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Bluetongue virus (BTV): structure and replication

Summary

The article reviews the structure of BTV and the role of capsid proteins in the replication process. The BTV
is an icosahedral virus with a genome of approximately 19 200 base pairs and composed of ten linear segments
of double-stranded RNA (dsRNA). These RNA segments are packaged in a triple layered protein capsid
(88 nm in diameter). The outer shell of capsid is composed of two structural proteins: 60 trimers of VP2,
which acting as a hemagglutinin (HA) is responsible for glycoprotein receptor binding, and 120 trimers of
VPS5 that mediate the release of viral particles from endosomal compartments into cytoplasm and undergo pH
dependent conformational changes that allow membrane fusion and syncytium formation. The intermediate
layer consists of VP7 protein — the major immunodominant of BTV. This layer surrounds the subcore (54 nm)
which consist of 12 decamers of the VP3 protein (role in the structural integrity of the virus core) and three
minor structural proteins: VP1 (replicase), VP4 (mRNA capping enzyme) and VP6 (RNA-dependent ATPase
and helicase). Moreover, the viral subcore consists of nonstructural proteins: NS1, NS2, NS3 and NS3A, which
participate in the control of BTV replication, maturation and export from infected cell.
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Wirus choroby niebieskiego jezyka (BTV), z rodza-
ju Orbivirus, rodziny Reoviridae, jest czynnikiem etio-
logicznym choroby niebieskiego jezyka (BT). Choro-
bg charakteryzuja zmiany krwotoczne, powstale w wy-
niku uszkodzenia naczyn krwiono$nych. Na zakaze-
nie wirusem podatne sa owce, w mniejszym stopniu
bydlo, kozy oraz niektore dzikie przezuwacze. Straty
ekonomiczne, ktore powstaja w wyniku zakazenia
BTV, sa bezposrednio zwiagzane ze zmniejszeniem
efektywnosci hodowli i $miertelnoscia zwierzat oraz
posrednio z utratg rynkdw zbytu z powodu ogranicze-
nia handlu zwierzgtami 1 produktami zwierzgcego po-
chodzenia (nasienie i embriony). Wystapienie BT
wymaga rowniez zastosowania okre§lonych srodkow
kontroli choroby, migdzy innymi precyzyjnej diagnos-
tyki laboratoryjne;.

Do 1998 r. chorobe niebieskiego jezyka stwierdza-
no w Europie sporadycznie 1 zazwyczaj wywotywana
byla ona przez pojedyncze serotypy BTV. Jednakze,
poczawszy od tego roku, choroba spowodowana przez
serotypy 1,2, 4, 8,91 16 wystgpowata w wielu euro-
pejskich krajach basenu Morza Srédziemnego (15).
W sierpniu 2006 r. po raz pierwszy w historii zasigg
wystgpowania BT przekroczyl 50° szerokosci potnoc-
nej i chorobg wywotana przez BTV serotyp 8 stwier-
dzono w niektoérych krajach Europy potnocno-zachod-

niej: Holandii, Belgii, Niemczech, Francji i Luksem-
burgu (27). W ostatnich kilku latach sytuacja epizoo-
tyczna w zakresie BT w Europie zmienita si¢ na nie-
korzysc i staje si¢ coraz bardziej ztozona. Przyczyna
niekorzystnych zmian jest nie tylko pojawienie si¢
nowych serotypéw BTV na obszarach, na ktérych cho-
roba wystepowata endemicznie, lecz przede wszyst-
kim jego przeniesienie na tereny dotychczas wolne od
choroby (27). Wystepowanie BT na nowych obszarach
geograficznych w Europie stwarza szczego6lne zagro-
zenie z powodu wysokiego tempa i stopnia rozprze-
strzeniania SIQ mektorych serotypow BTV oraz moz-
liwosci pojawiania si¢ nowych wariantow (22).

Ze wzgledu na problemy gospodarcze i1 epizootycz-
ne BTV byl w ostatnich latach obiektem intensywnych
badan w zakresie budowy oraz funkcji struktur biat-
kowych i genetycznych, dlatego obecnie jest najlepiej
poznanym orbiwirusem (21). Czasteczka BTV (ggstos¢
1,337 g/cm?), o ksztalcie dwudziestoScianu, posiada
genom o wielko$ci okoto 19 200 par zasad, zbudowa-
ny z 10 liniowych segmentéw podwojnie niciowego
RNA (dsRNA), zawierajacych 57% nukleotydow AU
143% GC oraz konserwatywne sekwencje na koficu
3’15’ tancucha RNA (17). Segmenty 10dsRNA upa-
kowane sa w tréjwarstwowym kapsydzie o $rednicy
okoto 88 nm (18). Warstwa zewnetrzna kapsydu zbu-
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Ryec. 1. Schemat budowy BTV (wedlug www.expasy.ch)

dowana jest z dwoch biatek strukturalnych — 180 cza-
steczek (60 trimeréw) biatka VP2 (111 kDa) oraz
360 czasteczek (120 trimeréw) biatka VPS5 (59 kDa)
(ryc. 1). Warstwe posrednia tworzy biatko struktural-
ne VP7 (38 kDa) — gtowna determinanta okreslajaca
przynalezno$¢ do okreslonej grupy serologicznej — zor-
ganizowane w 260 trimeréw formujacych dwudziesto-
scienng warstwe o symetrii T = 13 (20) (ryc. 1). War-
stwa ta otacza rdzen wirusa (54 nm) utworzony z 12
dekamerow biatka wysokoczasteczkowego — VP3 (100
kDa) o symetrii T = 2 oraz trzech mniejszych biatek —
VP1 (149 kDa), VP4 (76 kDa) i VP6 (36 kD) (7, 18).
Ponadto rdzen wirusa tworza bialka niestrukturalne
— NSI1, NS2, NS3 i NS3A, ktore prawdopodobnie
uczestnicza w kontroli replikacji wirusa, jego dojrze-
waniu 1 uwalnianiu z zakazonej komorki. Orbiwi-
rusy, w odroznieniu od wiruséw zawierajacych jed-
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serotypu (13). Roznice w sekwencji nukleotydow
fragmentu Seg-2 kodujacego biatko VP2 wynosza od
29% (BTV-81BTV-18) do 59% (BTV-161 BTV-22).
Sekwencjonowanie i analiza porownawcza fragmen-
tu Seg-2 ujawnia rowniez znaczne rdznice pomigdzy
szczepami tego samego serotypu, wyizolowanymi
zrdznych regionow geograficznych, maksymalnie do-
chodzace do 30% w obrgbie tego samego serotypu (13).
W zaleznosci od regionu geograficznego izolacji wi-
rusa wyodrgbniono wschodnie i zachodnie topotypy
VP2. Z tego powodu do typowania szczepow wiruso-
wych i szczepionkowych BTV w reakcji RT-PCR wy-
korzystuje sig startery oligonukleotydowe flankujace
wybrane sekwencje Seg-2 (16).

Bialko VP5. W odroznieniu od VP2, biatko VP5
jest bardziej konserwatywne, cho¢ obserwuje si¢ tak-
ze niewielkie r6znice w sekwencji odzwierciedlajace
geograficzne pochodzenie wirusa (23). Trimery bial-
ka VPS5 tworza globularne struktury zewngtrzne;j
warstwy kapsydu BTV usytuowane pod warstwa biat-
ka VP2 (18) (ryc. 1). VPS5 przenika przez btong ko-
morkowa i uczestniczy w uwalnianiu czastek wirusa
z kompartmentow endosomalnych w cytoplazmie (10)
(tab. 1). Ponadto podlega zaleznym od pH zmianom
strukturalnym umozliwiajacym potaczenie z btona ko-
morkowa 1 tworzenie syncytiow (6).

Bialka VP3 i VP7. Wysokoczasteczkowe biatka
rdzenia posiadaja wtasciwosci hydrofobowe i charak-
teryzuja si¢ znaczna konserwatywnoscia. Odgrywaja
wazna role w integralno$ci rdzenia wirusa oraz uczest-
nicza w ekspresji specyficznych determinantow anty-

Tab. 1. Funkcja bialek BTV w procesie replikacji

noniciowe RNA (ssRN/’%’), charakteryzuje w pro- [giG Funkela
cesie replikacji stabilno$¢ genetyczna i antygeno- : , I -~
mutacie materiahu genetvezneso sa sporadyez- Hemaglutynina - odpowiada za wigzanie do receptora komarki.
wa,(2114) ] genety g0 54 Sp Y VP2 |Indukcja wytwarzania przeciwciat neutralizujacych swoistych dla
ne . serotypu BTV.
= Przenika przez btong komdrkowg i uczestniczy w uwalnianiu
Biatka strukturalne VP5 czastek wirusa z kompartmentow endosomalnych w cytoplazmie.
Bialko VP2. Trimery biatka VP2 tworza trdj- Umozliwia tworzenie syncytiow.
szkieletowa strukturg zewngtrzng warstwy kapsy- Uczestnicza w integralnosci rdzenia wirusa.
du (7) (ryc. 1). Podczas replikacji wirusa VP2 dzia- Ud&ial w eksgresji specyficznych grupowo determinantéw
. O . . - antygenowych.
ta Jako hemagl_Utynlna _1 0dp0w1ada Z.a Wla&zame VP3/VP7 Kompleks VP3/VP7 chroni wirusowe dsRNA przed niekorzystnym
do receptora ghkqprotemowego, a takze md.ukl‘lje wptywem $rodowiska panujacego wewnatrz komorki, zapobiegajac
wytwarzanie swoistych przeciwciat neutralizuja- aktywacji interferonu (INF) typu | przez czynniki cytoplazmatyczne.
cych dla okreélonego serotypu BTV (9) (tab. 1). VP7 moze posredniczy¢ w taczeniu sie wirusa do komérek
Wewnqtrz komorki VP2 wiaje SiQ 7 wimentynq, owadzich oraz przenikaniu do ich wnetrza.
biatkiem wystqpujqcym w filamentach pos',rednich VP1 Replikaza (RNA polimeraz? - zale:ina od RNA) katalizuje synteze
szkieletu komorki, co umozliwia odpowiednia we- dsRNA na mairyey dodainiego tadcucha RNA.
s . A a g

wnqtrzkomérkowq lokalizachbiaika oraz wzajem- VP4 Katalizator syntezy czapeczki na koricu 5> mRNA.
ne oddzialywanie dojrzatych czastek wirusa i fila- vpg | ATPaza zalezna od RNA.
mentoéw posrednich (3). Biatko VP2 jest gtowna HElbozs
determinanta serotypowa BTV, co jest szczegdlnie NS1 | Udziat w cytopatogenezie i uwolnieniu wirusa z komérki.
istotne ze wzgledoéw diagnostycznych. Filogene- Uczestniczy w selekeji i zageszezaniu segmentéw wirusowego
tyczna analiza porownawcza biatka VP2 szczepoéw NS2 | ssRNA przed upakowaniem genomu do kapsydu.
referencyjnych BTV wykazata pelna korelacjg po- Udziat w replikacji wirusa i formowaniu jego rdzenia.
migdzy zmienno$cia sekwencji w genomie 2 (ko- NS3/NS3A Uczestniczy w dojrzewaniu wiriona i stymuluje proces uwalniania
dujacym VP2) i przynaleznos$cia do okre$lonego wirusa z komdrki gospodarza.
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genowych okreslajacych kilka odrebnych grup filoge-
netycznych (1) (tab. 1). Ponadto, w przypadku nieobec-
nosci biatek VP2 i VPS5, biatko VP7 moze posredni-
czy¢ w laczeniu si¢ wirusa do komoérek owadzich oraz
przenikaniu do ich wngtrza. W procesie tym istotng
rolg odgrywa sekwencja trojpeptydowa RDG (Arg-
-Gly-Asp) stanowiaca fragment 168-170 tancucha ami-
nokwasowego VP7 (26). VP7 moze wiazac si¢ z re-
ceptorami glikoproteinowymi (glikozaminoglikany),
cho¢ jest bardzo prawdopodobne, ze takze inne recep-
tory sa zaangazowane w proces laczenia si¢ wirusa
z blona komoérkowa i przenikaniem do jej wnetrza.
Dodatkowo, kompleks VP3/VP7 chroni wirusowe
dsRNA przed niekorzystnym wptywem srodowiska pa-
nujacego wewnatrz komorki, zapobiegajac aktywacji
interferonu (INF) typu I przez czynniki cytoplazma-
tyczne (tab. 1).

Bialka VP1, VP4 i VP6. Te mniejsze biatka rdze-
nia tworza kompleks transkrypcyjny. Biatko VP1 wy-
stgpujace w wirionie w n1ew1elklej ilosci (okoto 12
kopii na czasteczkg) moze uczestniczy¢ w syntezie
RNA, wydhuzajac startery oligo (A), funkcjonujac jako
replikaza syntetyzujaca dsSRNA na matrycy dodatnie-
go tancucha RNA (4) (tab. 1). VP1 posiada optymalna
aktywno$¢ w zakresie 27-37°C, co zapewnia efektyw-
na replikacj¢ zarowno w komorkach ssakow, jak i owa-
dzich. Wczesne mRNA posiada na koncu 5’czapecz-
ke (cap), czyli 7-metyloguanozyng, ktora stabilizuje
mRNA 1 ufatwia skuteczng translacj¢. W komorkach
organizmow wyzszych synteza czapeczki wymaga
udziatu czterech roznych enzyméw. W przypadku BTV
wszystkie cztery reakcje sa katalizowane przez poje-
dyncze biatko VP4 (25). Z kolei biatko VP6 posiada
aktywnos$¢ ATPazy zaleznej od RNA oraz helikazy.
Uczestniczy w rozwijaniu dupleksow dsRNA 1 moze
wspotuczestniczy¢ w syntezie mRNA na matrycy
dsRNA (24) (tab. 1).

Biatka niestrukturalne

W zakazonych komorkach przezuwaczy biatka NS1
1 NS2 sa syntetyzowane w znacznie wigkszej liczbie
kopii niz biatka NS3 1 NS3A. Jednakze w zakazonych
komorkach owadzich rowniez biatka NS3 1 NS3A syn-
tetyzowane sa w wigkszej ilo$ci, co moze wskazywaé
na szczegolng ich role w procesie replikacji i namna-
zania sie w komoérkach wektora.

Bialko NS1. Obraz mikroskopowy komorek zaka-
zonych wirusem BT ujawnia duza liczbg kanalikéw
(Srednica 52,3 nm, dhlugos¢ 1000 nm) zbudowanych
z biatka NS1, co stanowi wewnatrzkomorkowa, mor-
fologicznq ceche zakazenia BTV. Badania Owensa
1 wsp. (19) wskazujq na rolg NS1 w cytopatogenezie
1 uwolnieniu wirusa z komorki.

Bialko NS2. Glowny sktadnik wirusowych ciatek
wtrgtowych obecnych w zakazonych komoérkach. NS2
wiaze si¢ do wirusowego ssSRNA i uczestniczy w hyd-
rolizie trojfosforanow do monofosforanow (11). Na tej
podstawie mozna wnioskowac, ze biatkko NP2 moze

by¢ zaangazowane w selekcjg 1 zageszczanie segmen-
tow wirusowego ssSRNA przed upakowaniem genomu
do kapsydu (tab. 1). Ekspresja NS2 w zakazonych ko-
morkach jest wystarczajaca do utworzenia ciatek wtre-
towych 1 prawdopodobnie biatko to odgrywa znacza-
ca rolg w replikacji wirusa i formowaniu rdzenia (12).

Bialko NS3 i jego skrocona forma — NS3A. Zwia-
zane sa z gtadkimi blonami wewnatrzkomorkowymi,
ale wystgpuja takze na blonie plazmatycznej. Biatko
to, kodowane przez najmniejszy segment RNA (S10),
jest jedynym biatkiem glikozylowanym kodowanym
przez wirus (2). NS3 funkcjonuje jako wiroporyna
ktora pobudza blong komorkowa, zwigkszajac jej prze-
puszczalnos¢, dzigki temu umozliwia uwalnianie wi-
rusa z komorki (8). Ponadto NS3, wiazac si¢ z bial-
kiem komorkowym Tsg101, pozwala czasteczkom wi-
rusa opusci¢ komorki gospodarza przez paczkowanie,
podobnie jak to ma miejsce w przypadku retrowiru-
sOw. Mechanizm ten moze by¢ wykorzystywany do
uwalniania BTV z komérek owadzich, w ktérych nie
wystepuje wyrazny efekt cytopatyczny.

Replikacja BTV

Replikacja wirusa odbywa si¢ w fagocytach mono-
nuklearnych i komodrkach endotelialnych. W wyniku
ich zakazenia uwalniane sa cytokiny zapalne oraz za-
chodzi proces apoptozy. Wirus wnika do komorki ssa-
kéw za posrednictwem biatka VP2 (hemaglutynina).
Proces wnikania wirusa do komorki gospodarza za-
poczatkowuje potaczenie si¢ BTV do receptoréw gli-
koproteinowych btony komoérkowej za posrednictwem
trimerow biatka VP2. Czasteczki rdzenia moga row-
niez wigzac si¢ z komorka (gtownie owadzia) za po-
srednictwem trimeréow VP7. Wyniki ostatnich badan
biochemicznych i mikroskopowych wykazaty, ze me-
chanizm wnikania wirusa do komorki zachodzi na dro-
dze endocytozy receptorowej, w ktorej posrednicza
biatka z grupy klatryn (5). VP2 uwalnia si¢ z endoso-
méw powstajacych w procesie endocytozy. Obnizenie
pH srodowiska powoduje fuzj¢ biatka VPS5 z btona
endosomalng (6) 1 transport transkrypcyjnie aktywne-
go rdzenia do cytoplazmy zakazonej komorki. Podob-
nie jak w przypadku innych wirusow z rodziny Reo-
viridae, replikacja BTV ma miejsce w cytoplazmie
zakaZonej komorki. Biatko VP1 katalizuje proces
transkrypcji sSRNA kazdego z dziesigciu segmentéw
genomu BTV (4). W proces transkrypcji zaangazowa-
ne jest biatko VP6, dzialajace jako helikaza umozli-
wiajaca rozwini¢cie dSRNA, w celu przylaczenia re-
plikazy oraz oddzielenia macierzystej i nowo zsynte-
tyzowanej nici RNA po zakonczeniu transkrypcji. Po-
nadto ATPazowa aktywno$¢ tego biatka wykorzysty-
wana jest do dostarczenia energii do tego procesu (24).
Do konica 5° nowo syntetyzowanego mRNA dotacza-
na jest czapeczka, ktora powstaje dzigki guanylyl-trans-
ferazowej 1 transmetylazowej aktywnosci biatka VP4
(25). Po przytaczeniu czapeczki mRNA transporto-
wany jest do cytoplazmy, gdzie zachodzi proces trans-



lacji. Na matrycy mRNA syntetyzowane sa biatka wi-
rusowe, a proces translacji rozpoczyna si¢ po okoto
2 godzinach od zakazenia komorki. W procesie upa-
kowania genomu do kapsydu wspoétuczestnicza: heli-
kaza VP6, biatko NS2, a takze biatka VP11 VP4 (12,
24). Jednocze$nie na matrycy dodatniego tancucha
RNA (mRNA), RNA polimeraza — zalezna od RNA
(replikaza) syntetyzuje nowy, jednoniciowy RNA
o ujemnej polarnosci, ktory na etapie sktadania nowych
czastek rdzenia BTV stuzy jako matryca do produkcji
dsRNA (4). Na podstawie badan mikroskopowych wy-
kazano, ze kazdy segment dSRNA wiaze si¢ niezalez-
nie z kompleksem transkrypcyjnym (VP1, VP41 VP6)
usytuowanym na wewngtrznej stronie warstwy VP3
1 kompleks ten przybiera ksztalt kwiatu (18). Warstwa
rdzenia VP3 stanowi stosunkowo delikatna, niestabil-
na strukturg, ktora stuzy jako rusztowanie dla trime-
réw VP71 po ich zwigzaniu daje sztywniejszy, stabil-
niejszy rdzen wirusa. Biatka zewngtrznej warstwy kap-
sydu VP2 i VPS5 lacza si¢ z nowo powstalym rdze-
niem i dojrzate czastki wirusa sa transportowane w cy-
toplazmie przy udziale kompleksu VP2/wimentyna
na mikrotubule (3). Dojrzewanie i uwolnienie wirio-
néw z zakazonych komoérek odbywa si¢ przez blong
komorkowa przez paczkowanie lub w wyniku lizy ko-
morki, po jej destabilizacji, w ktérej posredniczy bial-
ko NS3 (wiroporyna) (8). Powielanie dojrzatych czas-
tek BTV zachodzi w czasie 8-24 godzin po zakazeniu.
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