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Weterynaryjnej w Lublinie

odrodzina Alphaherpesvirinae skupia

wirusy zdolne atakowa¢ zaréwno lu-
dzi, jak i zwierzeta. Dobrze znanymi ludz-
kimi alfaherpeswirusami sg wirus herpes
simplex typu 1 (HSV-1, opryszczka ust)
i typu 2 (HSV-2, opryszczka narzadéw
plciowych), wirus pélpasca i ospy wietrz-
nej (VZV, ospa wietrzna, pétpasiec). Wiru-
sy zwierzece nalezace do omawianej pod-
rodziny to $winski wirus wécieklizny rze-
komej (PRV), bydlecy herpeswirus typu 1
i5 (BoHV i BoHV-1-5), koniski herpeswi-
rus typu 1i4 (EHV-1i EHV-4) oraz ptasi
herpeswirus wywolujacy chorobe Mareka
(MDV) i ptasi wirus zakaznego zapalenia
krtani i tchawicy (ILTV).

Przedstawicieli Alphaherpesvirinae ce-
chuje wysoka homologia, dzieki czemu in-
formacje uzyskane z badan nad pojedyn-
czymi przedstawicielami tej grupy moga
przynies$¢ cenne informacje o biologii ca-
tej podrodziny (1).

Bialko US3 jest serynowo-treonino-
wa kinaza, ktéra wystepuje u wszystkich,
w tym ludzkich, alfaherpeswiruséw (2).
Gen biatka US3 wirusa posiada dwa po-
czatkowe miejsca transkrypcji. Krétka
izoforma sktada sie z 336 aminokwasdw,
o masie 41 kDa, stanowi w zakazonych
komérkach wiecej niz 95% bialka US3.
Dtuga izoforma sktadajaca sie z 390 ami-
nokwaséw, o masie 53 kDa, stanowi mniej
niz 5% bialka US3 (3). Dwie izoformy réz-
nig sie tylko 54 aminokwasami, koduja-
cymi w dluzszej izoformie, N-terminal-
ny sygnal lokalizacji mitochondrialnej
(4). Zaréwno dlugie, jak i krétkie formy
US3 ulegaja ekspresji w zakazonych ko-
morkach, ale tylko krétkie formy sa pa-
kowane do wirion6w (5). Obie izoformy
maja rézna lokalizacje subkomérkowa.
Krétka forma US3 lokalizuje sie glow-
nie w jadrze komérkowym, podczas gdy
dtuga forma gltéwnie w obrebie blony
komoérkowej, mitochondriéw i cytopla-
zmy (6). Obie izoformy zawieraja dome-
ne lokalizacji membranowej/pecherzy-
kowej w 101 C-konicowych aminokwa-
sach, a krétka izoforma zawiera domene
lokalizacji nuklearnej w 102 N-korico-
wych aminokwasach (6).
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W wirionie (zaréwno w formach
podstawowych, jak i dojrzalych) bial-
ko US3 zlokalizowane jest w wewnetrz-
nej warstwie tegumentu (7). Jest to jedy-
ne biatko, ktére mozna znalez¢ zaréwno
w wirionach z pierwotng, jak i wtérna
otoczka. Biochemiczne badania in vi-
tro pozwolily scharakteryzowa¢ sekwen-
cje konsensusu fosforylacji bialka US3,
wzorem R -X-(S/T)-Y-Y. W tej sekwen-
¢ji n jest wieksze lub réwne 2, X moze
by¢ nieobecny lub kazdym aminokwa-
sem, z preferencja dla Arg, Ala, Val, Pro
lub Ser, S/T jest miejscem docelowym,
gdzie seryna lub treonina jest fosfory-
lowana, Y moze by¢ dowolnym amino-
kwasem z wyjatkiem kwasnych amino-
kwaséw lub proliny (8).

US3 jest istotnym pozytywnym regula-
torem replikacji i zjadliwosci wirusa. Wiru-
sy, w obrebie ktérych dochodzi do ekspre-
sji tzw. kinase-dead US3 lub nieposiadaja-
ce US3, wykazuja niewielki spadek tempa
replikacji w warunkach hodowli komoér-
kowych, ale w mysich modelach in vivo
(HSV), jak réwniez u $win (PRV) wyka-
zuja znaczacy spadek zjadliwosci i choro-
botwérczosci (9, 10).

Do pelnej aktywnosci bialka US3 po-
trzebna jest odpowiednia fizjologicznie
substancja wspomagajaca — substrat. Sub-
stratem US3 wirusa PRV jest biatko PAK
(p21-activated kinase) (11). Dla US3 wiru-
sa HSV-1 rézne fizjologicznie odpowied-
nie substraty zostaly zidentyfikowane. Nie-
ktérymi z nich sa bialka komérkowe: Bad
i lamin A/C, innymi sa wirusowe biatka:
UL31, UL34, ICP22i gB (12, 13).

Funkcje kinazy US3 - reorganizacja
cytoszkieletu

US3 jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktére
bierze udzial w wielu réznorodnych proce-
sach. Najlepiej poznane funkcje US3 obej-
muja: indukcje reorganizacji cytoszkieletu,
ochrone komoérek przed apoptoza oraz asy-
stowanie wirionom podczas wyjscia z jadra.
Ponizej zostana oméwione gtéwnie zmia-
ny w cytoszkielecie aktynowym, spowodo-
wane dziataniem bialka US3.
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This article aims at the presentation of changes
within host cell cytoplasm during infection with
alphaherpesviruses. Many viruses have developed
highly specialized strategies for interference with
the cellular cytoskeleton, which improves their
replication and spread. One of the main factors
involved in these processes is alphaherpesvirus
protein US3. Protein US3 is a multifunctional
serine-threonine kinase whose function is mainly
related to the reorganization of actin, inhibition
of apoptosis, and the facilitation of virus cell-to-
cell spread. Recently, it was found that US3 kinase
phosphorylates and thereby activates PAK
kinase - the central regulatory tool in signaling
pathways of Rho GTPases. We describe briefly
alphaherpesviruses and their US3 kinase functions.
We present also the regulatory mechanisms of
actin cytoskeleton, in particular small Rho GTPases
signaling cascade. In addition, the changes in the
actin cytoskeleton with the primary involvement
of small Rho GTPases during alphaherpesvirus

infection were discussed.
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W przypadku kilku alfaherpeswiru-
sow stwierdzono, ze biatko US3 powodu-
je drastyczne zmiany w cytoszkielecie ak-
tynowym komorki gospodarza, szczegdl-
nie rozpad wiazek widkien aktynowych
(powodujacy zaokraglenie komorki) oraz
tworzenie diugich wypustek komérkowych
zawierajacych aktyne.

Badania na zmutowanych wirusach
wécieklizny rzekomej (PRV) zawierajacych
rézne delecje wykazaly, ze biatko US3 PRV
odgrywa role w procesie rozpadu wiazek
wlékien aktynowych (4). Wykazano, ze
PRV powoduje takze tworzenie wypustek
komérkowych zawierajacych aktyne i mi-
krotubule, a US3 jest konieczne do prze-
grupowania aktyny (14). Ponadto przegru-
powania aktyny za posrednictwem US3
przyczyniaja sie do nasilenia rozprzestrze-
niania sie¢ wirusa (14). Wyniki najnowszych
badan wskazuja, ze centralne regulatory
kinaz PAK, nazywane bialkami efektoro-
wymi lub efektorami, posrednicza w re-
organizacjach aktynowego cytoszkieletu
wywolanych przez US3. PAK2 wydaje sie
kluczowy dla reorganizacji widkien wiazek
aktynowych pod wplywem US3, podczas
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gdy PAK1 za posrednictwem US3 stymu-
luje tworzenie diugich wypustek komor-
kowych (11).

Cytoszkielet aktynowy
i jego interakcja z herpeswirusami

Cytoszkielet (zbudowany z aktyny i mi-
krotubul) odgrywa istotna role w cyklu
replikacyjnym i funkcjach wielu wiruséw.
Herpeswirusy wykorzystuja cytoszkie-
let komérkowy do przylegania oraz wni-
kania do komorki, do replikacji i prze-
mieszczania si¢ w komdrkach i pomie-
dzy nimi (15). Cytoszkielet komérkowy
jest bardzo dynamiczna tréjwymiarowa
struktura, odgrywajaca zasadnicza role
w wielu procesach biologicznych komér-
ki. Sklada sie z trzech gtéwnych kompo-
nentéw strukturalnych: wiékien aktyny,
wilékien posrednich i mikrotubuli. W1dk-
na aktynowe zbudowane sa z aktyny, bial-
ka globularnego o masie 43kDa, ktére
jest najczesciej wystepujacym bialkiem
w komorkach eukariotycznych. Aktyna
ma naturalna zdolno$¢ do gromadzenia
i tworzenia homopolimeréw, nazywanych
wléknista aktyna lub F-aktyna (od: fila-
mentous — widknisty; 16). Te aktynowe
mikrofilamenty wystepuja jako nitkowa-
te, spiralne wiékna biatkowe o $rednicy
od5do 7 nm (17).

Wiékna aktynowe sa rozproszone
w calej komoérce, ale na obwodzie ko-
morki sa bardziej skoncentrowane i two-
rzg zlozone struktury (18). Mozna je po-
dzieli¢ na: (a) gesta siatke wldkien akty-
nowych tuz pod btona komérkowa zwana
kora aktynowa, (b) szereg réwnolegltych
wiazek wlékien kurczliwych aktyny i (c)
zawierajace aktyne wypustki komérko-
we, takie jak mikrokosmki, pseudopo-
dia, filopodia i lamellipodia (18, 19). Gro-
madzenie si¢ i organizacja przestrzen-
na struktur aktynowych sa regulowane
za pomoca kilku biatek wiazacych ak-
tyne: kompleks Arp2/3 (actin-related
protein 2/3) i forminy powoduja zbijanie
sie aktyny (Arp2/3 powoduje takze rozga-
tezianie widkien aktyny), rodzina czynni-
kéw depolimeryzacji aktyny ADF/cofilin
(actin depolymerizing factor) wptywa na
depolimeryzacje widkien aktynowych,
profiliny wiaza sie z monomerami akty-
nowymi, bialka terminalne (ang. Capping
proteins) zatykaja kornice widkien i bloku-
ja wydtuzanie (20).

Cytoszkielet aktynowy jest czyms wie-
cej niz tylko rusztowaniem. Jest to ela-
styczna, wysoce adaptowalna sie¢, ktéra
zapewnia wsparcie mechaniczne, okre-
§la ksztalt komérki i determinuje ru-
chliwo$¢ komoérek. Odgrywa istotna role
w takich procesach komérkowych, jak
endocytoza, cytokineza i utrzymywa-
nie polaczen komoérkowych (21, 22). Tak

duza réznorodno$¢ funkcyjna cytosz-
kieletu aktynowego jest mozliwa dzie-
ki jego naturalnej zdolnos$ci do szybkie-
go kurczenia sig i rozczepiania wiékien
oraz dzieki §wietnie kontrolowanej prze-
strzenno-czasowej supramolekularnej or-
ganizacji (23).

Sygnalizacja Rho GTPaz

Organizacja cytoszkieletu jest $cisle re-
gulowana przez wysoce zintegrowane
i zlozone kaskady sygnalowe. GIéwnym
regulatorem szlakéw sygnatowych akty-
ny jest rodzina malych Rho GTPaz (Rho,
Cdc42 i Rac). Rho jest zaangazowane
w powstawanie wigzek wiékien aktyno-
wych, Cdc42 uczestniczy w tworzeniu
filopodiéw, a Rac przyczynia sie do po-
wstawania lamelipodiéw (24). W sklad
rodziny Rho GTPaz wchodzi ponad
20 czynnikéw.

Rho GTPazy dzialajg jak molekular-
ne przelaczniki. Sa kierowane do blo-
ny dzieki potranslacyjnemu przylacza-
niu grup prenylowych przez geranyl-ge-
ranyltransferazy (GGTazy). Cyrkulacja
miedzy nieaktywna (zwiazana z GDP)
i aktywna (zwiazang z GTP) forma jest
regulowana przez czynniki wymiany nu-
kleotydéw guaninowych (guanine nucle-
otide exchange factors — GEFs) i biatka
aktywujace GTPazy (GTPase-activating
proteins — GAPs). Aktywacja GTPaz za-
chodzi po wczesniejszej aktywacji czynni-
kéw GEFs (25). Inhibitory dysocjacji nu-
kleotydéw guaninowych (guanine nuc-
leotide dissociacion inhibitors — GDIs)
hamuja dysocjacje nukleotydéw i kontro-
luja cyrkulacje Rho GTPaz miedzy mem-
brana a cytoplazma.

Aktywne, zwiazane z GTP, GTPa-
zy oddzialuja ze swoimi czasteczka-
mi efektorowymi, posredniczac w réz-
nych odpowiedziach komérkowych. Rho
GTPazy znane sg gléwnie z ich kluczo-
wej roli w regulacji cytoszkieletu akty-
nowego (26). Stwierdzono, ze Rho wy-
woluje zespalanie kurczliwych widkien
aktyny i miozyny, a Rac stymuluje for-
mowanie bogatych w aktyne blaszko-
watych wypustek komérkowych (la-
melipodia). Cdc42 bierze udzial w po-
wstawaniu bogatych w aktyne, cienkich
nitkowatych wypustek membranowych
(filopodia; 27). Interakcja pomiedzy Rho,
Rac i Cdc42 jest zorganizowana w taki
sposdb, ze zaréwno Rac, jak i Cdc42 tlu-
mig dziatanie Rho (28). Kaskada sygna-
16w kontrolowana przez kazda z GTPaz
prowadzi do powstawania oraz organi-
zacji widkien aktynowych. Oddziatywa-
nie matych Rho GTPaz na odpowiednio
specyficzne efektory determinuje, kto-
re ze struktur aktyny widknistej zosta-
na uformowane.

Biatka efektorowe Cdc42

Kluczowymi i najlepiej poznanymi bial-
kami efektorowymi Cdc42 jest grupa
kinaz aktywowanych przez p21 (PAK,
p21-activated kinases). PAK kinazy maja
zasadnicze znaczenie w regulacji przebu-
dowy cytoszkieletu i ruchliwosci komo-
rek. Istnieja dwie podrodziny PAK: PAK
kinazy z grupy A, aktywowane podczas
interakcji z Cdc42 i Racl, w sktad kto-
rych wchodza: PAK1 (ekspresjonowane
w mozgu, miesniach i §ledzionie), PAK2
(ekspresjonowane we wszystkich komor-
kach) i PAK3 (ekspresjonowane w mo-
zgu) oraz PAK kinazy z grupy B, ich ak-
tywacja jest niezalezna od GTPaz, skla-
dajace sie z trzech izoform PAK4, 5 i 6.
PAK z grupy A sa kinazami serynowo-
-treoninowymi (29). Dwa najlepiej po-
znane substraty PAK A kinaz, rozréznia-
ne na podstawie sposobu ich oddzialywa-
nia na aktynowy cytoszkielet, to kinazy
LIM (LIMK) i kinazy lekkiego laficucha
miozyny (MLCK). LIMK sg kinazami se-
rynowymi, ktére przez fosforylacje dez-
aktywuja przedstawicieli rodziny ADF/
kofilin (30). PAK kinazy moga powodo-
wac¢ fosforylacje LIMK, co prowadzi do
zahamowania aktywnosci kofilin (31).
Fosforylacja kofiliny hamuje jej wiaza-
nie z F-aktyna, w ten sposéb hamowana
jest depolimeryzacja F-aktyny, i stabili-
zacja jej struktury (30).

Miozyna to ATPaza aktywowana przez
aktyne, ktéra zamienia energie pochodza-
ca z hydrolizy ATP na energie zuzywana
przez wiékna aktyny i miozyny w czasie
skurczu mie$ni. PAK kinazy reguluja dy-
namike miozyny w dwa przeciwstawne
sposoby. Albo przez bezposrednia fosfo-
rylacje MLC, ktéra prowadzi do zwiek-
szenia kurczliwo$ci wtékien (32), lub tez
przez fosforylacje, a tym samym inak-
tywacje MLCK, zmniejszaja fosforyla-
cje MLC, co redukuje wigzanie si¢ akto-
miozyn oraz redukuje rozprzestrzenianie
sie komérek (33). Ostatnio stwierdzono,
ze PAK1 i PAK2 réznig sie¢ funkcyjnie:
PAK1 jest bardziej zaangazowany w two-
rzenie lamelipodiéw, przede wszystkim
zwiekszajac fosforylacje MLC, przez co
zwieksza kurczliwo$¢, a takze hamuje fos-
forylacje kofilin, PAK2 powoduje demon-
taz wiazek wiékien aktynowych, gléwnie
przez hamowanie fosforylacji MLC, kt6-
ra ttumi aktywno$¢ RhoA (34).

Biatka efektorowe Rac

Pomimo ze Rac powoduje tworzenie in-
nych wypustek komérkowych (lamelipo-
dia) niz Cdc42 (filopodia), niektére biatka
efektorowe dla Rac sa podobne jak w przy-
padku Cdc42. Na przykiad dla Rac kluczo-
wym efektorem sa takze PAK kinazy.
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Biatka efektorowe Rho

Waznym bialkiem efektorowym Rho, pro-
wadzacym do formacji wiazek wiokien ak-
tynowych oraz ogniskowych miejsc ad-
hezyjnych (focal adhesion) jest ROCK
(Rho-associated coiled-coil kinase). ROCK
jest aktywowany przez wiazanie Rho-GTP,
nastepstwem czego sa jednoczesna bez-
posrednia fosforylacja MLC i hamowa-
nie aktywnosci fosfatazy MLC (35). Ufos-
forylowany MLC indukuje wiazanie mio-
zyny II i zwieksza kurczliwo$¢ oparta na
aktomiozynie niezbedna do generacji wig-
zek wldkien kurczliwych. Innym biatkiem
docelowym dla ROCK jest LIMK, jego ak-
tywacja prowadzi do stabilizacji F-akty-
ny (30). Fosforylacja MLC osiaga rézne
skutki w zaleznosci od tego, czy Rho lub
PAK sa zaangazowane w ten proces. Od-
powiedz komoérkowa po aktywacji Rho,
Rac i/lub Cdc42 zalezy od czasu aktywa-
¢ji GTPaz oraz miejsca i stopnia fosfory-
lacji MLC (29, 36).

Modulacja aktynowego cytoszkieletu
przez alfaherpeswirusy

Cytoszkielet komérkowy spelnia klu-
czowa role w cyklu replikacyjnym ludz-
kich wiruséw. Alfaherpeswirusy wydaja
sie¢ wchodzi¢ w interakcje z cytoszkiele-
tem aktynowym na kazdym etapie zaka-
zenia (ryc. 1).

Interakcja miedzy wirusowa gliko-
proteina D i nektyna 1 (ryc. 1-1) podczas
wnikania wirusa do komérki powodu-
je aktywacje Cdc42/Racl oraz formacje
filopodiéw (ryc. 1-2) i lamelipodiéw (37,
38). Czasteczki wirusowe moga korzystac¢
z tych filopodiéw, aby dosta¢ sie do wne-
trza komorki, a aktyny moga by¢ wykorzy-
stane do absorpcji wirusa na drodze endo-
cytozy (rye. 1-3; 39, 40). Aktyna wiéknista

w jadrze moze by¢ wzbudzona przez zaka-
zenie wirusowe i moze by¢ wykorzystana
jako $ciezka przemieszczenia si¢ kapsy-
déw (rye. 1-4), w kierunku specyficznych
punktéw wyjscia z jadra (41). Jadrowa ak-
tyna jest rowniez zaangazowana w two-
rzenie wyzszego rzedu zespoléw kapsy-
dowych (ryc. 1-5; 42). Najbardziej nasilo-
na reorganizacja aktyny, obserwowana po
zakazeniu wirusem, zachodzi dosy¢ pdz-
no w procesie zakazenia. W cytoplazmie
dochodzi do powstawania wypustek ko-
morkowych (obserwowane u HSV-11i 2,
PRV, VZV, BoHV-1; ryc. 1-6), ktére biora
udzial w miedzykomérkowym rozprze-
strzenianiu sie wirusa, a takze zachodzi
rozczepianie wigzek widkien aktynowych
(obserwowane u HSV-1i 2, PRV, MDYV,
VZV, BoHV-1; rye. 1-7; 4, 6, 14, 39, 43, 44,
45, 46). W przypadku niektérych wirusow,
na przyklad PRV, MDV, BoHV, HSV-2,
za procesy te odpowiedzialna jest kina-
za US3 (4, 6, 14, 43, 45, 46, 47). Aktyny
zwiazane z afadyna moga kierowa¢ nek-
tyne 1 do polaczen przylegajacych mie-
dzy komoérkami i utatwiaé przez to roz-
przestrzenianie sie wirusa z komorki do
komérki (ryc. 1-8; 48, 49, 50).
Znajomos¢ mechanizméw warunkujg-
cych rozprzestrzenianie sie wiruséw z ko-
morki do komérki jest niezwykle istotna
z punktu widzenia nie tylko poznawczego,
lecz takze z uwagi na mozliwo$¢ opraco-
wania nowych metod leczenia i zapobie-
gania szerzeniu si¢ zakazen wirusowych.
Badania nad przemianami, jakie zachodza
w komorce pod wplywem zakazen wiruso-
wych na poziomie molekularnym, sa nie-
zwykle istotne z punktu widzenia pato-
genezy chordb zakaznych, a ich poznanie
umozliwia opracowanie okreslonej stra-
tegii terapii. Ma to znaczenie zwlaszcza
w odniesieniu do choréb o ciezkim prze-
biegu lub ktére sa przyczyna znacznych

adherens junction

Ryc. 1. Interakcje pomiedzy alfaherpeswirusami i cytoszkieletem aktynowym (adaptacja z Van den Broeke,

2009). Objasnienia do numeracji znajduja sie w tekScie
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strat ekonomicznych w hodowli zwierzat,
jak ma to miejsce w przypadku zakazen
alfaherpeswirusowych.
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