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Л.П.Титов

Вирусы и эукариотические клетки: стадии взаимодействия, стратегии экспрессии геномов, репродукция и исходы вирусной инфекции

Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии

Данный обзор литературы посвящен фундаментальным вопросам взаимодействия вирусов с эукариотическими клетками. Рассматриваются механизмы молекулярно-клеточных взаимодействий разнообразных вирусов – ДНК-и РНКгеномных, имеющих разные стратегии репродукции, с отдельными структурами и компартментами клетки, влияние репродукции вирусов на функцию ядра, цитоплазматической мембраны, а также типы и исходы вирусной инфекции клетки.

Ключевые слова: вирусы, эукариотические клетки.

Вирусы являются самостоятельными биологическими единицами жизни, носителями специфической генетической информации, закодированной в молекулах ДНК или РНК. Очень малые размеры относительно простое строение позволяют рассматривать их в качестве органических наночастиц. Отличительным свойством вирусов является то, что они метаболически инертны и самостоятельно не могут трансформировать генетическую информацию в новые инфекционные частицы, однако способны эффективно репродуцироваться в чувствительных клетках. На своей поверхности они имеют специальные молекулярные структуры (инструменты) для преодоления естественных барьеров клеток-мишеней. Проникая внутрь клеток они приобретают возможность транскрибировать, экспрессировать и/или транслировать собственную генетическую информацию в виде макромолекул белков и нуклеиновых кислот и, собственно, образовывать потомство. Основными этапами взаимодействия вирусов с клеткой является адсорбция вирионов на рецепторах, проникновение, депротеинизация, репликация нуклеиновых кислот, биосинтез вирусспецифических белков, сборка и выход вирусных частиц из клетки в окружающую среду-межклеточное пространство, лимфу или кровь. Несмотря на существенный прогресс в области понимания молекулярной биологии вирусов, физиологических и патологических изменений в клетках, многие аспекты взаимодействия и взаимовлияния геномов и генных продуктов вирусов на мембрану и ядро клеток, а также внутриклеточные процессы все еще остаются недостаточно исследованными (1, 2, 5, 6, 7, 13, 26, 37). Организация и жизненный цикл клеток эукариот. Принципиальным отличием эукариотических клеток от прокариотических является то, что они более сложно организованы, имеют окруженное мембраной ядро, отделенное от цитоплазмы и митохондрии, обеспечивающие генерацию энергии. Ядро клетки является наиболее заметной и главной органеллой, занимает около 1/3 объема. Главной его функцией является хранение информации, закодированной в ДНК хромосом и обеспечение возможностей ее реализации. Соматичеcкие клетки млекопитающих обычно несут две копии геномной ДНК. Одна из них наследуется по женской, а вторая – по мужской линии родителей. У человека имеется 46 хромосом, по две копии каждой из 22 аутосом и двух половых хромосом – XY у мужчин и XX – у женщин. Ядро клеток обладает всеми механизмами необходимыми для
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репликации генетического кода, его восстановления при возникновении повреждений (репарации) и обеспечения селективного декодирования информации, так что необходимые гены экспрессируются во многих типах клеток, составляющих организм многоклеточных эукариот. Программы активации экспрессии генов являются весьма сложными и базируются на балансе между активационными транскрипционными факторами, биосинтетическими механизмами и функциональным состоянием хроматина, которое меняется в зависимость от воздействия на мембрану клетки различных внешних стимулов, способных ремоделировать хроматин (4, 8, 9, 12, 15, 22, 23).

Хотя ядро клетки рассматривается в качестве центрального командного пункта, однако трансляция его генетического содержания постоянно модулируется сигналами, образующимися на поверхности мембраны клетки. Разнообразные молекулы, при воздействии на клетку или высвобождении из ее поверхности, могут регулировать их распознавание другими клетками, а иногда влияют на гомеостаз всего организма. Плазматическая мембрана является сложной молекулярной поверхностью, состоящей из холестерольных участков и гликосфинголипидных микродоменов, называемых рафт (raft). Липидные рафты содержит вкрапленные молекулы мембранных белков (G-белков, разнообразных рецепторов, ферментов, ростовых факторов, интегринов, кавеолинов). Возможно, что имеется несколько вариантов рафтов, образованных комбинациями различных видов сфинголипидов с холестеролом и специализированными белками. Рафты характеризуются малыми размерами, мобильны и нестабильны, обладают вращательной подвижностью, что позволяет их рассматривать в качестве мобильных биоплатформ, несущих на своей поверхности специфические белки. Поэтому не удивительно, что вирусы как внутриклеточные микроорганизмы используют их при внедрении, сборке и выходе из клетки. Изучение взаимодействия вирусов с мембраной клетки обеспечивает колоссальные возможности познания таких фундаментальных процессов, как функционирование мембран, слияние, эндоцитоз, транспорт белков и нуклеиновых кислот, проведение внутриклеточных сигналов, реализации стратегии генома вирусов, презентации антигенов и др.(8, 9, 10, 15, 24, 25, 27).

Адсорбция. Присутствие или отсутствие на мембране клеток мишеней определенных молекул определяет цитотропизм вирусов – т.е. способность определенного вируса инфицировать только определенный спектр специализированных клеток. Начальные этапы адсорбции носят неспецифический характер, являются результатом электростатического взаимодействия положительно и отрицательно заряженных структур вирионов и мембраны клетки. Она обратима и зависит от исхода случайных столкновений с клеткой, количественного соотношения вирусных частиц и чувствительных клеток. Примерно одно на 103 – 104 таких столкновений приводит к тесному взаимодействию вирионов с мембраной клетки. Процесс требует определенных условий-ионной силы, содержания ионов Са2+ (нейтрализуют избыточные анионные заряды вируса и поверхности клетки, уменьшают электростатическое отталкивание), рН окружающей среды, не зависит от температуры и не требует затрат энергии (1, 5, 6, 7). Основные стадии взаимодействия вирусов с клеткой представлены на рисунке 1.
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Рис. 1. Общая схема репродукции простых и сложных вирусов. Цикл сложных вирусов отличается этапами 3,8,9. Все этапы репродукции вирусов являются мишенями для противовирусных препаратов.

Рецепторы. Вхождение вирусов в клетку происходит посредством их специфического взаимодействия с рецепторными белками, иммобилизованными в липидном рафте мембраны клетки. У сложных вирусов с рецепторами клетки взаимодействуют поверхностные гликопротеины перикапсида – например, гемагглютинин вируса гриппа, gp120 белок ВИЧ (7, 12).

У простых вирусов данную функцию выполняют пептиды поверхностных белков капсида (например, белок фибр аденовирусов). Природа рецепторов клеток комплементарных белкам вирионов установлена для относительно небольшого их числа (табл. 1), но информация постоянно накапливается, а знания о них обогащаются.

Таблица 1 Характеристика мембранных рецепторов наиболее распространенных вирусов
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На клеточной мембране экспрессируется, примерно, 104-106 молекул рецепторов (т.е. участков связывания). Различают высокоафинные рецепторы (первичные) и ко-рецепторы (вторичные) или низкоафинные. Вначале происходит связывание единичных участков вириона с первичным рецептором, но оно не прочно. Необратимая адсорбция наблюдается при множественных связях вириона с рецепторами клеток (стабильное мультивалентное связывание). Сила связывания вирусов с рецепторами и ко-рецепторами варьирует и составляет примерно нМ. В эффективности их взаимодействий важную роль играет полиморфизм молекул рецепторов. Кроме того, рецепторы, как и ко-рецепторы, могут на поверхности клеточной мембраны могут формировать мультимолекулярные ассоциации при взаимодействии с вирусной частицей. Концепция рецептор-рецепторного взаимодействия между вирусами и восприимчивыми клетками определяет важные закономерности инфекционного процесса: 1) спектр экспрессируемых вирусспецифических рецепторов клетками определенного вида животных предполагает их разную степень чувствительности; 2) цито- и органотропизм вирусов детерминируется уровнем экспрессии рецепторов; 3) экспрессия вирусспецифических рецепторов на клетках разных групп животных и насекомых определяет круг хозяев и, соответственно, распространенность вирусов в природе; 4) клетки животных, не экспрессирующие рецепторов к вирусам резистентны (14, 17, 30, 33).

Рецепторы для некоторых из них (арбовирусов) экспрессированы на клетках, как позвоночных, так и беспозвоночных. Для других вирусов (ВИЧ, вирусы полиомиелита) они имеются только на клетках одного или нескольких видов животных. Вирусы одного вида, но разных серотипов могут конкурировать за рецепторы одного типа (полиовирусы 1, 2, 3) или использовать рецепторы разных
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типов (риновирусы 2 и 14 серотипов). Вирусы из разных семейств также могут конкурировать за один и тот же тип рецепторов клеток.

Пенетрация (проникновение) вирионов в клетку еще до конца не изученный процесс. После адсорбции цельный вирион или его субструктуры, содержащие геном и полимеразы, проникают внутрь клетки через цитоплазматическую мембрану. Интенсивность проникновения зависит от природы вируса, типа клеток хозяина, факторов окружающей среды (температуры). Пенетрация начинается сразу после адсорбции, требует затрат энергии, не происходит при 0°С. Простые вирусы (полиовирусы) подвергаются процессу рецептор-зависимого эндоцитоза (виропексиса) и появляются в цитоплазме в виде везикул (эндосом). Другие безоболочечные вирусы, возможно, проникают прямо через мембрану клетки или захватываются углублениями мембраны и затем обнаруживаются в цитоплазме в виде свободных вирусных частиц. Т.е. для вхождения в клетку многие вирусы используют специфические мембранные микродомены в виде инвагинацийкавеолы. Как правило, это 50-70 нм фрагменты мембраны, образованные холестеролом и белком кавеолином молекулярной массой 22кДа. Различают три типа таких микродоменов – мембраны, обогащенные гликосфинголипидами, обогащенные фосфофоинозитолом и, собственно, кавеолы. Кавеолы принимают участие в выполнении ряда функций – транспорте холестерола, эндоцитозе частиц, проведении мембранных сигналов в ядро. Оболочечные вирусы для проникновения в клетку используют два способа. Первый: арбовирусы – после связывания со специфическими рецепторами вызывают их агрегацию и образуют инвагинацию в мембране (ямку погружения). Протоновый насос снижает в эндосоме рН до 5,0. При этом измененяются гиброфобные компоненты полипептидов вируса, что способствует их слиянию с мембраной эндосомы и проникновению в цитоплазму рецептор-зависимым эндоцитозом. Вирионы проникают в цитоплазму в виде везикул, которые называются кавеолами. Оболочка вируса затем сливается с мембраной эндосом, высвобождая нуклеокапсид вируса в цитоплазму. Эндосомы впоследствии могут сливаться с лизосомами. Во втором механизме (парамиксовирусы) липидная оболочка перикапсида сливается с цитоплазматической мембраной клетки и нуклекапсид сразу оказывается в цитоплазме. В противоположность этому, ряд вирусов (вирус кори) имеют F белок (белок слияния), облегчающий этот процесс. Его функция активируется после взаимодействия гемагглютинина с рецепторами клетки. Белки слияния имеют структуру, напоминающую гарпун. Их заостренная гидрофобная верхушка взаимодействует с гидрофобным участком мембраны клетки, что и облегчает слияние мембран. Клетки, инфицированные ретровирусами, кроме того, образуют специальные выросты – филоподии (вытянутые актинсодержащие филаменты) посредством которых они общаются друг с другом и могут передавать (транспортировать) вирус внутриклеточно от одной клетки к другой. У бактериофагов обнаружен молекулярный мотор мощностью 60 пиконьютон, обеспечивающий проникновение в клетку и транспортировку. Показано, что аденоассоциированный вирус преодолевает мембрану примерно за 64 милисекунды, а через 15 минут оказывается в ядре клетки. В цитоплазме вирусные частицы свободно диффундируют, с постоянной скоростью в направлении ядра, что позволяет полагать наличие определенных внутриклеточных механизмов их транспорта (1, 2, 5, 6, 7, 8, 16, 31, 32, 34).
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Депротеиназация (раздевание). Депротеиназация – процесс удаления или дезинтеграции части или всей белковой оболочки вируса с целью обеспечения доступности генома клеточным механизмам транскрипции и трансляции. Когда оболочки, окружающие нуклеиновую кислоту, удалены, инфекционность вирусной частицы необратимо утрачивается. В результате начинается последняя фаза – фаза ЭКЛИПСА, продолжающаяся до момента образования новой вирусной частицы. У многих вирусов пенетрация и депротеинизация происходят параллельно. Некоторые из вирусов подвергаются изменениям структуры вириона, ведущим к утрате внутреннего белка при прохождении мембраны клетки, что ускоряет проникновение нуклеиновой кислоты в цитоплазму. Безоболочечные вирусы индуцируют слияние лизосом с эндосомами, что приводит к разрушению капсида лизосомальными ферментами. У ряда реовирусов протеазы эндосом разрушают капсид вириона с образованием “субвирионных частиц”. Депротеиназация поксвирусов протекает в две стадии: а) разрушение белков внешней оболочки ферментами эндосом; б) деградация нуклеокапсида и высвобождение вирусной ДНК. Депротеиназация герпесвирусов частично может протекать и при прохождении пор мембраны ядра, а реовирусы никогда полностью не освобождаются от белковой оболочки (16, 19, 27).

Стратегия геномов вирусов и биосинтез макромолекул. Синтетическая фаза репродукции вирусов включает этапы транскрипции, трансляции, репликации НК, сопровождается биосинтезом и накоплением в клетке всех компонентов вириона. Для биосинтеза макромолекул вируса всех типов в первую очередь необходима трансляция вирусной РНК мессенджера (мРНК) в вирусспецифические белки. Вирусы, относящиеся к разным семействам, используют разные типы стратегии генома для достижения конечной цели – образования зрелого потомства. Вирусы, содержащие двуцепочечную ДНК, синтезируют мРНК также как и клетка-хозяин, с помощью ДНК-зависимой РНК полимеразы. РНК-вирусы генерируют мРНК из собственной РНК различными механизмами. При этом используется множество стратегий при транскрипции генома и трансляции мРНК в соответствующие белки

(1, 5, 6, 7, 8, 10, 22, 35).

Стратегия одноцепочечных + РНК геномных вирусов. Это простейшая модель стратегии, заключающаяся в функционировании нуклеиновой кислоты вириона (т.е. РНК) в качестве мРНК. Примером таких вирусов являются пикорна- (полиовирусы) и тогавирусы (вирус энцефалита лошадей). Эти вирусы имеют геном позитивной полярности +РНК. После вхождения в клетку геномная РНК (мРНК) непосредственно связывается с рибосомами и транслируется в различные вирусные белки. У полиовирусов она связывается с крупной полирибосомой и продуцируется одна огромная полипротеиновая молекула белка предшественника

(рис. 2)(1, 5, 8, 11).
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Рис. 2. Схема репродукции полиовирусов Затем протеазы из нее нарезают структурные белки сердцевины и капсида.

Кодируемая вирусом РНК полимераза, известная как РНК-транскриптаза, синтезирует комплементарную (-) цепь РНК, используя геномную РНК в качестве матрицы. В свою очередь, вновь синтезированные молекулы (-) РНК сохраняются в качестве матрицы для дальнейшей наработки необходимого количества геномной (+) нитевой РНК. Вновь образованные молекулы РНК могут сохраняться в цитоплазме как мРНК или использоваться как молекулы предшественники вирионной (геномной) РНК. Процесс завершается самосборкой вирионов и упаковкой геномной +РНК в капсиды.

Стратегия генома одноцепочечных – РНК вирусов. Одноцепочечные-РНК вирусы не несут сиквенсы, кодирующие белки, а содержат только комплементарную ему цепь. Более того, они могут использовать различные стратегии образования мРНК. Путь реализации стратегии генома наиболее часто следующий:-РНК > мРНК> белок (рис.3). Если геном реплицирован посредством одноцепочечной (+) РНК интермедиата, то он затем сохраняется в качестве матрицы для синтеза последующих (-) одноцепочечных геномных РНК. Клетки животных не имеют ферментов, использующих РНК в качестве матриц для образования РНК. Вирусы, использующие этот тип стратегии, кроме того, должны содержать в вирионе некоторое количество РНК транскриптазы, которая привносится в клетку при ее инфицировании вирусом.

Рис. 3. Схема репродукции ортомиксовирусов Такие одноцепочечные-РНК вирусы, как вирусы гриппа, имеют

сегментированные геномы (несколько фрагментов). Репликация данных фрагментов РНК происходит в ядре и завершается созданием нескольких уникальных мРНК, кодирующих структуру определенного белка. При этом синтез каждого вирусного белка регулируется независимо. Для инициации транскрипции используется кэп-содержащий нуклеотидный сиквенс из 10-13 оснований, локализованный на 5’ конце клеточной мРНК. Он отщепляется эндонуклеазой вирусного происхождения. Таким образом, все вирусные мРНК приобретают
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сегмент 5’ конца клеточных мРНК. После завершения образования вирусспецифических мРНК они транслируются в полипептиды разных белков вируса. Ряд – РНК вирусов характеризуются экономной стратегией использования генетической информации: отдельные области геномной РНК имеют множественные рамки считывания, каждая из которых транскрибируется в уникальную мРНК, которая затем транслируется в соответствующие белки (1, 5, 6, 11).

Стратегия геномов двуцепочечных РНК геномных вирусов. К данной группе относятся рео-и ротавирусы. Все члены этой группы имеют сегментированный геном, мРНК каждого сегмента кодирует отдельную полипептидную цепь. Процесс репликации вирусной нуклеиновой кислоты, транскрипция и трансляция происходят в цитоплазме клетки (рис. 4).

Рис. 4. Схема репродукции двуцепочечных РНК вирусов Как и в случаях с двуцепочечной ДНК, информация, содержащаяся в

двуцепочечной РНК должна быть вначале копирована в одноцепочечную (+) РНК, выполняющую функцию мРНК. Удвоенные РНК вириона не могут функционировать прямо в качестве мРНК, хотя и содержит нить +РНК. Вирусы с двуцепочечным РНК геномом содержат кодируемую геномом вируса РНКтранскриптазу, транскрибирующую одноцепочечные +РНК из (-) цепи генома вирусов. Процесс транскрипции является ассиметричным и консервативным. После депротеинизации каждая мРНК копируется в форме двуцепочечных молекул. В течение нескольких часов синтезируются множество “+” и “-“ нитей РНК, используемых для построения новых вирусных частиц (1, 5, 6, 11).

Стратегия +РНК геномных вирусов с обратной транскрипцией. Ретровирусы являются оболочечными вирусами и входят в клетку посредством слияния с плазматической мембраной и, возможно, мембранами эндосом. ВИЧ содержит одноцепочечную +РНК, но применяет уникальную стратегию репликации создавая промежуточный продукт – двуцепочечную ДНК провируса (копию РНК-

генома) (рис. 5)(1, 5, 6, 11, 19).

Рис. 5. Схема репродукции вирусов с обратной транскрипцией Процесс протекает с участием уникального фермента-обратной транскриптазы

(ОТ) и РНК-азы Н, присутствующих в вирионе. Вирусная одноцепочечная +РНК
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сохраняется в качестве матрицы для вирионной РНК-зависимой ОТ. Последняя синтезирует молекулы ДНК из РНК матрицы. РНК-аза Н расщепляет нить РНК гибридной молекулы ДНК-РНК. Двуцепочечные ДНК-ые копии генома транспортируются в ядро и интегрируются в ДНК хромосом. В интегрированном состоянии геном вируса может находиться долгое время, и называются «провирусом», транскрибируются клеточными РНК-полимеразами, создавая молекулы РНК идентичные геному вируса. Молекулы этих РНК транспортируются в цитоплазму в несплайсированном виде или в виде нескольких сплайсированных мРНК. В этом отношении интегрированные ретровирусы (ДНКпровирусы) похожи на профаги лизогенных бактериофагов. Геномная РНК является мессенджером для трансляции серии молекул полипротеинов. Затем протеаза расщепляет полипротеиновую молекулу на полипептидыпредшественники отдельных структурных и неструктурных белков.

Стратегия ДНК геномных вирусов. Двуцепочечные ДНК вирусы содержат НК линейной (герпес-, адено-и поксвирусы) и кольцевидной (паповавирусы) формы. ДНК-вирусы образуют мРНК, используя стратегии подобные таковым эукариотических клеток (рис. 6).

Рис. 6. Схема репродукции двуцепочечных ДНК вирусов После связывания с рецепторами и пенетрации в клетку первым событием

репликации является продукция мРНК из геномной ДНК. У папова-, адено-и герпесвирусов транскрипция вирусной ДНК в мРНК происходит в ядре клеткихозяина клеточной ДНК-зависимой РНК-полимеразой. У паповавирусов (вирус SV-40) различают раннюю и позднюю транскрипцию. В период транскрипции образуются ранние мРНК, кодирующие регуляторные (ранние) белки – альфа (сверхранние) и бета(ранние), а затем образуются поздние мРНК, кодирующие поздние (гамма) белки(структурные). Геном аденовирусов, также характеризуются наличием ранних и поздних генов (рис. 8). Среди продуктов ранних генов имеется тимидинкиназа и вирус-специфическая ДНК-полимераза. Большинство поздних белков, являются структурными. При их продукции ингибируется биосинтез сверхранних и ранних белков. В промежутке между синтезом бета и гамма белков начинается биосинтез новых молекул геномной ДНК вирусов. Индивидуальные мРНК ранних и поздних генов соответствуют сиквенсу вирусной ДНК, т.е. экзонов, которые отделены участками нетранслируемымых последовательностей – интронами. Незрелые молекулы мРНК интенсивно разрезаются и в результате сплайсинга соединяются в одну
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молекулу. Синтез мРНК начинается с участков перекрывания вирусной ДНК. Этот избыток снижает количество вирусной ДНК необходимой для кодирования некоторых вирусных белков и является механизмом геномной экономии. Однако ДНК полимеразы самостоятельно не способны начать синтез полинуклеотидной цепи. Они могут только наращивать ее в соответствии с инструкцией ДНКматрицы. Образование новой цепи инициируется специфической РНК полимеразой, названной «альфа-примазой» или «короткой примазой». У вируса SV-40 альфа-примаза вначале синтезирует специальный праймер, инициирующий репликацию, а образовавшаяся репликационная вилка наращивается в двух направлениях. В результате образуются две двуцепочечные кольцевидные молекулы ДНК. У герпесвирусов геном является кольцевидным. Репликационная вилка наращивается только в одном направлении, конечным продуктом является одна молекула циркулярной двуцепочечной ДНК. У аденовирусов, в противоположность этому, геном является линейным. Репликационная вилка также наращивается только в одном направлении, а конечным продуктом является молекула двуцепочечной линейной ДНК.

Рис. 8. Динамика репродукции вирусов и биосинтеза белков.

А. Кривая цикла роста (репродукции) вируса в культуре клеток и динамика его высвобождения Б. Характеристика кривых репродукции вирусов, относящихся к разным семействам Наиболее сложно организованы поксвирусы. Начальные этапы транскрипции и

трансляции происходят в цитоплазме клетки. Они не используют клеточные РНК полимеразы, так как их собственные ДНК-зависимые РНК полимеразы, обеспечивают начальные этапы транскрипции. Продукты ранних генов включают ДНК полимеразы, белки, связывающиеся с началом репликации и инициирующие процесс, а также белки стимулирующие клетку к вхождению в S фазу клеточного
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