest gtéwnym
biatkiem przytaczajacym kinezyne i wykazujacym wiele
cech wspdlnych z taiicuchami lekkimi kinezyny. Oba biat-
ka maja zblizone rozmiary, punkt izoelektryczny, hydro-
fobowos¢ 1 bardzo podobne do siebie rejony TPR. F12 za-
wiera powtérzenia WD, bedace podstawowym elementem
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faczacym wirusa z biatkiem motorycznym. Ten sam motyw
ma réwniez A36, ale w tym przypadku nie odpowiada za
zespolenie bialek. TPR, wystepujace w obu biatkach, re-
aguja z odpowiadajacymi elementami na KLC i powoduja
aktywacje domeny motorycznej KHC tak, jak si¢ to dzieje
przy przyltaczaniu prawidtowych tadunkéw wewnatrzko-
moérkowych. Badania na mutantach VACV wykazaty, ze
F12 i A36R tacza si¢ z wirionem niezaleznie od siebie, lecz
tylko w obecnosci pierwszego z nich kinezyna moze by¢
uzywana do transportu wirusa. Przy braku A36R, wirusy
moga skutecznie poruszac si¢ anterogradowo z predkoscia-
mi odpowiadajacymi kinezynom [19]. Przemieszczanie si¢
wirusa krowianki do koficéw ,,plus” MT nie jest procesem
ciaglym — wystepuja w nim czgste przerwy, a przemierzane
odlegtosci sq zmienne, w przeciwienstwie do systematycz-
nego ruchu podczas polimeryzacji aktyny [24]. W poblizu
btony komérkowej, wirusowe biatko BSR aktywuje kine-
zyny Src, ktére fosforyluja tyrozynowe fragmenty A36R.
Jest to sygnat do odlaczenia kinezyny 1 od wirionu i roz-
poczecia powstawania ogonkow aktynowych [22]. Przy
tworzeniu wiékien biorg udzial biatka gospodarza: Nck,
Grb2, biatko reagujace z WASP (WASP-interacting protein)
oraz N-WASP. N-WASP uruchamia dziatanie kompleksu
Arp2/3 powodujacego polimeryzacje aktyny za CEV [9].
Mikrofilamenty tworzone przez VACV sa utozone w ge-
sta sie¢. Podobne zjawisko mozna zaobserwowac u bakte-
rii z rodzajéw Listeria, Rickettsia oraz Shigella, jednakze
wirusowe ogony aktynowe i mikrokosmki réznia si¢ uto-
zeniem wiokien. Posrdd filamentow cienkich stwierdza sie
obecnos¢ wielu wigzacych sig z aktyna, takich jak: o-ak-
tynina, filamina oraz fimbryna, lecz brak wsréd nich mio-
zyny i tropomiozyny [3].

Baculoviridae

Wirusy z rodziny Baculoviride rtéwniez wykorzystuja cy-
toszkielet podczas replikacji w komoérce gospodarza. Cecha
wyrdzniajaca bakulowirusy jest brak udzialu mikrotubul
oraz ich biatek motorycznych w transporcie wewnatrzko-
moérkowym wirionéw. Po wniknigciu do komoérki, ACMNV
(autographa californica multicapsid nucleopolyherdrovi-
rus) indukuje powstawanie dtugich cienkich widkien ak-
tynowych, z ktérymi si¢ wigze, a nastgpnie jest wzdtuz
nich transportowany w strong jadra komdrkowego [21].
Badania z wykorzystaniem inhibitora aktyny — cytochala-
zyny D wskazuja, ze wiriony znajduja si¢ na ujemnych kon-
cach filamentéw. Wsréd biatek wirusowych za przytacza-
nie do aktyny odpowiedzialne sa biatka p39 i p78/83 [15].
To ostatnie stymuluje kompleks Arp2/3. AcMNPV wyko-
rzystuje aktyng do transportu nukleokapsydéw na obrze-
za komorki, gdzie si¢ gromadza na zakonczeniach akty-
nowych wypustek na powierzchni btony komérkowej [21].
Biatkiem motorycznym wykorzystywanym przez bakulo-
wirusy jest miozyna lub biatko podobne do miozyny, co
potwierdzity testy przeprowadzone na zakazonych komor-
kach ¢my — linii Sf9. Zastosowanie inhibitora mikrotubul

PismiENNICTWO

— nokodazolu nie wptynegto na cykl replikacyjny wirusa,
natomiast inhibitor miozyny — monoksym 2,3-butanodio-
nu redukowat zakazno$¢ wirusem do 28% w poréwnaniu
z proba kontrolng [5]. Mozliwym elementem wirionu, ktory
bierze udzial w rekrutacji biatek motorycznych jest biatko
Ac66, poniewaz jest spokrewnione m.in. z biatkiem wia-
zacym aktyng Dictyostelium discoideum oraz taficuchem
cigzkim kroliczej miozyny, a jego homologi sa obecne
u wszystkich przedstawicieli rodziny. Mutanty z delecja-
mi Ac66 wytwarzaly prawidtowe wiriony potomne, lecz
nie byty w stanie zakaza¢ sasiednich komorek, poniewaz
nie opuszczaly pierwotnego gospodarza [24]. Wszystkie
te fakty wskazuja, ze cytoszkielet aktynowy wraz z towa-
rzyszacymi mu biatkami motorycznymi, odgrywa wazna
role w replikacji bakulowiruséw.

PobpsumowaNIE

Gruntowna wiedza na temat transportu wewnatrzkomorko-
wego, w ktorym biorg udziat biatka motoryczne, tj. mio-
zyna, dyneina czy kinezyna, znacznie poszerza znajomos¢
mechanizmoéw patogenezy zakazen wirusowych [22,27].
Wirusy, jako bezwzgledne pasozyty, w celu przeprowadze-
nia cyklu replikacyjnego, wykorzystuja struktury obecne
w komorce gospodarza, w tym cytoszkielet. Dane litera-
turowe poswigcone interakcjom migdzy wirusem a cy-
toszkieletem, opisuja wiele zmian jakim ulegaja zaréwno
mikrotubule, jak i filamenty aktynowe. Pod wptywem za-
kazenia uktad poszczegdlnych widkien cytoszkieletu moze
ulec rearanzacji, uszkodzeniu, a nawet catkowitemu znisz-
czeniu. Wiadomo, ze najwigksze znaczenie dla wiruséw
maja spolaryzowane widkna cytoszkieletu: aktyna oraz
mikrotubule, ale réwniez wykazujace do nich powinowac-
two biatka motoryczne, ktére sa zdolne do przesuwania si¢
wzdtuz spolaryzowanych widkien, uczestniczac tym sa-
mym w transporcie wewnatrzkomérkowym. Aktyna wraz
z miozyna sa wykorzystywane do przemieszczania wiru-
séw na obrzezach komorki i w obrebie jadra. Natomiast
mikrotubule wraz z kompleksem dyneina/dynaktyna oraz
kinezynami reguluja ruch wirionéw migdzy peryferiami
cytoplazmy a centrami organizacji mikrotubul.

Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze wiedza ta ma nie tyl-
ko charakter teoretyczno-poznawczy. Poznanie mechani-
zméw transportu wewnatrzkomoérkowego oraz zasad, na
ktérych si¢ on opiera, moze zosta¢ wykorzystane w terapii
przeciwwirusowej. W dobie narastajacej opornosci patoge-
néw na leki stosowane podczas terapii farmakologicznych,
daje to mozliwos¢ tworzenia nowych preparatéw, ktérych
dziatanie nie polegatoby na hamowaniu enzymoéw wiruso-
wych, lecz na hamowaniu swoistych interakcji pomigdzy
wirusem a komoérka gospodarza. Mozliwe mogtoby si¢ sta¢
zatrzymanie replikacji wirusOw przez zniszczenie lub za-
hamowanie aktywnosci bialka, uczestniczacego w trans-
porcie wirusa do miejsca replikacji lub tez uniemozliwie-
nie mu zakazenia sgsiednich komorek.
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