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Viral manipulations of cells cytoskeleton

Abstract: Viral particles are generally too large to diffuse freely within the crowded environment of the cytoplasm. Viruses depend on
mammalian cell transport systems and deliver their genome into host cells, where they subsequently replicate and multiply. They can
reorganize the cytoskeleton and restructure the cell transport machinery. Viruses use different cellular motor proteins to move along
microtubules toward the cell interior during the entry process; some reverse this transport during egress to move assembling virus
particles toward the plasma membrane. The actin cytoskeleton of the host cell does not escape viral infection unscathed, but is often
co-opted by the virus at many different stages of its life cycle to facilitate the infection process. Indeed the tactics used by any given virus
to achieve its infectious life cycle are certain to involve multiple interactions with cytoskeleton. This review summarizes viral intracellular
pathways and manipulations of the cell cytoskleleton.

1. Introduction to cytoskeleton biology. 2. The role of the cytoskeleton during viral infection. 3. Interactions between viruses and actin
filaments. 4. Viral effect on cytoskeleton microtubules. 5. Summary
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1. Wprowadzenie do budowy cytoszkieletu
komorkowego

Wirusy jako bezwzgledne pasozyty komérkowe, nie
wykazujace cech organizmu zywego poza komorka
gospodarza, wyksztalcily wiele mechanizméw utatwia-
jacych im korzystanie ze struktur komérki gospodarza,
miedzy innymi cytoszkieletu komorkowego.

Cytoszkielet jest siecig trudno rozpuszczalnych bia-
tek, stanowiacg zasadniczg cz¢$¢ cytozolu. Jako struktura
niezwykle dynamiczna, ulegajaca ciaglej przebudowie
z monomeréw w filamenty i odwrotnie, cytoszkielet
bierze udziat w ruchu komorki, w transporcie wewnatrz-
komérkowym, a takze przemieszczaniu sie organelli.
Pelni funkcje ochronng przed urazami mechanicznymi
oraz stanowi rusztowanie dla organelli komérkowych
i odpowiada za sprezysto$¢ cytoplazmy [1, 47]. Umoz-
liwia takze jej rozdzial, a co za tym idzie odpowiada za
uporzadkowane rozmieszczenie enzymoéw wewnatrz-
komérkowych i utrzymanie réznic w lokalnych steze-
niach ATP i ADP. Struktura ta wazna jest takze pod-
czas podzialéw komoérkowych — w trakcie wedrowki
chromosoméw do bieguna wrzeciona kariokinetycz-
nego [1, 47, 58, 62, 68].

Cytoszkielet zbudowany jest z trzech gléwnych ele-
mentéw, do ktorych nalezg mikrotubule (MT), mikro-
filamenty (filamenty aktynowe, MF) oraz filamenty
posrednie (IF) [1].

Mikrofilamenty wystepuja w niemal wszystkich
komoérkach eukariotycznych. Zbudowane sg z aktyny,
ktora tworzy gesta sie¢ zlokalizowana tuz pod blong
komérkowsa, w tak zwanej warstwie korowej cytoplazmy.
W komorce aktyna wystepuje w dwoch postaciach
- fibrylarnej F (filamenty) oraz globularnej G. Poje-
dyncza czasteczka aktyny jest polipeptydem o masie
czasteczkowej 43 kDa. Ma ona sferyczny, globularny
ksztalt, stad tez monomery aktyny nazywane sg inaczej
G-aktyng. Liniowe przytaczanie monomeréw (polime-
ryzacja) prowadzi do powstania dlugich filamentéw
aktynowych okreslanych mianem F-aktyny. W komor-
kach zwierzecych obie formy pozostaja miedzy soba
w réwnowadze, co oznacza, ze 50% aktyny wystepuje
w formie monomerdw, za$ pozostale 50% stanowia
filamenty. Przechodzenie aktyny z formy G do formy F
i odwrotnie zalezy od sily jonowej, stezenia ADP i ATP
oraz pH roztworu [1].

Pojedynczy filament aktyny ma srednice okofo 7 nm
i podobnie jak mikrotubule, jest struktura spolaryzowana.
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Przy koncu o tadunku dodatnim dochodzi do przyla-
czania monomeréw aktyny, podczas gdy na koncu
ujemnym nastepuje proces ich odlaczania. W procesie
tworzenia filamentow aktynowych niezbedne jest utwo-
rzenie tzw. miejsca nukleacji F-aktyny. Jest to kompleks
zlozony z trzech monomeréw G-aktyny, do ktérego
przylaczone jest biatko profilina. Jej odlaczenie zapo-
czatkowuje proces polimeryzacji i tym samym pozwala
na powstanie dtugich filamenéw aktyny, ktérych dhu-
go$¢ moze dochodzi¢ do kilkudziesigciu pum [1].

F-aktyna ma zdolno$¢ do tworzenia ztozonych wia-
zek filamentéw tzw. fibryl naprezeniowych (stress
fibers). Wigzki te ulozone sa wzdluz linii naprezen
cytoplazmy i zakotwiczone dodatnimi koncami w blo-
nie komdrkowej [1].

Struktura, a tym samym funkcja filamentéw aktyno-
wych moze by¢ zaktécona przez inhibitory aktyny, do
ktorych zaliczane sg toksyny wytwarzane przez grzyby
i bakterie. Wérdd nich sg takie, ktére hamujg polime-
ryzacje aktyny (cytochalazyny) oraz takie, ktére stabili-
zuja filamenty aktyny zapobiegajac ich depolimeryzacji
(falloidyna, latrunkulina) [8, 66].

Kolejnym elementem cytoszkieletu niezbednym do
prawidlowego funkcjonowania komoérki sg miktotubule.
Decyduja one o utrzymaniu ksztaltu komorki, biorg
udzial w ruchu rozmaitych struktur w jej obrebie, od-
powiadajac za transport wewnatrzkomoérkowy i roz-
mieszczenie organelli. Odgrywaja takze istotng role
podczas podziatu komorki, budujac wrzeciono kario-
kinetyczne. Ponadto tworza szkielet struktur takich jak
wici i rzeski [1, 75].
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Mikrotubule zbudowane sg z czasteczek globular-
nego biatka tubuliny, wystepujacego w dwoch formach,
alfa- i beta-tubuliny, ktore tworza dimery w ksztalcie
hantli o dtugosci 8 nm [1]. Czasteczki tubuliny polime-
ryzuja w obecnosci GTP (niezbedne do odksztalcenia
czasteczek tubuliny) i jonéw magnezowych tworzac pro-
tofilamenty, bedace podstawowa jednostka budulcowy
mikrotubul [1]. Na ogét 13 protofilamentéw faczy sie
wzdluz osi dlugiej tworzac $ciane mikrotubuli, ktéra
jest rurka o $rednicy 18-25 nm, grubosci $ciany 5 nm
i pustym $rodku o $rednicy 20 nm [1, 47].

Tubulina wolna i tworzaca mikrotubule pozostaja
w komorce w stanie dynamicznej réwnowagi. Co prawda
procesy wydluzania i skracania mikrotubul zachodzg
na obu ich koncach, lecz z r6zna intensywnoscia, dlatego
mowimy, ze s3 to struktury polarne. Koniec mikro-
tubuli, na ktérym dochodzi do jej wydluzania okreslany
jest jako dodatni, a przeciwny jako ujemny. Mikro-
tubule zakotwiczone sg koficem ujemnym w okolicy
jadra komoérkowego w centrum organizacji mikrotubul
(MTOC - Microtubule Organizing Centre). Umozliwia
to ukierunkowany transport w strone jadra komérko-
wego (retrograde transport) oraz w kierunku przeciw-
nym (anterograde transport) [1].

Mikrotubulom towarzyszg bialka okreslane jako
MAPs (Microtubule-associated proteins), ktére moga
kontrolowa¢ polimeryzacje mikrotubul, oraz decydowa¢
o ich stabilnos$ci [1]. Naleza do nich kinezyny odpo-
wiedzialne za transport w kierunku btony komérkowej,
dyneiny i dynaktyny, biorgce udzial w transporcie w kie-
runku jadra komérkowego, oraz biatko tau powodujace

Wykaz skrotéw uzywanych w pracy:

AcMNPV (Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) — bakulowirus Autographa californica,

CPV (canine parvovirus) — psi parwowirus,

EHV-1 (equine herpesvirus type 1) — konski herpeswirus typu 1; wirus zakaznego ronienia klaczy,

FV3 (frog virus 3) - iridowirus zab typu 3,
HBYV (hepatitis B virus) — wirus zapalenia watroby typu B,

HHV-1; HSV-1 (human herpesvirus type 1; herpes simplex virus 1) - ludzki herpeswirus typu 1; wirus opryszczki typu 1,
HHV-2; HSV-2 (human herpesvirus type 2; herpes simplex virus 2) - ludzki herpeswirus typu 2; wirus opryszczki typu 2,
HHYV-3; VZV (human herpesvirus type 3; varicella-zoster virus) — ludzki herpeswirus typu 2; wirus ospy wietrznej/potpasca,
HHV-4; EBV (human herpesvirus type 4; Epstein-Barr virus) — ludzki herpeswirus typu 4; wirus Epsteina-Barr,

HHV-5; CMV (human herpesvirus type 5; cytomegalovirus) — ludzki herpeswirus typu 5; wirus cytomegalii,

HHV-8; KSHV (human herpesvirus type 8; Kaposi sarcoma herpesvirus) — ludzki herpeswirus typu 8; wirus migsaka Kaposiego,
HIV (human immuodeficiency virus) - ludzki wirus niedoboru odpornosci,

HPIV-3 (human parainfluenza virus type 3) - ludzki wirus paragrypy typu 3,

HTLV (human T-cell leukaemia virus) - ludzki wirus biataczki T-komorkowej,

IF (intermediate filaments) — wlékna posrednie,

MAPs (microtubule-associated proteins) - biatka zwigzane z mikrotubulami,

MF (microfilaments) — mikrofilamenty,

MT (microtubules) — mikrotubule,

MTOC (microtubule organizing centre) - centrum organizacji mikrotubul,

MYV (measles virus) — wirus odry,

NDV (Newcastle disease virus) — wirus choroby Newcastle,

VACV (vaccinia virus) — wirus krowianki,

SuHV-1; PRV (suid herpesvirus type 1; pseudorabies virus) — $winski herpeswirus typu 1; wirus wscieklizny rzekomej,
SV (Sendai virus) — wirus Sendai.
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helikalne skrecenie protofilamentéw w mikrotubulach
[2, 15, 35, 38].

Podobnie, jak w przypadku filamentéw aktynowych,
struktura mikrotubul moze zosta¢ zaburzona przez nie-
ktére alkaloidy roslinne np.: kolchicyne, winblastyne,
winkrystyne, czy nokodazol. Wigzg si¢ one z wolng
tubuling, co sprawia, ze proces rozpadu mikrotubul
dominuje nad ich wydluzaniem. Przeciwne dziatanie
wykazuje taksol, ktory stabilizuje mikrotubule [1, 35].

2. Rola cytoszkieletu w zakazeniach wirusowych

Badanie uszkodzen cytoszkieletu w kontekscie zaka-
zenia wirusowego jest stosunkowo nowym kierunkiem
badawczym, stad skapa ilo$¢ danych literaturowych na
ten temat. Dowiedziono jednak, ze odgrywa on szcze-
g0Ing role podczas zakazenia biorac np. udzial w wewnatrz-
komoérkowym transporcie wirionéw lub ich czesci
sktadowych. Ponadto, pod wplywem zakazenia wiruso-
wego moze dochodzi¢ do polimeryzacji, badz odwrot-
nie, fragmentacji widkien aktynowych. Mozliwa jest
réwniez ich rearanzacja, uszkodzenie a nawet calko-
wite zniszczenie [13]. Cytoszkielet odgrywa wazna role
podczas zakazenia wirusowego. Wiadomo, Ze jest on
wykorzystywany przez wirusy na réznych etapach cyklu
replikacyjnego, miedzy innymi do transportu wirio-
néw potomnych lub ich czesci skladowych. W wielu
przypadkach w procesie tym uczestnicza mikrotubule,
przy czym czastki wirusowe moga by¢ transportowane
wzdluz mikrotubul zaréwno z obrzezy komorki do jadra
komarkowego, po polaczeniu z dyneing lub dynaktyna,
jak i w kierunku przeciwnym, prawdopodobnie z wyko-
rzystaniem kinezyny-1 [28, 36, 46, 63, 85]. Stwierdza
sie, ze w komorkach zakazonych niektérymi wirusami
mikrotubule wykazuja wieksza stabilno$¢, niz w komor-
kach niezakazonych, a procesy ich wydtuzania domi-
nuja nad procesami skracania [86]. Ponadto wiadomo,
ze wirusy moga powodowac zaréwno polimeryzacje lub
fragmentacje widkien aktynowych, jak rowniez rearan-
zacje, uszkodzenie lub calkowite zniszczenie cytoszkie-
letu aktynowego [3]. W ciagu ostatnich kilku lat wzro-
sto zainteresowanie tym zagadnieniem i powstato wiele
prac, ktorych celem bylo zbadanie roli cytoszkieletu
w kontekscie zakazenia wirusowego.

3. Oddzialywanie wiruséw
na mikrofilamenty aktynowe

Najwiecej informacji o interakcji miedzy wirusem
a cytoszkieletem aktynowym dostarczyly badania nad
wirusem krowianki (VACV; vaccinia virus), nalezacym
do rodziny Poxviridae. Pierwsze doniesienia o oddzia-
tywaniu wirusa krowianki z cytoszkielem pochodza

z 1976 roku. Wykazano wéwczas obecnos¢ w zakazo-
nej komoérce mikrokosmkoéw, znacznie wigkszych niz
te normalnie wystepujace w komorce, ktére mialy na
swoich zakonczeniach czasteczki wirusa [67]. Dalsze
badania potwierdzily, ze mikrokosmki te zawieraly
aktyne, jak réwniez biatka uczestniczace w jej wigza-
niu - aktynine, filamine i fimbryne [33, 34]. Natomiast
zahamowanie procesu sktadania wirionéw zapobieglo
tworzeniu mikrokosmkdéw co dowodzi, ze powstawanie
tych struktur jest indukowane przez wirusa [40].

W wyniku zakazenia wirusem krowianki docho-
dzi do zmian w organizacji cytoszkieletu aktynowego,
ktéry wykorzystywany jest zaréwno do transportu
wewnatrz- jak i zewngtrzkomorkowego. Wirus powo-
duje zniszczenie aktynowych widkien naprezeniowych,
jak réwniez indukuje tworzenie ogonéw aktyny (actin
tails) w cytoplazmie zakazonej komorki. Powstawanie
ogondéw wynika ze zdolnosci do inicjowania polimery-
zacji aktyny tuz za wirionem. Struktury te umozliwiaja
poruszanie sie wirusa wewnatrz cytoplazmy z pred-
koscig 2,8 um/min oraz ulatwiaja przedostawanie si¢
do sgsiednich komorek [11, 12].

Do wiruséw powodujacych uszkodzenie cytoszkie-
letu aktynowego naleza takze wirusy z rodziny Herpes-
viridae [25, 76]. Przyktadem jest wirus zakaznego ronie-
nia klaczy (EHV-1; equine herpesvirus type 1), ktdry jest
waznym czynnikiem zakaznym powodujacym zakaze-
nia gornych drég oddechowych, poronienia u klaczy
oraz zaburzenia neurologiczne. Dotychczas prowadzone
badania dotyczyly okreslenia wplywu wirusa na cyto-
szkielet komorek linii Vero (nerki malpy) i komorek linii
ED (skory konia). Zmiany w cytoszkielecie aktynowym
znacznie rdznig sie w zaleznosci od linii komorkowej.
W przypadku komérek linii ED EHV-1 wywoluje depo-
limeryzacje widkien aktynowych, za§ w komoérkach
linii Vero wirus powoduje ich wzmozong kondensacje.
Odmienne wyniki mogg by¢ spowodowane faktem,
ze linia komoérkowa ED to komoérki wywodzace sie od
naturalnego gospodarza, za§ hodowla Vero jest hetero-
logiczna linig komdrkowsa [71]. Zastosowanie inhibitora
cytoszkieletu - latrunkuliny, doprowadzilo do zaha-
mowania replikacji wirusa, co moze sugerowac, ze cyto-
szkielet aktynowy jest niezbedny dla prawidlowego
namnazania EHV-1 [71, 72, 83].

Cytoszkielet odgrywa znaczaca role réwniez dla
wirusa wécieklizny rzekomej (SuHV-1; PRV), szczegdl-
nie w procesie wnikania do wnetrza komorek [25, 77].
W linii komoérkowej nerki $wini wykryto, ze wirus
powoduje tymczasowy zanik aktynowych widkien na-
prezeniowych. Proces zaniku rozpoczyna sie w 4 godzi-
nie po zakazeniu, za$ aktyna kumulowana jest pod
blong komoérkowa. W 10 godzinie nastepuje odbudowa
struktury wiokien aktynowych, za co odpowiedzial-
ne s3 biatka wirusowe [79]. W przypadku innej linii
komérkowej — szczurzych neurondéw, zaobserwowano
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tworzenie diugich filamendw aktyny wewnatrz jadra, na
zakonczeniach ktérych znajdowaly sie nukleokapsydy.
Dodatkowo stwierdzono kolokalizacje bialka kapsydu
wirusa VP26 z biatkiem motorycznym aktyny - mio-
zyng V. Dowodzi to, ze obecnos¢ filamentéw aktyno-
wych w jadrze jest niezbedna do uformowania nukleo-
kapsydow, za$ mikrofilamenty wykorzystywane sa do
ich transportu [26]. W przypadku zakazenia SuHV-1
zaobserwowano réwniez tworzenie si¢ dtugich wtokien
komoérkowych, rozciggajacych si¢ na sgsiednie komorki,
ktérych powstanie indukuje wirusowe biatko US3.
Wtdkna te umozliwiajg rozprzestrzenianie sie wirusa
miedzy komoérkami [24, 25].

Odmienny wplyw na cytoszkielet ma ludzki herpes-
wirus typu 5 (HHV-5; CMV). Badania prowadzone na
hodowli fibroblastow wykazaly, ze zakazenie HHV-5
doprowadzito do skrdcenia i zniszczenia filamentéw
aktynowych. Dodatkowo oznaczenia poziomu ekspresji
za pomocg techniki RT-PCR wykazaly zmniejszenie ilo$ci
mRNA kodujgcego aktyne w fibroblastach zakazonych
wirusem, w poréwnaniu z hodowlg niezakazong [43].

Rearanzacje cytoszkieletu powoduja réwniez ludzkie
y-herpeswirusy, takie jak herpeswirus typu 4 (HHV-4;
EBV) oraz herpeswirus typu 8 (HHV-8, KSHV) [31,
61]. Pierwszy z nich ustala stan zakazenia latentnego
w limfocytach B. W hodowli in vitro limfocyty B szybko
ging bez podzialéw, natomiast dodanie do ich hodowli
HHV-4 powoduje transformacj¢ w komorki blastyczne,
zdolne do dzielenia si¢ w nieskonczonos¢. Dokladny
jej mechanizm nie zostal dotad poznany, wiadomo
jednak, ze szczepy HHV-4 zdolne do transformacji,
maja réwniez zdolno$¢ do szybkiej konwersji G-aktyny
w F-aktyne. Polimeryzacja aktyny jest mozliwa dzigki
wirusowemu biatku p55, ktére wigze sie z G-aktyng
i indukuje tworzenie filmentéw aktynowych. Dodanie
do hodowli inhibitora aktyny - cytochalazyny powoduje
zahamowanie indukowanej przez ludzkiego herpes-
wirusa typu 4 proliferacji limfocytow B [49, 51].

Kolejng rodzing wiruséw wykorzystujacg cytoszkie-
let aktynowy sa patogeny owadéw z rodziny Baculo-
viridae. W wyniku zakazenia AcMNPV (Autographa
californica multicapsid nucleopolyhedrovirus) owadziej
hodowli komoérkowej Spodoptera frugiperda dochodzi
do reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [14, 70]. Pod-
czas replikacji wirus wykorzystuje biatka komérkowe
gospodarza: w pierwszych etapach zakazenia w komoérce
powstaja dlugie, cienkie wiokna aktynowe, faczace blong
komoérkows z jadrem. Znajdujaca sie w cytoplazmie
G-aktyna zaczyna polimeryzowaé zaraz po uwolnie-
niu do cytoplazmy nukleokapsydéw. Powstale wtdkna
F-aktyny najprawdopodobniej ulatwiaja penetracje
nukleokapsydéw do wnetrza jadra komorki. Proces for-
mowania wldkien rozpoczyna si¢ po 30 minutach od
momentu zakazenia i jest niezalezny od syntezy biatek
wirusowych [10]. Po 6 godzinach od zakazenia komoérka
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zaczyna sie zaokragla¢ i nastepuje synteza wirusowego
DNA [10, 57]. Réwnocze$nie w komdrce pojawiajg sie
wewnetrzne agregaty F-aktyny. Sa to nietrwale struk-
tury, wystepujace u 10-20% zakazonych komorek [9].
W koncowym etapie dochodzi do gromadzenia sig¢
G-aktyny w jadrze. Proces ten indukowany jest przez
wczesne geny wirusowe (IE-1, PE38, HE65, Ac004,
Ac102, Acl52) [30, 57]. W bezposrednim wigzaniu
aktyny biora udzial dwa wirusowe biatka - p39 i p78/83
[42]. Ponadto, p78/83 zawiera regiony homologiczne
do biatek z rodziny WASP, majace zdolnos¢ do wigza-
nia sie¢ z monomerami aktyny oraz bialkowy kompleks
ARP2/3, indukujacy proces jej polimeryzacji w jadrze
zakazonej komorki. Prowadzi do to powstania nuklear-
nych wiokien F-aktyny, ktore sa niezbedne w skfadaniu
i morfogenezie nukleokapsydéw [30, 56, 80]. Oznacza
to, Ze polimeryzacja aktyny zalezna jest od nagroma-
dzenia si¢ w jadrze trzech elementéw: G-aktyny, biatka
p78-98 oraz bialkowego kompleksu 2/3 (ARP2/3).
Do tej pory nie poznano mechanizmu wyjasniajacego
w jaki sposob biatka te sg transportowane do wnetrza
jadra w czasie zakazenia bakulowirusem. W badaniach
z zastosowaniem inhibitora aktyny - cytochalazyny D,
ktora hamowata formowanie si¢ wiokien aktynowych
w jadrze potwierdzono, ze wirus ten wykorzystuje cyto-
szkielet komorki w trakcie swojej replikacji. Zastoso-
wanie cytochalazyny D spowodowalo zahamowanie
produkeji czastek zakaznych wirusa [80, 81].
Odmienne zmiany w cytoszkielecie wywoluje nale-
zacy do rodziny Iridoviridae zabi wirus 3 (FV3; frog
virus 3). W poczatkowej fazie zakazenia FV3 cytoszkie-
let aktynowy zostaje zniszczony, wtokna naprezeniowe
zanikajg, pozostaja jedynie cienkie filamenty aktyny [53,
54]. W pdzniejszych stadiach zakazenia, w komorce
pojawiaja sie struktury (pecherzyki, mikrokosmki)
zawierajace aktyne pochodzaca ze zniszczonych widkien
naprezeniowych. Powstaja one de novo na powierzchni
komorki w odpowiedzi na dojrzewanie wirusa i wyko-
rzystywane sg do uwalniania wirionéw potomnych [54].
Potwierdzity to badaniach z zastosowaniem inhibitora
polimeryzacji aktyny - cytochalazyny D, w ktérych
stwierdzono nagromadzenie si¢ dojrzatych wirionow
tuz pod powierzchnig btony komoérkowej [53, 54].
Kolejnymi wirusami, ktére wykorzystuja biatka cyto-
szkieletu w trakcie swojej replikacji s3 wirusy paramykso-
wirusy: odry (MV; measles virus) i Sendai (SV; Sendai
virus). Podczas zakazenia dochodzi do polimeryzacji
aktyny, ktéra nastepnie jest wykorzystywana w proce-
sie transportu bialek otoczki na powierzchnie komorki,
w komunikacji pomig¢dzy bialkami otoczki a nukleo-
kapsydem, jak réwniez bierze udzial w uwalnianiu
wirionéw z komérki [23, 65, 74]. Ciekawy w przy-
padku Paramyxoviridae jest fakt, ze elementy aktynowe
pochodzace z komorki znajdujg sie rowniez wewnatrz
uwolnionych wirionéw [73, 84]. Badania biochemiczne
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Rys. 1. A — widkna F-aktynowe w kontrolnej niezakazonej linii

Vero (kolor czerwony). B — komorki linii Vero zakazone izolatem

klinicznym HHV-1 w 24 godziny po zakazeniu. Widoczne silne

zmiany morfologiczne komorek, ktére traca kontakt z sgsiednimi

komoérkami, za wyjatkiem cienkich tworéw aktynowych (kolor

czerwony) z obecnymi antygenami HHV-1 (kolor zielony)
[Zdjecie: Magdalena Solarska].

wirusa Sendai i wirusa choroby Newcastle (NDV; New-
castle disease virus;) wykazaly, ze aktyna specyficznie
zwigzana jest z bialkiem M [29]. Sugeruje to udzial
wldkien aktyny w transporcie nukleokapsydow z cyto-
plazmy na powierzchni¢ komorki, gdzie dochodzi do
uwalniania dojrzalych wirionéw oraz zwigzania aktyny
znukleokapsydami SV i MV in vitro [7, 52, 64, 65]. Depo-
limeryzacja aktyny w wyniku zastosowania cytochala-
zyny B doprowadzila do zahamowania procesu uwalnia-
nia nowych wirionéw, a tym samym do nagromadzenia
nukleokapsyddw wewnatrz zakazonej komorki. Oznacza
to, Ze nienaruszone elementy cytoszkieletu sa niezbedne
do prawidlowego namnazania wirusa [64].
Dodatkowo aktyna moze wplywa¢ na transkrypcje
genomow niektérych paramyksowiruséw, w tym ludz-
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Rys. 2. A - kontrolna niezakazona hodowla pierwotna neuronéw

mysich z gesta siecig mikrotubul (kolor czerwony) i jadrami komor-

kowymi (kolor niebieski). B - hodowla neuronéw mysich zakazona

szczepem Jan-E EHV-1w 48 godzin po zakazeniu. Widoczna reorga-

nizacja sieci mikrotubul i ich kondensacja w miejscach nagromadze-

nia sie antygenu wirusowego, najczesciej wokot jadra komérkowego.
[Zdjecie: Anna Stonska].

kiego wirusa paragrypy typu 3 (HPIV-3; Human Para-
influenza Virus Type 3). Obie formy aktyny wiaza si¢
z rybonukleoproteinowym (ribonucleoprotein; RNP)
kompleksem wirusa i wplywaja na synteze mRNA.
Obecnos¢ cytochalazyny powoduje zahamowanie syn-
tezy wirusowego RNA, nagromadzenie rybonukleopro-
tein oraz ograniczenie transkrypcji wirusa [32].

4. Relacje pomiedzy zakazeniem wirusowym
a strukturg i funkcjonowaniem mikrotubul

Z badan nad interakcjami pomiedzy wirusami, a cyto-
szkieletem wynika, ze cykle replikacyjne wiekszo$ci
wiruséw przebiegaja prawidlowo tylko w przypadku,
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gdy nienaruszona jest struktura mikrotubul. Dowodzi
to, iz odgrywaja one znaczacg role w przebiegu zaka-
zen wywolywanych przez przedstawicieli wielu réznych
rodzin, wérdd ktoérych jako pierwsza mozna wymieni¢
rodzine Herpesviridae.

W przypadku konskiego herpeswirusa typu 1 (EHV-1)
zaobserwowano, ze w hodowli komérek ED, powodo-
wal on kondensacje mikrotubul w miejscach nagroma-
dzenia antygenu wirusowego. Efektu tego nie stwier-
dzono w zakazonych komoérkach linii Vero, natomiast
trudno byto w nich ustali¢ lokalizacje MTOC, co moze
sugerowad, ze jego struktura w przebiegu zakazenia
ulegla rearanzacji lub zniszczeniu [72]. Wiadomo, ze
do uszkodzenia MTOC moze dochodzi¢ takze w przy-
padku zakazenia innymi herpeswirusami m.in. HHV-1
oraz HHV-5. Niekiedy sytuacja bywa jednak odwrotna
i wirus stymuluje powstanie wielu MTOC, czego przy-
ktadem moze by¢ HBV (hepatitis B virus) [27].

Ponadto po zablokowaniu funkcji mikrotubul poprzez
zastosowanie nokodazolu zaobserwowano gromadze-
nie sie antygenu wirusowego w okolicy jader komarko-
wych. Moze to $§wiadczy¢ o tym, Ze zaréwno transport
w kierunku jadra komorkowego jak i replikacja wirusa
nie zostaly zahamowane, jednak transport wirionéw

w kierunku blony cytoplazmatycznej zostal znacznie
ograniczony. Ponadto w badaniach ilociowych technika
RT-PCR stwierdzono, ze po zastosowaniu nokodazolu
ilo$¢ wirusa w komorkach spadta [72].

Istnieje réwniez wiele danych $wiadczacych o
kluczowej roli mikrotubul w transporcie wewnatrz-
komérkowym ludzkiego herpeswirusa typu 1 [60]. Po
wniknieciu do komorki, wiriony transportowane sg
w kierunku jadra komdrkowego wzdluz mikrotubul
przy udziale kompleksu bialek transportowych w sklad
ktérego wchodza dyneina i dynaktyna. Dotyczy to
zaré6wno komorek nabtonkowych jak i nerwowych [20].
W badaniach potwierdzono, ze do przemieszczania
wirionéw w kierunku jadra komdrkowego konieczna
jest nienaruszona struktura mikrotubul. Zaobserwo-
wano, ze po zastosowaniu nokodazolu efektywnos$é
replikacji byla zredukowana o ok. 90% [45]. Ponadto
w badaniach z wykorzystaniem mikroskopii fluores-
cencyjnej stwierdzono kolokalizacje¢ kapsydéow wiru-
sowych z cytoplazmatyczng dyneina i dynaktyna.
Obecnie wiadomo, ze z lekkimi fancuchami dyneiny
faczy sie biatko kapsydu VP26 [18]. Wykazano jednak,
ze nawet w przypadku jego braku transport wirionéw
nie jest zaburzony, co sugeruje wystepowanie innych
receptoréw dla dyneiny i dynaktyny [21]. Natomiast
zablokowanie funkcji dyneiny powoduje zmniejszenie
ilosci kapsydow wirusowych transportowanych do jadra
komoérkowego. Zahamowana zostaje takze synteza bia-
tek wirusowych [19]. Nie ma to jednak wplywu na przy-
taczanie wirusa do blony cytoplazmatycznej, ani jego
wnikanie do komérki. W przypadku HHV-1 réwniez
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proces uwalniania wirionéw potomnych z komorki nie
jest uzalezniony od struktury mikrotul [4].

Podobna sytuacja wystepuje w przypadku ludzkiego
herpeswirusa typu 3 (HHV-3; VZV), ktéry powoduje
zmiang architektury mikrotubul, natomiast po zastosowa-
niu inhibitora wydajno$¢ replikacji ulega obnizeniu. Przy-
puszcza sie réwniez, ze mikrotubule odgrywaja znaczaca
role w wewnatrzkomorkowym transporcie wirionow [41].

Wriaz jednak niewiele wiadomo na temat mecha-
nizmow transportu neurotropowych a-herpeswiruséw
w komoérkach nerwowych z ciata komérki, gdzie ustalaja
stan latencji, do zakonczen aksonéw w trakcie reakty-
wacji. W przypadku HHV-1 zaobserwowano kolokaliza-
¢cje nukleokapsydow z bialkiem motorycznym kinezyna
[22]. Ustalono, ze wigze si¢ ona z biatkiem tegumentu
wirusa - US11. U innych neurotropowych herpeswiru-
s6w nie wystepuja jednak biatka homologiczne do US11.
Tym niemniej, w obrebie rodziny Herpesviridae znane
sg przypadki, gdy rézne bialka, u réznych gatunkow
petnia ta samg funkcje [16].

Réwniez inne biatka tegumentu moga bra¢ udziat
w transporcie Iaczac si¢ biatkami motorycznymi, na przy-
kiad US3, UL36 i UL37 wystepujace u wirusa wsciek-
lizny rzekomej, VP5 i UL9 u HHV-1, czy UL56 u HHV-2
(39, 44]. Zaobserwowano takze, ze SuHV-1 podobnie
jak wirusy opryszczki, adenowirusy, HIV oraz wirus
grypy w trakcie transportu wzdtuz mikrotubul moga
sie zatrzymywad, rusza¢ ponownie, zmienia¢ kierunek,
a nawet przemieszczac si¢ pomiedzy réznymi widknami
mikrotubul. Pozwala to wirusowi na dotarcie w dowolny
rejon komorki, jak rowniez na skorygowanie ewentual-
nych bledéw w trakcie transportu [21].

Poniewaz poznanie mechanizméw transportu czg-
stek wirusowych wewnatrz komoérki gospodarza, moze
prowadzi¢ do stworzenia nowych lekdéw przeciwwiru-
sowych, zainteresowanie badaczy skupito si¢ na takich
rodzinach wiruséw jak Retroviridae, ktorej przedsta-
wicielem jest HIV-1 (human immunodeficiency virus,
ludzki wirus niedoboru odpornosci). Uwaza sie, ze po
wniknieciu do komérki wirus ten wykorzystuje mikro-
filamenty aktynowe, aby przedostac¢ si¢ do mikrotubul,
wzdtuz ktérych transportowany jest w kierunku jadra
komoérkowego [55]. Natomiast w dalszych etapach
cyklu replikacyjnego czastki wirusowe transporto-
wane s3 z cytozolu w kierunku blony komoérkowej [21].
Ponadto udowodniono, ze jednoczesne uzycie inhibi-
toréw polimeryzacji aktyny i mikrotubul prowadzi do
catkowitego zablokowania transportu wewnatrzkomor-
kowego wirusa [48]. Wirusy te moga wykorzystywa¢
mikrotubule réwniez do przemieszczania si¢ z komorki
do komorki. Przyktadem jest ludzki wirus bialaczki
z komérek T (HTLV; human T-cell leukaemia virus),
ktéry stymuluje wytworzenie pomiedzy limfocytami T
(zakazonym i niezakazonym) tak zwanej synapsy wiru-
sologicznej. W komorce zakazonej MTOC znajduje si¢
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w poblizu blony cytoplazmatycznej w miejscu adhezji
obu komorek [21].

Mikrotubule wykorzystywane s3 réwniez przez
adenowirusy. Dzieki receptorowi znajdujacemu si¢
na kapsydzie wirusy te majg zdolnos¢ do taczenia si¢
z dyneing lub dynaktyna, co z kolei pozwala na trans-
port czastek wirusowych w kierunku jadra komérko-
wego (koniec ujemny mikrotubul), jak réwniez ulatwia
ich ucieczke z endosomu. Zaobserwowano, ze przy
nadekspresji dynamityny (zaburzenie funkcji kom-
pleksu dyneina - dynaktyna) lub po zastosowaniu
przeciwcial blokujacych funkcje dyneiny, zakres oraz
czestotliwo$¢ transportu wirionéw w kierunku jadra
s3 ograniczone, czgsciej natomiast wystepuje transport
w kierunku przeciwnym [20, 21]. Ponadto, w komér-
kach zakazonych adenowirusem powstaja charakterys-
tyczne, diugie mikrotubule, siegajace od MTOC do
peryferii komorki. Dzieje sie tak, poniewaz dominujg
tu procesy wydtuzania mikrotubul, ktére wykazuja takze
wiekszg stabilno$¢ [86].

Udowodniono réwniez, ze mikrotubule majg istotny
wplyw na replikacje wirusa odry (Paramyxoviridae).
Zaobserwowano, ze zahamowanie polimeryzacji mikro-
tubul w komérkach Vero hamowato uwalnianie nowych
czastek wirusowych. Jednak pomimo to, proces repli-
kacji wirusa zachodzil na poziomie poréwnywalnym
z kontrolg [5, 6].

Nie zawsze jednak dochodzi do bezposredniej inter-
akcji pomiedzy mikrotubulami, a czastkami wiruso-
wymi. W przypadku parwowirusa psiego (CPV; canine
parvovirus) wykazano, ze mikrotubule odpowiadaja za
transport pecherzykéw endosomalnych zawierajacych
czastki CPV w kierunku jadra komérkowego [2, 3, 69,
82]. Zablokowanie funkcji mikrotubul za pomocg noko-
dazolu prowadzi do zaburzen w przebiegu zakazenia.
Zaburzenia te polegaja na braku uwalniania czastek
CPV z endosoméw oraz na ich eliminacji z jadra komor-
kowego, ktore stanowi miejsce replikacji [69].

Interakcje wiruséw z cytoszkieletem, nie muszg by¢
zwiazane tylko i wylacznie z transportem. Przyklad
moze stanowi¢ wirus krowianki, w przypadku ktérego
do prawidlowej ekspresji genéw wirusowych niezbedne
s nienaruszone mikrotubule [59]. Ponadto wirus kro-
wianki wykorzystuje mikrotubule do transportu cza-
stek wirusowych z tzw. fabryk wirusowych w kierunku
MTOC, gdzie zyskuja one otoczke, a nastepnie na pery-
ferie komorki z predkoscia ok. 1-2 pm/s, prawdopodob-
nie z wykorzystaniem kinezyny-1 [21]. Zaobserwowano
réwniez, ze wiriony moga przemieszczaé si¢ pomiedzy
mikrotubulami [28, 36, 46, 63, 85].

Zupelnie inaczej wyglada sytuacja w przypadku
przedstawicieli rodziny Baculoviridae. Zahamowanie
polimeryzacji mikrotubul, na przyklad poprzez podanie
nokodazolu, prowadzi tu do wzmozonej ekspresji genow
wirusowych. Przypuszczalnie dzieje sie tak, poniewaz
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bakulowirusy wykorzystuja do transportu w kierunku
jadra cytoszkielet aktynowy, a mikrotubule, stanowia
wowczas jedynie przeszkode [21, 78].

Udowodniono réwniez, ze wirusy moga wykorzy-
stywa¢ mikrotubule nie tylko do przemieszczania si¢
w obrebie zakazonej komorki. Ostatnie badania ujaw-
nily, ze biatko P wirusa wscieklizny (Rhabdoviridae),
wplywa na transport bialek STAT (czynnikéw trans-
krypcyjnch aktywowanych przez interferon). Przy czym
wirusowe biatko P moze zaréwno utatwiac jak i hamo-
wac zwigzany z mikrotubulami transport bialek komor-
kowych. W ten sposéb wirus blokuje szlaki sygnalowe
interferonu odgrywajace kluczowg role we wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej [50].

5. Podsumowanie

Poznanie wspolzalezno$ci pomiedzy réznorodnymi
formami transportu wewnatrzkomoérkowego, w kto-
rych czynny udzial biorg biatka motoryczne: miozyna,
dynaktyna, kinezyny, wzmocnilo nasza wiedz¢ o patoge-
nezie zakazen wirusowych [37, 59]. Dane literaturowe,
poswiecone zmianom zachodzacym w cytoszkielecie
zakazonych komérek, opisuja réznorodne zmiany doty-
czace, zarowno w ukltadzie mikrotubul, jak i widkien
F-aktynowych [17, 25]. W licznych badaniach udowod-
niono, ze podczas zakazenia litycznego wirusy przebu-
dowuja poszczegélne elementy komorki w zaleznosci
od swoich potrzeb. Mechanizmem przemieszczenia i/lub
zakazenia sasiednich komorek, w ktérym cytoszkielet
odgrywa kluczowa role, jest transport z komorki do
komorki [37, 59]. Jest on najbezpieczniejszy z punktu
widzenia wirusa, poniewaz odbywa si¢ bez narazenia
wirionéw potomnych na kontakt z przeciwcialami ne-
utralizujacymi znajdujacymi si¢ zewnatrzkomodrkowo.

Znajomos$¢ transportu i zasad, na ktérym sie opiera,
moze by¢ nowym punktem uchwytu, ktéry zostanie
wykorzystany w terapii przeciwwirusowej, gdzie mecha-
nizm dzialania lekéw nie bedzie opieral si¢ na hamowa-
niu wirusowych enzymoéw, lecz na hamowaniu specy-
ficznych interakeji pomiedzy wirusem a gospodarzem.
Coraz powszechniejsza oporno$¢ wiruséw na dotych-
czas stosowane leki, wymusza opracowanie nowych
metod terapeutycznych nieopartych na syntetycznych
zwigzkach chemicznych. By¢ moze, zahamowanie cyklu
replikacyjnego poprzez inhibicje lub aktywacje biatka
bioracego udzial w transporcie wirusa do miejsca jego
namnazania czy tez proteiny umozliwiajacej mu zaka-
zenie sgsiednich zdrowych komorek znajdzie zasto-
sowanie kliniczne. Jest to szczegdlnie istotne w dobie
narastajacych opornosci patogenéw na stosowane leki
w terapii farmakologicznej, jak i wzrost odsetka popula-
¢ji charakteryzujacej si¢ zaburzeniami ze strony uktadu
immunologicznego jak np. nosiciele HIV, pacjenci po
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transplantacji narzadoéw. Cytoszkielet i biatka na niego
oddzialywujace, zaréwno pochodzenia komdrkowego,
jak i wirusowego, potencjalnie stanowig cenne narzedzie
umozliwiajace dostarczenie genéw, kwaséw nukleino-
wych lub biatek aktywnych do miejsc ich dziatania.
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