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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wirusy, mimo stosunkowo prostej budowy, wyksztatcity wiele mechanizmdéw utatwiajacych
im korzystanie ze struktur komérki gospodarza. Aby doszto do zakazenia, wirus musi wprowa-
dzi¢ swéj genom do wnetrza komérki. Najnowsze badania wskazuja, ze oprécz bezposredniej
fuzji otoczki wirusowej z btong komérkowa, to endocytoza jest procesem wnikania najcze-
$ciej wykorzystywanym przez wirusy. Endocytoza to ztozony mechanizm przenikania przez
blony komérkowe, ktéry obejmuje kilka $ciezek: endocytoze zalezna od klatryn, zalezng od
kaweolin, makropinocytoze i fagocytoze. Endosomy sg dla wiruséw wygodnym i szybkim
$rodkiem transportu przez btone komérkows i cytoplazme. Zapewniajg im réwniez ochrone
przed uktadem immunologicznym gospodarza. Wirusy moga korzystaé nie z jednej, ale z wielu
szlakéw endocytarnych, aby efektywniej zakaza¢ komérki. Identyfikacja tych proceséw nie
tylko umozliwi lepsze poznanie mechanizméw zaangazowanych we wnikanie wiruséw do
wnetrza komdérki, ale takze pozwoli na opracowanie nowych metod terapeutycznych. W pra-
cy, w oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe, opisano mechanizmy wnikania wiruséw
réznych rodzin do wnetrza komdrek.
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Summary

Viruses, despite being relatively simple in structure and composition, have evolved a broad
spectrum of mechanisms to exploit the host cell. To initiate effective infection, viruses or viral
genomes have to enter cells. Recently studies have shown that apart from the direct fusion at
the plasma membrane, endocytosis is more often the preferred means of entry into the host
cell. Endocytosis is a complex phenomenon, that includes multiple pathways of membrane
trafficking, such as clathrin-mediated endocytosis, caveolin-mediated endocytosis, macro-
pinocytosis and phagocytosis. Endosomes offer a convenient and often rapid transit system
across the plasma membrane and cytoplasm via the cellular microtubular network. They also
provide protection to the virus from detection by the host’s innate immune defences. What is
important, viruses are able to utilize not just one, but multiple uptake routes. Identification of
these processes and factors will not only allow a better insight into pathogenic mechanism, but
may identify novel targets for future therapeutic development. This review provides insight
on recent developments in the rapidly evolving field of viral entry.
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AcMNYV - bakulowirus Autographa californica (Autographa californica multicapsid nucleopo-
lyherdrovirus), AdV 2, 3, 5 - adenowirus 2, 3, 5 (Adenovirus 2, 3, 5), APMV - mimiwirus petzaka
Acanthamoeba polyphaga (Acanthamoeba Polyphaga Mimivirus), ARF6 — czynnik uczestniczacy
w ADP-rybozylacji biatek, ASFV - wirus afrykanskiego pomoru $win (African Swine Fever Virus),
CAR - receptor coxsackie-adenowirusowy (Coxsackievirus-Adenovirus-Receptor), CCVs - pe-
cherzyki optaszczone klatryna (clathrin-coated vesicles), CME - endocytoza zalezna od klatryn
(clathrin-mediated endocytosis), EBOV - wirus Ebola (Ebola Virus), EEs - endosomy wczesne
(early endosomes), EHV-1 - konski herpeswirus typu 1(Equine Herpesvirus 1), HIV - ludzki wirus
niedoboru odpornosci (Human Immunodeficiency Virus), HSV; HHV-1 - wirus opryszczki pospo-
litej (Herpes Simplex Virus; Human Herpesvirus 1), KSHV; HHV-8 — miesaka Kaposiego (Kaposi’s
Sarcoma Associated Herpesvirus; Human Herpesvirus 8), LEs — endosomy pdzne (late endosomes),
PAK1 - biatkowa kinaza serynowo-treoninowa, PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu, PRRs - recep-
tory rozpoznajace wzorce patogennosci (Pattern Recognition Receptors; Pathogen Recognition
Receptors), RTK - receptor kinazy tyrozynowej, SFV — wirus goraczki lasu Semliki (Semliki Forest
Virus), SV40 — matpi wirus 40 (simian virus 40), VACV — wirus krowianki (Vaccinia Virus), VSV - wirus
pecherzykowatego zapalania jamy ustnej (Vesicular Stomatitis Virus).

WPROWADZENIE

Wirusy to czynniki zakazne niewykazujace cech organi-
zmu zywego, ktérych reprodukcja jest catkowicie uza-
lezniona od zywych komdérek. Zbudowane sg z kwasu
nukleinowego (DNA lub RNA) zamknietego w biatkowym
kapsydzie, ktéry u niektérych wiruséw moze by¢ dodat-
kowo ostoniety otoczky lipidowa lub glikoproteinowa.
Mimo tak prostej budowy interakcje wiruséw z zywymi
komdérkami sa bardzo ztozone, poczawszy od adsorpcji
i penetracji, a skoficzywszy na uwalnianiu nowo powsta-
tych wirionéw z zakazonej komérki. Z powodu tego,
ze genomy wiruséw kodujg jedynie nieliczne enzymy
potrzebne podczas replikacji oraz biatka niezbedne
w czasie zakazenia, wirusy wyksztatcily wiele mechani-
zméw utatwiajacych im korzystanie ze struktur komérki
gospodarza, angazujac tym samym cala jej maszynerie
replikacyjng do wytwarzania wirionéw potomnych.

W pierwszym etapie zakazenia, wirus musi wprowadzi¢
swéj genom do wnetrza komdrki. W tym celu musi poko-
na¢ bariere, ktéra jest blona komérkowa. Wirus moze
wniknaé na dwa sposoby:

« przez fuzje z btong komdrkowa, ktéra wystepuje
w przypadku wiruséw majacych otoczke lipidowa, lub

« przez endocytoze, z ktérej korzystaja zaréwno wirusy
otoczkowe, jak i bezotoczkowe [10,15,30].

Podczas zakazenia bardzo wazng role odgrywa cytosz-
kielet komérki (filamenty aktynowe i mikrotubule),
wykorzystywany na réznych etapach cyklu replikacyj-
nego. Dowiedziono, ze poszczegélne elementy cytoszkie-
letu uczestnicza w wewnatrzkomdérkowym transporcie
wirionéw lub ich czesci sktadowych, zaréwno do miej-
sca replikacji (w cytoplazmie lub jadrze komérkowym),
jak i podczas uwalniania wirionéw potomnych. Podczas
zakazenia wirusowego moze doj$¢ do polimeryzacji lub
fragmentacji widékien cytoszkieletu, mozliwa jest réw-
niez ich reorganizacja lub nawet catkowite zniszczenie
[6,34,35,36,37].

MECHANIZMY WCHLANIANIA WEWNATRZKOMORKOWEGO

Endocytoza jest procesem transportu substancji przez
btone komérkowg do wnetrza komérki. Tg droga do
komérek moga sie dostawa’ nie tylko substancje roz-
puszczone badz zawieszone w $rodowisku zewnatrz-
komérkowym, ale réwniez bakterie, pierwotniaki czy
wirusy. W pierwszym etapie tadunek zostaje pochloniety
przez wytworzone w btonie wglebienie, ktére prze-
ksztalca sie w pecherzyk (endosom). Endosomy wczesne
(early endosomes, EEs) powstaja w poblizu btony komér-
kowej w wyniku potgczenia sie kilku pecherzykéw endo-
cytarnych. Natomiast endosomy pézne (late endosomes,
LEs) powstaja w glebi cytoplazmy i wystepuja gtéwnie
w przestrzeni okotojadrowej. tadunek w endosomach
jest transportowany z udziatem mikrotubul do wyspe-
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cjalizowanych struktur sortujacych (gtéwnie aparatu
Golgiego), skad dostarczany jest do miejsc przeznacze-
nia. Ze wzgledu na réznice w wielkosci pecherzykéw
endocytarnych, mechanizmie ich powstawania oraz
rodzaju pobieranych czastek, mozna wyréznié kilka $cie-
zek endocytarnych:

« endocytoze zalezna od klatryn,

« endocytoze zalezna od kaweolin,

« makropinocytoze oraz

« fagocytoze (ryc. 1) [5,10].

ENDOCYTOZA ZALEZNA OD KLATRYN

Endocytoza zalezna od klatryn (clathrin-mediated
endocytosis, CME; endocytoza zalezna od receptoréw)
jest najbardziej powszechnym szklakiem wchianiania,
a zarazem procesem wysoce selektywnym, wymagaja-
cym wyspecjalizowanych receptoréw znajdujacych sie
na powierzchni btony komérkowej. Odpowiada za wchta-
nianie substancji odzywczych niezbednych komérce,
takich jak: lipoproteiny, transferyny, insulina, czynniki
wzrostu czy hormony biatkowe oraz za regulacje steze-
nia receptoréw blonowych i dystrybucje wielu substan-

cji biologicznie czynnych. Na drodze CMP sa pobierane
réwniez antygeny, toksyny bakteryjne czy wirusy. W tym
typie endocytozy niezbedna jest obecno$¢ klatryny -
biatka optaszczajacego i uczestniczacego w tworzeniu
pecherzykéw (CCVs - clathrin-coated vesicles) [5,26].

Klatryna to biatko o masie czasteczkowej 180 kDa (tan-
cuchy ciezkie), ktére wraz z taticuchami lekkimi (33-35
kDa) optaszcza pecherzyki podczas ksztattowania sie
wpuklenia btony komérkowej. Laricuchy taczac sie two-
rza tzw. triskelion, czyli podjednostke klatryny w ksztat-
cie tréjramiennej swastyki. Triskeliony wigzace sie
z taticuchami lekkimi formuja kosz klatrynowy o heksa-
gonalnych lub pentagonalnych $cianach [26].

Endocytoza klatrynozalezna sktada sie z dwéch etapéw:
etapu btonowego oraz etapu wewnatrzkomdrkowego.
W pierwszym etapie dochodzi do zwigzania liganda
z odpowiednim receptorem na powierzchni komérki. Po
utworzeniu komplekséw receptor-ligand nastepuje ich
przegrupowanie i zageszczenie w odpowiednich miej-
scach na btonie komérkowej, gdzie dochodzi réwniez do
nagromadzenia klatryny od strony cytoplazmy. W tych
miejscach btona komérkowa ulega wpukleniu i powstaje
kosz klatrynowy. Do powstania pecherzyka optaszczo-
nego klatrynami niezbedna jest obecno$¢ transglutami-
nazy wspomagajacej tworzenie agregatéw komplekséw
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Ryc. 1. Drogi endocytarne wykorzystywane przez wirusy w celu wnikniecia do komérki (opracowanie wfasne wg [10,15,19,30])
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ligand-receptor, bialek adapterowych (assembly prote-
ins, AP: AP180, AP1-4, AP2), ktére sa waznymi elemen-
tami plaszcza klatrynowego oraz aktyny, dynaminy
i GTP-azy kontrolujacych wpuklenie btony i uwolnienie
pecherzyka do cytoplazmy [5,26,32].

Na etapie wewnatrzkomdérkowym zachodzi whaciwa
endocytoza. Uwolniony do cytoplazmy pecherzyk ma
$rednice 120 nm. Dochodzi do rozpadu kosza i uwolnie-
nia klatryny oraz biatek adapterowych. Po odrzuceniu
plaszcza klatrynowego pecherzyk staje sie¢ endosomem
wczesnym, za ktérego dalszy transport sa odpowie-
dzialne mikrotubule, wzdtuz ktérych przenoszony jest
do aparatu Golgiego, skad dalej jest przetransportowy-
wany do innych organelli komérkowych.

Endocytoza klatrynozalezna jest wykorzystywana przez
wirus poliedrozy jadrowej owadéw (Autographa cali-
fornica multicapsid nucleopolyhedrovirus, AcMNPV),
adenowirusy (AdV2, AdV5), wirus grypy typu A, wirus
afrykaniskiego pomoru $win (African swine fever virus,
ASFV), wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej
(vesicular stomatitis virus, VSV), wirus goraczki lasu
Semliki (Semliki Forest virus, SFV) [10,14,16,20].

ENDOCYTOZA ZALEZNA OD KAWEOLIN

Endocytoza zalezna od kaweolin (caveolin-mediated
endocytosis) jest mechanizmem, za po$rednictwem
ktérego pobierane sa ligandy (kwas foliowy, biatka,
hormony wzrostu), toksyny bakteryjne, glikosfingoli-
pidy i biatka GPI zakotwiczone w btonie plazmatycznej
i odpowiedzialne za potranslacyjng modyfikacje biatek
[23,24].

Kaweole to wpuklenia blony komérkowej w ksztatcie
kolby o $rednicy 50 nm, wzbogacone w cholesterol, gli-
kosfingolipidy, przeno$niki btonowe oraz czasteczki
sygnalne. Wazna role w ich tworzeniu odgrywa nisko-
czasteczkowe biatko - kaweolina. Tworzy ptaszcz wokét
wpuklenia od strony cytoplazmy, ktéry stabilizuje kawe-
ole oraz determinuje ich wielko$¢ i ksztalt. Bierze takze
udziat w regulacji proceséw sygnalizacji za pomoca
jonéw wapnia Ca? [26].

Endocytoza zalezna od kaweoli ma zwiazek z reor-
ganizacja cytoszkieletu aktynowego oraz dziataniem
GTP-azy zwanej dynaming. Wspétdziatanie szkie-
letu aktynowego oraz dynaminy powoduje powstanie
matych pecherzykéw o $rednicy 50-80 nm, ktére moga
sie taczy¢ z endosomami wczesnymi i formowad lizo-
somy lub ulega¢ fuzji tworzac kaweosomy dalej trans-
portowane za posrednictwem mikrotubul do miejsc
przeznaczenia [21,22].

W wyniku endocytozy kaweolinozaleznej wnikajg wirusy
bezotoczkowe, takie jak matpi wirus 40 (simian virus 40,
SV40), enterowirusy: wirus Coxsackie B (Coxsackie B
virus) i wirus ECHO 1 (ECHO 1 virus) oraz poliomawirusy
[10,15,29,30].

MakRroPINOCYTOZA

Makropinocytoza jest to nieswoisty szklak wchtaniania
wewnatrzkomdrkowego, w ktéry aktywnie zaangazo-
wany jest cytoszkielet aktynowy. Jest to proces, w kté-
rym do komérki wlaczane sg substancje rozpuszczalne
w plynie zewnatrzkomérkowym, najcze$ciej o charak-
terze anionowym lub elektrycznie obojetne. W odréz-
nieniu od pinocytozy, w makropinocytozie pecherzyki
transportujace - makropinosomy sg wieksze i maja $red-
nicg od 100 nm nawet do 1 pm. Sktad btony makropino-
somu jest bardzo podobny do sktadu btony komérkowe;j,
z tym ze jest dodatkowo wzbogacony swoistymi poli-
fosfatydyloinozytolami i markerami tratw lipidowych
[4,26]. Poza aktyng, w formowaniu makropinosomdéw
bierze udziat Rho GTP-aza, kinaza fosfatydyloinozytolu
(PI3K), czynnik uczestniczacy w ADP-rybozylacji biatek
(Arf6), biatkowa kinaza serynowo-treoninowa (PAK1)
i biatka Rab (Rab5, Rab34), ktére aktywuja biatka skta-
dajace filamenty aktynowe oraz wspomagajace tworze-
nie wpuklenia w btonie komérkowej, w miejscu gdzie
doszto do lokalnego zageszczenia czasteczek [10]. Po
uformowaniu makropinosomu jest dalej transportowany
z udzialem mikrotubul do wnetrza komérki.

Za po$rednictwem makropinocytozy do komérek wni-
kaja: wirus krowianki (vaccinia virus, VACV), wirus Ebola
(EBOV), ludzki wirus niedoboru odporno$ci (human
immunodeficiency virus, HIV) oraz adenowirus 3 (ade-
novirus 3, AdV3) [10,15,30].

Facocytoza

Fagocytoza jest procesem wchianiania duzych nieroz-
puszczalnych czastek o $rednicy wiekszej niz 0,5-1,0 um.
U ssakdw, fagocytoza petni gtéwna role w nieswoistej
(wrodzonej) odpowiedzi immunologicznej i zachodzi
gtéwnie w makrofagach, monocytach, komérkach den-
drytycznych oraz neutrofilach w celu eliminacji komé-
rek bakterii, grzybéw czy pierwotniakéw [10].

Fagocytoza jest ztozonym mechanizmem wchlaniania
sktadajacym sie z kilku etapéw. W pierwszym etapie
dochodzi do potgczenia powierzchniowych receptoréw
komérki, zwanych receptorami rozpoznajacymi wzorce
patogennosci (pattern recognition receptors, pathogen
recognition receptors, PRRs) z odpowiednimi ligandami
(czynnikami zakaZznymi, komérkami czy czasteczkami).
Do PRRs naleza m.in. receptor Fc, CR3 (CD11b/CD18),
receptor mannozy czy receptory Toll-podobne, dzieki
ktérym mozliwe jest rozpoznanie struktur bakteryj-
nych (lipopolisacharydy, peptydoglikan lub flagelina)
oraz calych komérek bakterii nieoptaszczonych, jak
i optaszczonych przez np. przeciwciata. Po utworzeniu
kompleksu receptor-ligand dalsze wnikanie zalezy od
cytoszkieletu aktynowego i wymaga aktywnosci biatek
wigzacych aktyne (Arp2/3, dynaminy 2), biatek regulu-
jacych wchtanianie (biatek z rodziny Rho/GTPazy), kinaz
(PI3K, Hck) oraz fosfolipazy C i cholesterolu. Zostaje
uformowany pecherzyk - fagosom, ktéry nastepnie
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taczy sie z lizosomem formujac tym samym fagolizosom,
w ktérym dochodzi do trawienia pobranych czasteczek/
mikroorganizméw [38,39].

Fagocytoza nie jest powszechnie wykorzystywana przez
wirusy. Z danych literaturowych wynika, ze tylko wirus
opryszczki pospolitej (Herpes Simplex Virus; HSV)
i mimiwirus pelzaka Acanathamoeba polyphaga (Acana-
thamoeba polyphaga mimivirus; APMV) wnikaja do
komérek w wyniku fagocytozy [10,11,30].

WIRUSY A ENDOCYTOZA

Analizujgc réznorodne sposoby wnikania wiruséw
do komérek mozna zadaé pytanie, na jakiej podsta-
wie wybierany jest dany rodzaj szlaku endocytarnego?
Jak wynika z danych literaturowych, jednym z kryte-
riéw wyboru drogi wnikania jest wielko$¢ pecherzy-
kéw endocytarnych. W klatryno- lub kaweolinozaleznej
endocytozie wielko$¢ endosoméw jest duzo mniejsza niz
w fagocytozie czy makropinocytozie. Dlatego tez mniej-
sze wirusy (ASFV czy adenowirusy) wybieraja szlaki
zalezne od klatryn czy kaweolin, a duze wirusy, takie jak
mimiwirusy, ktérych $rednica wirionu dochodzi nawet
do 400 nm, wnikaja do komdrek przede wszystkim
w wyniku fagocytozy [11].

Dla wielu wiruséw duze znaczenie podczas wnikania
ma pH. Wirusy otoczkowe (wirus grypy, SFV) wymagaja
niskiego pH w endosomie péznym, aby mogto doj$¢ do
aktywacji glikoprotein wirusowych (pH-zaleznych pro-
teaz), ktére prowadza do zmian konformacyjnych w btonie
endosomu i uwolnienia wirusowego genomu do cytopla-
zmy w poblizu miejsca replikacji. W przypadku wiruséw
bezotoczkowych (pikornawirusy czy poliomawirusy) niskie
pH nie jest wymagane podczas penetracji komérki [15].

Nalezy réwniez zwrécié uwage, ze endosomy sg dla wiru-
séw wygodnym i szybkim $rodkiem transportu przez
btone komdrkowa i cytoplazme. Zapewniajg im réwniez
ochrone przed uktadem immunologicznym gospoda-
rza. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku wiruséw,
ktére replikuja sie w jadrze komdrkowym i musza poko-
na¢ dtuga droge od miejsca swojej replikacji. Co wiecej,
wirusy moga korzystaé nie z jednej, ale z wielu szlakéw
endocytarnych, aby efektywniej zakaza¢ komérki [19].

ADENOVIRIRIDAE

Wirusy nalezace do rodziny Adenoviridae to bezotocz-
kowe ikosaedralne DNA wirusy, ktérych wielko$é wironu
wynosi 80-90 nm. Zakazaja gléwnie uktad oddechowy
i pokarmowy ludzi i ptakéw. Ze wzgledu na sekwencje
nukleotydéw w genomie, ludzkie adenowirusy podzie-
lono na siedem gatunkéw (A-G), w ktérych homologia
gendw miedzy ich przedstawicielami wynosi 50-100%.
W zalezno$ci od gatunku, adenowirusy moga wnikaé do
komérki za po$rednictwem endocytozy zaleznej od kla-
tryn lub makropinocytozy, wykorzystujac przy tym inne
receptory komdrkowe.

Adenowirusy gatunku C (AdV2 i AdV5) wnikaja do komd-
rek za posrednictwem klatrynozaleznej endocytozy.
W procesie tym bardzo wazna role odgrywa receptor CAR
(coxsackie adenowirus receptor), jak réwniez integryny
avp3 i avps (receptory drugorzedowe). W wyniku oddzia-
tywan miedzy integrynami dochodzi do aktywacji kinazy
P13, biatek z rodziny Rho/GTPazy (Cdc42, Rac), biatka
p130® oraz biatka Rabs. Biatka te koordynujg proces for-
mowania sie pecherzyka, jak réwniez doprowadzaja do
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego znajdujacego sie
pod blong komdrkows. Wydajno$é wnikania wirusa do
komdrki zalezy od liczby dostepnych w komdrce recepto-
réw CAR oraz receptoréw drugorzedowych [10,27].

W pierwszym etapie AdV zamkniety zostaje w peche-
rzyku optaszczonym klatryna, ktéry po odrzuceniu
plaszcza klatrynowego staje si¢ endosomem wczesnym.
W endosomie dochodzi do czesciowej dezorganiza-
cji kapsydu pod wptywem dziatania proteazy wiruso-
wej. Kiedy pH wewnatrz pecherzyka spada ponizej 6,0,
wirusy opuszczaja endosomy i sa uwalnianie do cyto-
plazmy. Dalej sg transportowane z udziatem mikrotubul
i kompleksu dyneina/dynaktyna w strone jadra komdr-
kowego, gdzie dochodzi do replikacji wirusa [37].

Zupetnie inny szlak endocytarny wykorzystuja adenowi-
rusy nalezgce do gatunku B, ktérego przedstawicielem
jest AdV3. W przeciwietistwie do adenowiruséw grupy
C, nie korzystaja z receptora CAR, natomiast oddziaty-
wanie z komérkg odbywa sie poprzez receptor CD46.
AdV3 wnika do komérek nabtonka oraz komérek krwio-
twérczych na drodze makropinocytozy. W pierwszym
etapie, w wyniku oddziatywar miedzy wirusem a recep-
torem CD46 dochodzi do aktywacji kinazy P13 oraz biatka
Rabs. W kolejnym etapie biatko kapsydu wirusa wigze sie
z integrynami av stanowigcymi receptory drugorzedowe
[1,33,41]. W procesie formowania makropinosomu sa
niezbedne biatka Rac1 oraz Cdc42, ktére indukujg poli-
meryzacje aktyny [20].

ASFARVIRIDAE

Wirus afrykafiskiego pomoru $§wiri (ASFV) to otocz-
kowy dsDNA wirus, nalezacy do rodziny Asfarviridae. Jest
czynnikiem etiologicznym odpowiedzialnym za wysoce
$miertelna i nieuleczalng chorobe krwotoczng wystepu-
jaca u $wirt domowych i dzikéw, bardzo czesto zwigzang
z powaznymi stratami ekonomicznymi.

Badania dotyczace mechanizméw wchtaniania ASFV
prowadzono na linii komdrkowej Vero (nerka matpy)
i wykazaty, ze wirus wnika do komérek na drodze kla-
trynozaleznej endocytozy. W procesie tym biora udziat
biatka wirusowe p12 i p54, odgrywajace wazng role pod-
czas adsorpcji wirusa do powierzchniowych receptoréw
komérkowych oraz biatko p30, regulujace wnikanie ASFV
[2,13]. Istotne znaczenie ma réwniez obecno$¢ choleste-
rolu w blonie komdrkowej, ktéry jest niezbedny podczas
formowania pecherzyka oplaszczonego klatryna oraz
dynamina - GTP-aza uczestniczaca w jego odrywaniu od
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btony komdrkowej. Nastepnie, po uwolnieniu endosomu
do cytoplazmy, jest transportowany wzdtuz mikrotu-
bul w okolice jadra komdrkowego, gdzie w fabryczkach
wirusowych dochodzi do replikacji ASFV [14].

BacuLoviriDAE

Baculoviridae to rodzina DNA wiruséw chorobotwdr-
czych stawonogéw, gtéwnie owaddw, ktérych replika-
cja odbywa sie w jadrze zakazonej komdérki. Ich wiriony,
o dtugosci 250-300 nm, a $rednicy 30-60 nm, majg syme-
trie ztozona i podtuzny ksztatt. Przedstawicielem baku-
lowiruséw jest wirus poliedrozy jadrowej (AcMNPV)
zdolny do zakazania nie tylko komérek owadéw, ale réw-
niez komérek ssakéw. Wprawdzie nie dochodzi wéwczas
do replikacji wirusa, ale moze doj$¢ do kontrolowanej
przez gospodarza ekspresji obcych gendw, co sprawia,
ze znalazt zastosowanie jako wektor w eksperymentach
zwigzanych z inzynierig genetyczng. ACMNPV powoduje
aktywacje przeciwwirusowej odpowiedzi immunologicz-
nej oraz chroni komérke przed zniszczeniem w wyniku
zakazenia [16].

Mimo ze drogi endocytozy wykorzystywane przez
ACMNPYV byly wielokrotnie badane, gtéwnie na owadzich
linia komdrkowych, istnieje kilka sprzecznych hipotez na
temat molekularnych mechanizméw zaangazowanych
w ten proces. Najprawdopodobniej wirus moze uzy-
wac kilku szlakéw wchtaniania: endocytozy zaleznej od
klatryn [18], markopinocytozy [16] oraz niezaleznej od
kaweolin i klatryn endocytozy [17]. Wykazano, ze nieza-
leznie od wykorzystywanej drogi, w procesie tym wazna
role odgrywa glikoproteina otoczki wirusowej - GP64,
odpowiadajgca za przytaczenie wirusa do powierzchni
komérki. Przy niskim pH GP64 ulega zmianie konforma-
cyjnej, dzieki czemu mozliwe jest wprowadzenie nukle-
okapsydu do wnetrza komérki. Wirusy pozbawione GP24
wykazuja 98% obnizenie skutecznosci uwalniania wirio-
néw potomnych, co sugeruje, ze biatko to jest niezbedne
nie tylko podczas wnikania wirusa, ale réwniez podczas
jego wychodzenia z zakazonej komdrki. Istotna role pod-
czas endocytozy ACMNPV odgrywa réwniez cholesterol
znajdujacy sie w blonie komdrkowej. Wykazano bowiem,
ze zastosowanie metylo-B-cyklodekstyny, ktéry powo-
duje usuniecie cholesterolu, prowadzi do zahamowania
zaleznego od GP24 procesu wnikania wirusa do komérki
[16].

FiLoviripaAe

Filoviridae to rodzina RNA wiruséw, wywotujacych u ludzi
i innych naczelnych goraczki krwotoczne o wyjatkowo
ciezkim przebiegu. Ich najbardziej znanym przedsta-
wicielem jest wirus Ebola (EBOV), ktérego morfologia
wirionu rézni sie znaczaco od innych wiruséw. Wiriony
EBOV majg ksztatt wydluzony i nitkowaty o $redniej dtu-
gosci 800-1000 nm i $rednicy 80 nm. Charakteryzuja sie
pleomorfizmem i moga przybieraé rézne ksztalty od
prostych pateczek i nitek zakoriczonych jedna lub kil-
koma petlami do mocno skreconych form [29].

Podobnie jak w przypadku bakulowiruséw, w literaturze
istnieja sprzeczne hipotezy na temat szlakéw zaangazo-
wanych we wnikanie filowiruséw. Poczatkowo sadzono,
ze w celu wnikniecia do komérki wykorzystuja rézne
drogi endocytarne, w tym endocytoze zalezng od kawe-
olin [7] i zalezng od klatryn [3]. Sprzeczne wyniki byty
najprawdopodobniej spowodowane zastosowaniem
w badaniach zastepczego modelu EBOV (pseudotypo-
wego retrowirusa), ktérego morfologia oraz whasciwosci
biochemiczne réznig sie od szczepdw dzikich. Hipotezy
zweryfikowali Saeeda i wsp., ktdérzy wykazali, ze EBOV
zakaza komérki linii HEK293T (embrionalne komdrki
ludzkiej nerki) i Vero (komdérki nerki matpy) nieza-
leznie od klatryny, kaweoliny i dynaminy, a gtéwnym
mechanizmem wnikania wirusa jest makropinocytoza.
Potwierdzili to stosujac inhibitory biatek regulujacych
makropinocytoze (PAK1 i CtBP/BARS) oraz etyloizopro-
pyloamiloryd (EIPA), ktére wptynely na proces formowa-
nia makropinosomu i spowodowaly znaczne obnizenie
liczby czastek wirusowych wchodzacych do komdérki
[29].

HERPESVIRIDAE

Herpesviridae to duza rodzina otoczkowych DNA-wiru-
séw, wywoltujgcych zakazenia zaréwno u kregowcdéw,
jak 1 u niektérych bezkregowcéw. Ich cecha charakte-
rystyczng jest zdolno$¢ do ustalania stanu zakazenia
latentnego w neuronach zwoju tréjdzielnego oraz lim-
focytach T CD8+.

Podczas zakazenia produktywnego wirusy nalezace do
podrodziny Alphaherpesvirinae, ktérych przedstawicie-
lami sg wirus opryszczki pospolitej (HSV) oraz koriski
herpeswirus typu 1 (EHV-1), wykorzystujg rézne recep-
tory powierzchniowe. W zalezno$ci od typu zakaza-
nych komdrek moga to by¢: receptor HveA (TNFRSF14),
HveB (nektyna-2), HveC (nektyna-1) czy siarczan hepa-
ranu [8]. W procesie tym wazng role odrywaja glikopro-
teiny wirusowe: gC i gB, niezbedne do zainicjowania
adsorpcji wirusa do powierzchni komérki; gD, odpowie-
dzialna za utworzenie stabilnego wigzania z receptorem
powierzchniowym oraz gB i kompleks gH-gL, koordynu-
jace fuzje otoczki wirusowej z btong komdrkowa [40].

HSV, jak i EHV-1, wykazuja tropizm do wielu typéw
komérek, dlatego tez badania szlakéw endocytarnych
wykorzystywanych przez te wirusy byty prowadzone
na réznych modelach komérkowych, w tym na liniach
Vero (nerka matpy), Hep-2 (ludzkie komdérki nabtonka),
CHO-K1 (jajnik chomika), RK13 (nerka krélika) czy ED
(skéra konia) [8,9,40]. W przypadku obu wiruséw stwier-
dzono, ze gtéwnym mechanizmem wnikania jest fuzja
otoczki z btong komérkowg gospodarza. Po wprowadze-
niu do wnetrza komérki, kapsyd jest transportowany
wzdtuz mikrotubul w strone jadra komérkowego, ktére
jest miejscem replikacji wirusa.

W ostatnich latach pojawily sie doniesienia sugerujace,
ze wirusy te moga korzystaé réwniez z innego sposobu
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- endocytozy niezaleznej od klatryn i kaweolin, ktéra
przypomina fagocytoze. W przypadku HSV zakazaja-
cego komdrki linii CHO-K1, po utworzeniu poltaczenia
miedzy glikoproteing D i nektyna-1, dochodzi do fuzji
otoczki wirusa z endosomem, czemu towarzyszy spadek
pH w jego wnetrzu, miejscowa reorganizacja cytoszkie-
letu aktynowego oraz aktywacja biatka RhoA. U EHV-1
mechanizm ten jest analogiczny, réznica polega na
tym, ze adsorpcja wirusa do tego samego typu komé-
rek odbywa sie w wyniku interakcji gB i gC z siarczanem
heparanu, a towarzyszy temu aktywacja Rho-zaleznej
kinazy ROCK1 [8,9,10].

ORTHOMYXOVIRIDAE

Wirus grypy typu A nalezy do rodziny Ortomyxoviridae
i rodzaju Influenzavirus A. Jego genom jest zbudowany
z o$miu segmentdw RNA, kodujacych 11 biatek wirusa.
Cechg charakterystycznag wirusa grypy jest obecnosé
na powierzchni otoczki antygendéw powierzchniowych:
hemaglutynin (HA), warunkujacych zjadliwo$¢ wirusa,
odpowiedzialnych za przyltaczenie wirionéw do recep-
toréw i fuzje otoczki z blong komdérki gospodarza oraz
neuraminidaz (NA), odgrywajacych wazng role w pro-
cesie uwalniania wirionéw potomnych [12]. Podobnie
jak w przypadku EBOV, wiriony grypy moga przybieraé
rézne formy: sferyczne o §rednicy 100 nm oraz podtuzne
o $rednicy 100 nm i dtugosci 20 um. W badaniach doty-
czacych mechanizméw wnikania wirusa grypy wyka-
zano, ze wiriony podituzne wykorzystuja gtéwnie
makropinocytoze, a wiriony sferyczne moga wnika¢ do
komérek zaréwno za posrednictwem makropinocytozy,
jak i endocytozy zaleznej od klatryn [28].

Podczas klatrynozaleznej endocytozy dochodzi do pota-
czenia hemaglutyniny z receptorem kinazy tyrozynowej
(RTKs). W procesie formowania endosomu wczesnego
i przeksztatcania w endosom péZny niezbedna jest
obecno$¢ bialek Rabs i Rab7. Aby wiriony moglty opu-
$ci¢ endosom pézny, w jego wnetrzu pH musi spasé do
5,0. Jest to mozliwe dzieki wirusowemu biatku M2, ktére
odpowiada za formowanie kanatéw jonowych w otoczce
wirusa i jej fuzje z btong endosomu. Genom wirusa
zostaje uwolniony do cytoplazmy i z udziatem impor-
tyny B przetransportowany do jadra komérkowego [10].
W przypadku gdy wiriony wnikajg na drodze makro-
pinocytozy, dochodzi do reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego, aktywacji GTPazy Rab5 oraz kinazy fosfa-
tydyloinozytolu (P13K) [28].

PoLyomavIRIDAE

Matpi wirus 40 (SV40) to bezotoczkowy RNA wirus nale-
zacy do rodziny Polyomaviridae i wywolujgcy zakazenia
zaréwno u matp, jak i ludzi. Wnika do komérek w wyniku
kaweolinozaleznej endocytozy. Po adsorpcji do komérki,
dochodzi do formowania wpuklenia w btonie komérko-

wej i zamkniecia wirusa w kaweoli. Nastepnie, w wyniku
aktywacji kinazy tyrozynowej dochodzi do regulowanej
przez biatko RhoA depolimeryzacji filamentéw aktyno-
wych, kumulacji aktyny wokét kaweoli i aktywacji pro-
cesu endocytozy. Z udziatem mikrotubul i dyneiny, SV40
transportowany jest w kaweosomie bezposrednio do sia-
teczki §rédplazmatycznej. Proces regulowany jest przez
kompleks biatek COPI (odpowiedzialnych za retrogra-
dowy transport z aparatu Golgiego do siateczki $réd-
plazmatycznej) i wymaga obecnos$ci GTPaz Arfl i Sarl.
Po dotarciu do siateczki §rédplazmatycznej, SV40 uwal-
niany jest do cytoplazmy i transportowany do miej-
sca replikacji w jadrze komérkowym [25,31]. Badania
z zastosowaniem inhibitoréw aktyny i kinazy tyrozy-
nowej czy nystatyny, ktéra blokowata kaweolinozalezna
endocytoze, wykazaly zahamowanie wnikania wirusa do
komérek [30].

Endocytoza zalezna od kaweolin jest wykorzystywana
przez wiele wiruséw, w tym wirus ECHO 1, wirus Coxsac-
kie B czy enterowirusy. Jednak w przypadku SV40 proces
ten znacznie rézni sie od tradycyjnego szlaku endosom/
lizosom, z tym Ze wiriony sa przekazywane bezposred-
nio z kaweosomu do siateczki §rédplazmatycznej [10].

PobsumowaNie

Oddziatywania miedzy wirusem a zywa komoérka sa
bardzo ztozone. Mimo bardzo prostej budowy, wirusy
wyksztatcity wiele mechanizméw utatwiajacych im
zaangazowanie catej maszynerii komérki do wytwa-
rzania wirionéw potomnych. Najwazniejszym eta-
pem cyklu replikacyjnego wirusa, bez ktérego nie
mogtoby doj$é do zakazenia, jest adsorpcja wirionu do
powierzchni komérki oraz pokonanie bariery, ktéra jest
btona komérkowa. Proces ten wymaga nie tylko obec-
nos$ci na powierzchni komérki swoistych receptoréw
rozpoznawanych przez biatka wirusowe, ale réwniez
wykorzystania przez wirusa mechanizméw endocytozy,
dzieki ktérym komdrka pobiera substancje ze $rodo-
wiska zewnetrznego. Z przeprowadzonych dotychczas
badan wynika, ze aby efektywniej zakaza¢ komdrki,
wirusy moga wykorzystywac nie jeden, ale kilka szlakéw
endocytarnych jednocze$nie. Transport w endosomach
jest dla nich wygodnym, bezpiecznym i szybkim sposo-
bem dostania sie do miejsca replikacji. Doktadne pozna-
nie molekularnych mechanizméw wykorzystywanych
przez wirusy podczas wnikania do komérek moze zna-
leZ¢ zastosowanie podczas opracowywania nowych tera-
pii przeciwwirusowych, w ktérych mechanizm dziatania
lekéw i chemioterapeutykéw nie bedzie opieral sie na
hamowaniu wirusowych enzyméw, lecz na blokowaniu
swoistych interakcji miedzy wirusem a gospodarzem.
Zahamowanie cyklu replikacyjnego poprzez stosowanie
inhibitoréw lub aktywatoréw biatek uczestniczacych
W jego pierwszym etapie uniemozliwi wirusom wnika-
nie do komérek, a tym samych zakazanie.
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