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			II OSA. ÜLDINE JA MOLEKULAARNE VIROLOOGIA

			II.1. RNA GENOOMSED BAKTERIOFAAGID 

			Andres Merits

			 

			Kokkuvõte 

			Bakteriofaagide seas leidub positiivse polaarsusega ssRNA-genoomseid viiruseid (sugukond Leviviridae; tuntumad esindajad on faag MS2 ja faag Qβ) ning dsRNA-genoomiga viirused (sugukond Cystoviridae; enim uuritud esindaja faag φ6). Sugukonda Leviviridae kuuluvatel viirustel on umbes 4000 nukleotiidijäägist koosnev genoom, mis kodeerib kolme või nelja valku: valmimisvalku, kapsiidivalku, lüüsivalku ja RNA-st sõltuvat RNA polümeraasi. Valkude ekspressiooni reguleeritakse viiruse genoomse RNA sekundaarstruktuuri kaudu. ssRNA-genoomiga bakteriofaagid replitseeruvad negatiivse polaarsusega RNA vahendusel ilma dsRNA-d moodustamata. Viiruse replikaasi kuulub peale viiruse kodeeritud RNA polümeraasi ka kolm raku translatsioonisüsteemist pärinevat valku. dsRNA-genoomiga bakteriofaagidel on segmenteeritud (3 segmenti, L, M ja S) genoom pikkusega kokku umbes 13,5 kiloaluspaari ja nende valkkest (kapsiid) on ümbrisega. Nakatatud rakku siseneb virionist pärinev kapsiid, milles toimub positiivsete RNA-ahelate süntees – transkriptsioon. Nende RNA-de pealt transleeritud valgud moodustavad uued prokapsiidid, kuhu pakitakse üks koopia igast positiivsest RNA-st. Negatiivse ahela süntees – replikatsioon – toimub uuesti moodustunud kapsiidides. Membraan (ümbris) omandatakse virionide valmise käigus. RNA-viirustel on lai rakendus biotehnoloogias – kasutatakse nii nende geeniekspressiooni reguleerivaid järjestusi kui ka nende ensüüme.

			 

			II.1.1. Üheahelalise RNA-genoomiga bakteriofaagid (sugukond Leviviridae)

			Üheahelalise (ss, ingl single stranded) RNA-genoomiga bakteriofaagid avastati aastal 1961. Kõikidel neil on positiivse polaarsusega RNA-genoomid, negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga bakteriofaage pole siiani leitud. ssRNA-genoomsed bakteriofaagid on väga tavalised, neid leidub ohtralt keskkonnas, eriti suurel hulgal reovees. See tuleneb asjaolust, et mitmed neist nakatavad soolekepikest – Escherichia coli’t. Nende viiruste väikesed genoomid ja kiire paljunemistsükkel on võimaldanud nende kasutamist järgmistel juhtudel.

			-Viiruse genoomi organisatsiooni uurimiseks. ssRNA-bakteriofaagide genoomid olid esimesed täielikult sekveneeritud genoomid üldse: faagi MS2-genoomi järjestus avaldati aastal 1976, st juba enne DNA sekveneerimise meetodite väljatöötamist. 

			-Uurimaks geeniekspressiooni reguleerimist translatsioonitasandil.

			-Uurimaks translatsioonilist polaarsust ja translatsioonilisi repressorvalke.

			-Uurimaks RNA replikatsiooni.

			 

			Taksonoomia

			Algul jagati ssRNA-genoomiga bakteriofaagid alagruppidesse seroloogiliste ja füüsikaliste-keemiliste tunnuste põhjal, hiljem RNA hübridiseerimise ja seejärel genoomide järjestuse ja organisatsiooni alusel. Sugukonda Leviviridae (valdkond Riboviria, riik Orthornavirae, hõimkond Lenarviricota, klass Allassoviricetes, selts Levivirales) kuulub praeguse süstemaatika järgi kaks perekonda.

			1.Levivirus. Selle perekonna enim uuritud esindaja on Escherichia virus MS2 (faag MS2); teine tuntud esindaja on faag BZ13 (liiginimetus Escherichia virus BZ13).

			2.Allolevivirus. Selle perekonna tüüpesindaja on Escherichia virus Qbeta (faag Qβ), mis on ka kõige rohkem uuritud ssRNA-genoomne bakteriofaag; teine tuntud esindaja on Escherichia virus FI (faag FI).

			Nagu näha ametlikest nimetustest, on kõik ülal loetletud viirused „kolifaagid“ – see on nimetus, mida kasutatakse E. coli’t nakatavate viiruste kohta. Peale E. coli leidub ssRNA-genoomiga baketeriofaage ka teisel Gram-negatiivsetel bakteritel. Ehkki tegemist ei ole ICTV poolt ametlikult tunnustatud viiruste liikidega, on tuntud ka näiteks Pseudomonas aeruginosa faagid PP7 ja 7S, Caulobacter’i faagid ϕCb5, ϕCb12r, ϕCb8r ja ϕCb23r ning Acinetobacter’i faag AP205. Kahtlemata leidub ssRNA-genoomiga bakteriofaage ka paljudel muudel bakteritel. 

			 

			Virioni struktuur

			Sugukonda Leviviridae kuuluvate bakteriofaagide virionid on ümbriseta ikosaeedrilised 26-nm diameetriga ja T = 3 sümmeetriaga partiklid. Mitmete esindajate (sealhulgas MS2- ja Qβ-) virionidel on ka kristallstruktuurid. Virionid koosnevad (Joonis 34):

			-ssRNA genoomist (üks koopia virioni kohta); 

			-180 kattevalgu subühikust. Kattevalgust koosneva virioni kesta paksus on umbes 2 nm;

			-ühest A-valgu (perekond Levivirus) või A2-valgu (perekond Allolevivirus) koopiast. A-valk on virioni valmimisvalk (ingl maturation protein) ja kujutab endast viiruse antiretseptorit – molekuli, mille abil virion kinnitub rakule.

			A-valku ja RNA-d pole virionide kristallstruktuuridel näha. Seetõttu arvatakse, et need ei asu virionis fikseeritud positsioonides. Perekonda Allolevivirus kuuluvate viiruste virionidesse kuulub lisaks ülal loetletud komponentidele veel 12 A1-valgu molekuli. A1-valk on kattevalgu pikem vorm, mis sünteesitakse kattevalgu terminaatorkoodoni supresseerimise (ingl read-through) tulemusena (Joonis 35). 
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			Joonis 34. Bakteriofaag MS2 virioni ehituse skeem (A) ja ruumiline struktuur (RCSB PDB, https://www.rcsb.org/structure/2ms2) (B).

			 

			1.1.3. Genoomi organisatsioon

			Sugukonda Leviviridae kuuluvate viiruste genoomid koosnevad 3500–4200 nukleotiidi jäägist. Kodeerivad alad moodustavad üle 90% viiruste genoomist. Mittekodeerivad alad (s.t regioonid, mis valke ei kodeeri) paiknevad genoomi otstes ja lugemisraamide vahel (Joonis 35). Mõlema perekonna viiruste genoomide organisatsioon on sarnane; peamiste lugemisraamide (positiivse RNA-genoomiga viirustel nimetatakse genoomis paiknevaid lugemisraame sageli ka geenideks) järjekord on genoomi 5’-otsast lugedes valmimisvalgu (antiretseptor), kapsiidivalgu ja RNA-st sõltuva RNA polümeraasi (RdRp) lugemisraamid. Perekondade olulisim erinevus on lüüsivalku kodeeriva ala paiknemine (Joonis 35):

			1.Perekonna Levivirus esindajatel on spetsiifiline geen, mis kodeerib bakterit lüüsivat 75 aminohappejäägi pikkust hüdrofoobset L-valku. 

			2.Perekonna Allolevivirus esindajad iseseisvat lüüsivalku ei kodeeri; lüüsivalgu funktsioone täidab A2- (maturation) valk. Selle perekonna viirustel on ka kattevalgu pikem variant A1-valk, mida sünteesitakse UGA stop-koodoni läbilugemisel (ingl read-through) trüptofaani tRNA abil (läbilugemise efektiivsus om u 5–6%). 
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			Joonis 35. Faagide MS2- (ülal) ja Qβ- (all) genoomide ehitus. Näidatud on kodeerivate ja mittekodeerivate alade paiknemine. UGA-faag Qβ-genoomis näitab valgusünteesil läbiloetava stop-koodoni asukohta. Selle protsessi tulemusena sünteesitakse A1-valk, mis on kattevalgu pikem vorm.

			 

			Miks kodeerivad leviviirused just neid valke? Ilmselt on tegemist minimaalse komplektiga, millega üks autonoomne (teiste viiruste abita replitseeruv) RNA-genoomiga bakteriofaag üldse toime tuleb. Viiruse valkude põhifunktsioonid on sellised, mida viirus ilmtingimata vajab ja mida peremehelt laenata pole võimalik:

			-valmimisvalk on vajalik virionide moodustamiseks ja toimib ka antiretseptorina;

			-kapsiidivalk on vajalik virionide moodustamiseks ja toimib nende viiruste puhul ka geeniekspressiooni regulaatorina;

			-lüüsivalk või selle funktsiooni täitev valmimisvalgu osa on vajalik virionide vabanemiseks rakkudest;

			-RNA-st sõltuv RNA polümeraas on vajalik viiruse RNA replikatsiooniks – bakteril puuduvad ensüümid, mis suudaksid RNA matriitsil RNA-d sünteesida.

			Kuna ssRNA bakteriofaagid ajavad läbi ainult hädavajalikuga, siis on neile väga oluline selle vähese väga efektiivne kasutamine. Kahtlemata saavad nad sellega ka hästi hakkama: infektsioon on kiire (paljunemistsükkel kestab alla tunni) ning lõpeb rakkude lüüsimise ja arvuka uue viirusepõlvkonna vabanemisega. 

			 

			Rakkude nakatamine ja peremeeste ring

			Nagu kõikidel positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel, on ka Leviviridae esindajate genoomne RNA infektsiooniline: palja RNA-ga saab nakatada näiteks ilma rakuseinata bakterirakke (sferoplaste). Normaalsesse rakku sisenemiseks seonduvad ssRNA-genoomiga bakteriofaagid peremeesraku pinnal olevatele piilidele (niitjaid struktuurid raku pinnal). Kolifaagide retseptoriks on E. coli F-piili ehk sugukiud (ingl sex pilus); Pseudomonas’e ja Caulobacter’i faagid seonduvad polaarsetele piilidele. Seondumine piilidele toimub A-valgu (antiretseptor) abil. Faag Qβ vajab peremeesrakule seondumiseks ka A1-valku; kattevalk ise retseptori seondamises ei osale. Erinevalt niidikujuliste ssDNA-viiruste virionidest seonduvad Leviviridae esindajate virionid eelkõige piilide külgedele, mitte nende tippudesse. Bakteriofaagi peremeeste ringi määrab sobiva piili olemasolu raku pinnal: näiteks suudavad kolifaagid sobiva retseptori olemasolul nakatada ka muid Gram-negatiivseid baktereid. Teada on ka ssRNA-genoomiga faag PRR1, mille retseptoriks on piilid, mis on kodeeritud antibiootikumide resistentsusplasmiidi (P-sobivusgruppi kuuluv plasmiid, mis kannab antibiootikumide resistentsusgeene, näiteks RP1, RP4) poolt. Vastava piili olemasolul nakatab PRR1 mitmeid baktereid, nagu E. coli, Pseudomonas, Salmonella typhimurium ja Vibrio cholerae. 

			Faagi MS2 A-valgul on kaks domeeni, millest mõlemad seonduvad viiruse genoomse RNA-ga: genoomi 5’-otsast vaadatuna asub üks seondumissait nukleotiidse järjestuse positsiooni 400 ja teine positsiooni 3500 lähedal. Virioni seondumine retseptorile indutseerib A-valgu katkilõikamise tema domeenide vahelt. See toob kaasa viiruse RNA-genoomi otste vabanemise ja RNA väljumise kapsiidist. Sellele järgneb piili „kokkutõmbumine“ (ingl contraction), mille tulemusena viiruse RNA koos temaga seondunud A-valgu fragmentidega tuuakse raku pinnale. Seejärel siseneb viiruse genoom rakku. 

			 

			MS2 geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			Eukarüootidel leidub arvukalt positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruseid, millel teadaolevalt puudub viiruse kodeeritud valkude sünteesi ajaline ja proportsionaalne regulatsioon. Kuna siiani ei ole bakteriofaagide hulgas selliseid juhtumeid kirjeldatud, on võimalik, et bakterirakus selline lihtne, kuid ebaefektiivne strateegia ei töötaks. Piiratud ressursside puhul pole ratsionaalne toota võrdses koguses kapsiidi- ja valmimisvalku, mille vahekord virionis on näiteks 180 : 1. Samuti ei saaks bakteriofaagi jaoks lõppeda hästi infektsioon, mis algaks lüüsivalgu sünteesiga. ssRNA-genoomiga bakteriofaagide geeniekspressioon on seetõttu väga täpselt reguleeritud:

			-replikaasivalku sünteesitakse infektsiooni alguses ja väikestes kogustes; 

			-kattevalku sünteesitakse peamiselt infektsiooni lõpus ja suurtes kogustes;

			-valmimisvalgu ekspressioon toimub madalal tasemel ja samal ajal viiruse RNA sünteesiga. 

			Kuidas viirus seda saavutab? Väikesed ssRNA-bakteriofaagid ei saa suurte dsDNA-genoomiga viiruste eeskujul kodeerida arvukalt regulaatorvalke. Ka ei saa need viirused puuduvaid funktsioone peremehelt laenata: rakus lihtsalt pole valke, mis reguleeriksid RNA vahendatud geeniekspressiooni. Seepärast kasutab viirus ära oma RNA-genoomi võimalusi – eelkõige seda, et viiruse genoom RNA ei ole kaugeltki pikk ja struktuurita „niit“, vaid sellel on keeruline sekundaarstruktuur (Joonis 36A). Seda struktuuri kasutab viirus nii oma valkude kui ka RNA sünteesi reguleerimiseks. Siinkohal tuleb märkida, et RNA sekundaarstruktuuri kasutamine ei ole iseloomulik üksnes sugukonda Leviviridae kuuluvatele viirustele: suuremal või vähemal määral kasutavad RNA ruumilise struktuuri võimalusi ära kõik RNA- genoomiga viirused, ning ka pöördtranskriptsiooni kasutavad viirused. Nii mõnigi nendest – näiteks taimede tombusviirused – on selles väga osavad ega jää leviviirustele millegi poolest alla. Siiski olid just leviviirused, eelkõige faag MS2, mudeliks, mida uurides avastati, kui efektiivselt suudavad väikesed ssRNA-genoomiga viirused oma genoomse RNA sekundaarstruktuuri pakutavaid võimalusi kasutada.

			Leviviiruste geeniekspressiooni kontroll toimib eelkõige translatsioonilisel tasandil. Viirus kasutab spetsiifilisi RNA sekundaarstruktuure, mis reguleerivad ribosoomide juurdepääsu initsiatsioonikoodonite ees paiknevatele RBS- (ingl ribosome binding site; tuntud ka kui Shine’i-Dalgarno järjestus) elementidele. Meeldetuletuseks: prokarüootide mRNA-d on funktsionaalselt polütsistroonsed ning valkude translatsiooni initsiatsiooni efektiivsus sõltub:

			-lugemisraami ees olevast RBS-elemendi homoloogiast ribosoomi väikeses allühikus asuva 16S rRNA alaga, millega RBS seondub;

			-initsiaator tRNA antikoodoni ja mRNA initsiatoorkoodoni interaktsioonist;

			-RBS-elemendist 5’ suunas paiknevast järjestusest, mis on sageli adeniinijääkiderikas ja mida seob ribosoomivalk S1. 

			Faagi MS2 geeniekspressiooni mudel on järgmine.

			1.Esimeseks transleeritavaks geeniks on kattevalgu geen, sest natiivselt volditud RNA- genoomis on selle geeni RBS ainsana vaba ja saab seonduda ribosoomiga (Joonis 36A). Esmapilgul tundub see üsna ebaloogiline – viirus vajab ju kattevalku alles infektsiooni lõpus; miks siis just sellest alustada? Tegelikult on viirusel selleks mitmeid põhjusi, millest esimene on see, et kattevalgugeen kontrollib replikaasigeeni avaldumist.

			 

			 [image: ]

			Joonis 36. Faagi MS2 genoomi translatsiooni reguleerib RNA sekundaarne struktuur. A. Faagi RNA-lõigu (nukleotiidse järjestuse positsioonide 1335–1807 vahele jääv ala) sekundaarstruktuur. On näidatud paardunud alad ning lüüsivalgu- ja replikaasigeenide initsiaatorkoodonite paiknemine sellistes piirkondades. Ainsana on ribosoomidele kättesaadav kattevalgugeeni initsiaatorkoodon. B. Kattevalgugeeni transleerivad ribosoomid harutavad RNA sekundaarstruktuuri lahti, selle tulemusena vabaneb replikaasigeeni initsiatsiooniks vajalik järjestus.

			 

			2.Replikaasi translatsioon natiivselt genoomilt ei ole võimalik, sest selle geeni translatsiooni kontrolliv järjestus moodustab dupleksi temast ülalpool paikneva genoomilõiguga, mis kodeerib kattevalku (Joonis 36A). Seetõttu ribosoomid replikaasigeeni algusega ei seondu. Kui aga algab kattevalgu translatsioon, harutavad kattevalku sünteesivad ribosoomid dupleksi lahti; selle tulemusena replikaasigeeni RBS vabaneb ja algab replikaasivalgu süntees (Joonis 36B).

			3.Valmimisvalku ei saa viiruse genoomilt sünteesida sellepärast, et ka selle geeni RBS-i blokeerib RNA sekundaarstruktuur (Joonis 37A). Erinevalt replikaasigeenist ei paikne valmimisvalgugeenist ülalpool ühtegi kodeerivat järjestust, mille transleerimine võiks selle struktuuri lahti harutada. See jätab vaid ühe võimaluse – valmimisvalku kodeerivat lugemisraami saab transleerida ainult vastsünteesitud RNA-lt, mis pole jõudnud veel lõplikku ruumilist struktuuri omandada. On näidatud, et faagi MS2 vastsünteesitud RNA-d omandavad kõigepealt alternatiivse vähestabiilse (püsib mõned sekundid kuni minuti) konformatsiooni, milles RBS ei ole blokeeritud (Joonis 37B). See tagab valmimisvalgu sünteesi vajalikul ajal ja vajalikes (suhteliselt väikestes) kogustes. Seega sõltub valmimisvalgu süntees RNA replikatsioonist, mis sõltub replikaasi sünteesist, viimane sõltub omakorda kattevalgugeeni translatsioonist. Lihtne, kas pole?
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			Joonis 37. Faagi MS2 valmimisvalgu translatsiooni initsiatsiooni reguleerimine RNA sekundaarstruktuuri poolt. A. Genoomi 5’-ots moodustab stabiilse ristiheinalehelaadse struktuuri. Valmimisvalgu RBS moodustab dupleksi RNA komplementaarse regiooniga ega ole seetõttu ribosoomidele kättesaadav. B. Uuesti sünteesitud genoomi 5’-ots omandab alguses alternatiivse ruumilise struktuuri, milles valmimisvalgu RBS ei ole blokeeritud. See võimaldab ribosoomidel seonduda valmimisvalgu initsiaatorkoodonile (mis antud juhul pole AUG, vaid GUG).

			 

			4.Lüüsivalgu lugemisraami ei saa viiruse genoomilt transleerida muu hulgas ka sellepärast, et sellel lugemisraamil puudub RBS-element. Selle geeni ekspressioon sõltub taas kapsiidivalgu translatsioonist. Täpsemalt toimuvad sündmused järgmiselt (Joonis 38). Ribosoomid, mis on lõpetanud kapsiidivalgu sünteesi, termineerivad vastaval terminaator-koodonil. Translatsiooni termineerimine aga ei tähenda veel seda, et ribosoom kohe ja ilmtingimata matriitsilt lahkub: sellised termineerunud ribosoomid võivad liikuda piki mRNA-d edasi-tagasi ning uue initsiaatorkoodoni leidmisel taas translatsiooni alustada. Et ribosoomid on siin juba RNA-l, siis pole selliseks initseerimiseks RBS vajalik; vajalik on vaid terminaatorist mitte liiga kaugel asuva initsiaatorkoodoni olemasolu. Lüüsivalgugeeni initsiaatorkoodon paikneb kapsiidivalgu terminaatorist 50 nukleotiidi ülalpool, mis on taas-initsieerimiseks sobiv kaugus (Joonis 38). On näidatud, et kui seda kaugust suurendada, siis lüüsivalgu süntees väheneb. Seega toimub lüüsivalgu süntees ribosoomide poolt, mis on lõpetanud kapsiidivalgu sünteesi, termineerunud ja siis piki mRNA molekuli ülespoole (5’-otsa poole) liikudes sattunud lüüsivalgugeeni initsiaatorkoodonile. Muidugi tekib siin küsimus – kui efektiivne selline veider protsess saab olla? Vastus on ootuspärane – üsna ebaefektiivne, hinnanguliselt re-initsieerib translatsiooni lüüsivalgugeenil vaid 5% kapsiidivalku transleerinud ribosoomidest. Samas just seda viirus vajab: lüüsivalgu süntees saavutab vajaliku taseme alles infektsiooni lõpus, kui kapsiidivalku (ja uusi virione) valmib suurtes kogustes.
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			Joonis 38. Faagi MS2 lüüsivalgu translatsiooni initsieerimise skeem. Lüüsivalku sünteesivad ribosoomid, mis on eelnevalt lõpetanud kapsiidivalgu translatsiooni ning on matriitsilt lahkumise asemel liikunud piki RNA-d u 50 aluse võrra tagasi, sattudes sedasi lüüsivalgugeeni initsiaatorkoodonile.

			 

			Seega kujutab MS2 geeniekspressioon endast omapärast molekulaarset doominot, kus ühe kivi kukkumine käivitab järgmise kukkumise ja nii edasi. Ainult miks on viirusel vaja, et kõik läheks käima ühest doominokivist? See saab selgeks, kui vaatame nende viiruste RNA sünteesi mehhanismi.

			 

			ssRNA-bakteriofaagide genoomide replikatsioon (RNA süntees)

			Kõikidel positiivsetel RNA-viirustel on genoome RNA matriitsiks nii viirusevalkude sünteesil (translatsioon) kui ka viiruse negatiivse polaarsusega RNA sünteesil (replikatsioon). Genoomi transleerivad ribosoomid liiguvad mööda matriitsi 5’→3’suunas, samal ajal kui viiruse replikaas, mis sünteesib negatiivset RNA-ahelat, liigub mööda matriitsi 3’→5’ suunas. Siit järeldub, et mõlemat sünteesi ühel ja samal RNA-molekulil samal ajal läbi viia ei saa: replikaas ja ribosoomid põrkaksid kokku. Arvestades vastavate komplekside suurust, lõpeb selline kokkupõrge tõenäoliselt replikaasi matriitsilt eemaldamisega. Seega on vaja matriits enne RNA replikatsiooni algust teda transleerivatest ribosoomidest vabastada. See võib erinevatel viirustel toimuda erinevate mehhanismidega. Taas olid ssRNA-genoomiga bakteriofaagid esimeseks mudeliks, mille puhul seda protsessi põhjalikult uuriti.

			Enim on uuritud faagi Qβ RNA replikatsiooni, kuid olemasolevad andmed lubavad oletada, et ka muude ssRNA-genoomiga bakteriofaagide RNA replikatsioon toimub sarnaselt. Juba aastakümneid tagasi leiti, et Qβ replikaasi kompleks koosneb mitte ühest, nagu võiks viiruse genoomi struktuuri järgi oletada (Joonis 35B), vaid neljast allühikust.:

			1.Allühik I (ka α-allühik), milleks on ribosoomivalk S1.

			2.Allühik II (ka β-allühik), faagi enda poolt kodeeritud RNA polümeraas (RdRp, R-valk).

			3.Allühik III (ka γ-allühik), milleks on translatsiooni elongatsiooni faktor EF-Tu.

			4.Allühik IV (ka δ-allühik), milleks on translatsiooni elongatsiooni faktor EF-Ts.

			Seega kuulub faagi Qβ replikaasi kompleksi kolm mRNA translatsioonis osalevat valku ja vaid üks viiruse enda poolt kodeeritud valk. See on heaks näiteks, kuidas viirused kasutavad oma huvides peremeesraku valke. Siiski tundub faagi Qβ replikaasi kompleksi kuuluvate valkude valik esmapilgul üsna kummaline – miks just need valgud? Tegelikult on siingi selge loogika. Sellest arusaamiseks on vaja vaadata, kuidas toimub viiruse RNA genoomi replikatsiooniprotsess.

			Nagu kõikidel ssRNA-viirustel, toimub ka faagi Qβ RNA replikatsioon kahes etapis: alguses sünteesitakse genoomile komplementaarne (negatiivse polaarsusega) RNA ja seejärel, kasutades matriitsina komplementaarset RNA-d, uued genoomid. See on tingitud sellest, et ka RNA süntees toimub lämmastikaluste komplementaarsuse põhimõttel ja matriits ning tütarmolekul on teineteise suhtes antiparalleelsed. Seetõttu ei saa positiivse polaarsusega RNAmatriitsilt (+RNA) sünteesida teist sama polaarsusega RNA molekuli. Nii ongi faagi Qβ RNA replikatsiooni esimeseks etapiks vaba negatiivse polaarsusega RNA (–RNA) süntees. Siinkohal on oluline rõhutada, et dsRNA-d faagi Qβ replikatsiooni käigus ei teki: tekkivate dupleksite lahtiharutamist vahendab viiruse RdRp unikaalne C-terminaalne regioon ja erineva polaarsusega viiruse RNA-de paardumist rakus takistab RNA sekundaarstruktuuri olemasolu. Selline mehhanism on hädavajalik, sest dsRNA süntees (või selle sünteesijärgne tekkimine) oleks viirusele tupik: faagi Qβ replikaas ei ole võimeline dsRNA-d matriitsina kasutama. Selle poolest erineb faag Qβ RNA süntees eukarüootide positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruste replikatsioonist, mis toimub dsRNA (replikatiivse vahevormi) moodustamise kaudu. 

			Et alustada negatiivse RNA-ahela sünteesi, peab faagi Qβ replikaasi aktiivsait paigutuma kohakuti genoomi 3’-otsaga. Samas on replikaasil viiruse genoomis kaks seondumisaiti, mida nimetatakse S- ja M-saidiks. On näidatud, et replikaas seondub esmalt RNA-genoomi keskkoha lähedal paikneva S-saidiga. Selle seondumise mõte saab selgeks, kui uurida, kus S-sait täpselt paikneb: nimelt kattub see kattevalgugeeni algusega. See asjaolu selgitab ka asjaolu, miks faagi Qβ replikaasis on vaja ribosoomi S1 valku – just see valk on oluline ribosoomi väikese allühiku RNA-le seondumiseks. Seega kasutab viirus ribosoomivalgu S1 abi selleks, et seondada oma replikaas S-saiti. Et replikaasi selline seondumine blokeerib kattevalgu geeni translatsiooni initsiatsiooni, tõrjutakse ribosoomid kattevalgugeenilt välja. Nüüd saab selgeks ka see, miks on leviviiruste geeniekspressioon üles ehitatud doominokivide põhimõttel – kattavalgu sünteesi seiskamine toob kiiresti kaasa ka kõigi ülejäänud valkude sünteesi seiskamise ja seetõttu ei ole viirusel vaja seondada oma replikaasi iga eraldi võetud geeni algusega. S-saidi seondamisele järgneb replikaasi seondumine genoomi 3’-otsas paikneva M-saidiga; see paigutab viiruse genoomi 3’-otsa replikaasi aktiivsaiti. Faagi Qβ genoomi neli viimast nukleotiidi moodustavad järjestuse -CCCA(3’). On näidatud, et negatiivse RNA-ahela süntees sõltub ka raku valgust Hfq (ingl host factor Qβ). Hfq on raku valk, mille loomulikuks funktsiooniks on tagada raku G/C-rikaste mRNA-de, näiteks transkriptsiooni initsiatsioonil promooteralaga seonduvat sigmafaktorit kodeeriva mRNA, efektiivne translatsioon. Ilmselt ongi Hfq viirusele vajalik selleks, et „paljastada“ C-nukleotiidide- rikas genoomi 3’-ots, mis natiivses viiruse genoomses RNA-s moodustab dupleksi G-nukleotiididerikka sisemise regiooniga. Ehkki Hfq-valk on negatiivse RNA-ahela sünteesiks vajalik, ei peeta seda faagi Qβ replikaasi allühikuks, sest ta ei moodusta kompleksi ülejäänud replikaasivalkudega. 

			Nagu ka teised RNA polümeraasid, on faagi Qβ replikaas võimeline initsieerima RNA sünteesi de novo, mis tähendab, et ta ei vaja sünteesi alustamiseks praimerit. Platvormi de novo RNA sünteesi initseerimiseks moodustab genoomi 3’-otsas paiknev A-nukleotiid. M-saidi seondamisel paigutub replikaasi aktiivsaiti genoomi eelviimane C-nukleotiid, mistõttu RNA süntees algab G-nukleotiidist (komplementaarne ülalnimetatud C-nukleotiidile) ning genoomi 3’-otsas asuv A-nukleotiid jääb kopeerimata. On huvitav märkida, et EF-Tu moodustab GTP-ga kompleksi ning et EF-Ts on E. coli translatsioonisüsteemis guanosiin-nukleotiidi vahetusfaktor (katalüüsib GDP vabanemist EF-Tu küljest). Seega on võimalik, et ka viiruse replikatsioonil võiks EF-Tu olla vastutav esimese nukleotiidi (GTP) ensüümi aktiivsaiti toimetamise eest. Samuti on EF-Tu tuntud kui aminoatsüül-tRNA-molekulidega seonduv faktor. Kõigil tRNA-del asub 3’-otsas järjestus -CCA(3’). Sarnane järjestus on ka faagi Qβ-genoomi 3’-otsas. Just need võiksid olla põhjused, miks EF-Tu ja EF-Ts kuuluvad Qβ replikaasi koostisesse. Samas pole siiani leitud otsest tõestust selle kohta, et EF-Tu ja/või EF-Ts teadaolevad funktsioonid oleksid faagi RNA replikatsioonil olulised. Seepärast ei saa välistada, et nende valkude roll Qβ RNA sünteesil on veelgi komplekssem või praegu eeldatust hoopis erinev. RNA süntees lõpeb sellega, et viiruse replikaas lisab sünteesitud negatiivse RNA-ahela 5’-otsa ühe täiendava A-nukleotiidi; see lisamine ei toimu matriitssünteesi abil.

			Faagi Qβ negatiivse RNA-ahela sünteesi mehhanismi tuleb ilmselt iseloomustada sõnaga keeruline. Nagu nägime, on selleks vaja vabastada RNA genoom transleerivatest ribosoomidest, lahti harutada genoomi 3’-otsas paiknev dupleks ning vältida pikkade dsRNA-de moodustamist. Kõik see teeb negatiivse RNA-ahela sünteesi initsieerimise kohmakaks ja väheefektiivseks. Ilmselt pole see juhuslik. See tekitab küsimuse: miks selline süsteem evolutsiooni käigus üldse tekkis? Üheks võimalikuks põhjuseks on genoomse RNA stabiilsuse tagamine 3’-otsa paardumise abil. Teiseks võimalikuks põhjuseks on erineva polaarsusega RNA-de sünteesi asümmeetria tagamine: viirus peab sünteesima palju uusi genoome (positiivsed RNA-ahelad), kuid negatiivseid RNA-ahelaid pole nii palju vaja. Kui negatiivse RNA-ahela sünteesi initsiatsioon oleks efektiivne (lihtne), oleks seda eesmärki raske saavutada. Kui nii, kas see tähendab siis, et positiivsete RNA-de süntees on lihtsam ja efektiivsem? Täpselt nii see tõesti ongi: sel juhul ei ole vaja konkureerida ribosoomidega (negatiivset RNA-ahelat ei transleerita!), mistõttu positiivsete RNA-ahelate sünteesiks pole vaja ka S1-valku. Ka ei moodusta negatiivse RNA-ahela 3’-ots, mille järjestus on sama nagu genoomsel RNA-l (-CCCA(3’)), dupleksit G-rikka sisemise järjestusega, mistõttu pole vaja ka Hfq-valgu abi. Selle kõige tulemusena on RNA sünteesi initsieerimine negatiivsel ahelal oluliselt efektiivsem kui genoomsel RNA-l. Nii tagatakse, et positiivseid RNA-ahelaid sünteesitakse oluliselt (kümneid kordi) rohkem kui negatiivseid. Ka positiivsete RNA-ahelate süntees lõpeb täiendava A-nukleotiidi lisamisega RNA 3’-otsa; sellega taastatakse genoomi 3’-otsa õige järjestus, -CCCA(3’). Seega on ka viiruse RNA replikatsioonil kõik „hästi läbi mõeldud“ ning igal viiruse näival „veidrusel“ on oma kindel põhjus või põhjused.

			Nagu ülal kirjeldatust selgesti ilmneb, kasutavad leviviirused oma geneetilist informatsiooni äärmiselt efektiivselt: mõtestatud pole mitte ainult viiruse valke kodeerivad järjestused, vaid ka RNA ruumiline struktuur. Kas ja kuidas selline informatsiooni kompaktsus, mida näeme edaspidi ka mitmete teiste väikeste ssRNA-genoomiga viiruste puhul, mõjutab viiruse evolutsiooni? Katseklaasireaktsioonis (in vitro) teeb ssRNA-genoomiga bakteriofaagide RNA polümeraas palju vigu, samuti moodustuvad replikatsiooni käigus kiiresti algsest genoomist lühemad ja kiiremini replitseeruvad defektsed interfereeruvad (DI) RNA-d. Sellest hoolimata püsivad ssRNA faagide genoomsed järjestused läbi põlvkondade suhteliselt stabiilsetena: ligi 60 aasta jooksul, mil neid faage on kultiveeritud, on nende järjestustes toimunud väga vähe muutuseid. Ka on tähelepanuväärne, et eri liikidesse kuuluvate faagide genoomide järjestused erinevad üsna vähe. Tõenäoliselt on selle põhjuseks just järjestuste multifunktsionaalsus: viirus peab samal ajal säilitama võime kodeerida vajalikke valke, säilitama translatsiooni initsiatsiooni regulatsiooniks ja genoomi replikatsiooniks vajalikku RNA ruumilist struktuuri ning vältima RNA replikatsiooni käigus sünteesitud positiivsete ja negatiivsete ahelate vahelise dupleksi moodustamist. Näib, et isegi RNA-genoomiga viirusel ei ole lihtne leida mutatsioone, mis mitte üksnes vastaksid kõikidele nendele tingimustele, vaid annaksid mutantsele viirusele tema eellasega võrreldes olulisi eeliseid. 

			 

			Virionide kokkupanemine ja rakkudest vabanemine

			Sugukonda Leviviridae kuuluvate viiruste virionid moodustuvad genoomi ümber kapsiidi ehitamise (ko-kondenseerumise) teel. Pakkimise alguspunktiks on replikaasi valku kodeeriva ala alguses paiknev juuksenõelastruktuur. Selle elemendiga seonduvad kapsiidivalgu dimeerid ja sellega kaasneb replikaasivalgu sünteesi blokeerimine. Perekonda Levivirus kuuluvate viiruste puhul osalevad virionide moodustamises genoomne RNA, A-valk ja kattevalk; perekonna Allolevivirus esindajatel on oluline ka kattevalgu read-through-valk (A1-valk). Genoomi ja kapsiidivalgu interaktsioon on spetsiifiline, raku RNA-sid ega viiruse negatiivseid RNA-ahelaid virionidesse ei paigutata. Iga nakatunud raku kohta moodustub sadu infektsioonilisi virione.

			Virionide vabanemine rakkudest toimub lüüsivalgu (L-valgu) vahendusel. dsDNA- genoomiga bakteriofaagide puhul tavalist holiin-endolüsiin-süsteemi ssRNA-genoomiga bakteriofaagidel ei ole ja nende poolt kodeeritavad lüüsivalgud toimivad teisiti.

			-Leviviiruste L-valgu toimimise täpne mehhanism on siiani ebaselge. On teada, et L-valk koguneb raku sisemembraani ning on võimalik, et ta mõjutab selle elektrilist potentsiaali („lühiühendab“ membraani). Ilmselt lõhub see lokaalselt rakukestas asuva peptidoglükaanikihi, seda enamasti raku „ekvatoriaalses“ kasvupiirkonnas. Nende sündmuste tagajärjel läheb nakatunud rakk katki. 

			-Alloleviviiruste A2-valgu toimemehhanism on paremini tuntud: see valk inhibeerib peptidoglükaani eellasmolekulide sünteesi. Huvitav on märkida, et täpselt sama teeb Microviridae sugukonda kuuluvate faagide lüüsivalk E (vaata ptk II. 2). Seega sarnaneb A2-valk oma toimelt rakuseina sünteesi blokeerivate antibiootikumidega. Purunevad eelkõige jagunemiseks valmistuvad rakud: ilmselt põhjusel, et bakterid ei suuda olukorras, kui peptidoglükaani sünteesiks vajalikke substraate enam saada ei ole, jagunemisprotsessi peatada ning moodustuv rakukest on defektne. 

			 

			II.1.2. Kaheahelalise RNA-genoomiga bakteriofaagid, sugukond Cystoviridae

			Esimene dsRNA-genoomiga bakteriofaag – faag ϕ6 avastati 1973. aastal ja oli pikka aega ainus teadaoleva dsRNA-genoomiga bakteriofaag. Faag ϕ6, nagu on näha tema ametlikust liiginimetusest Pseudomonas virus phi6, ei ole kolifaag. Faagi ϕ6 peremeesteks on mitmed taimedele patogeensed perekonna Pseudomonas bakterite liigid ja tüved. Faag ϕ6 kuulub sugukonda Cystoviridae (valdkond Riboviria, riik Orthornavirae, hõimkond Duplornaviricota, klass Vidaverviricetes, selts Mindivirales). Selles sugukonnas on praegu vaid üks perekond (Cystovirus) kuhu kuulub peale faagi ϕ6 veel kuus seni teadaolevat viiruste liiki: Pseudomonas virus phi8, Pseudomonas virus phi12, Pseudomonas virus phi13, Pseudomonas virus phi2954, Pseudomonas virus phiNN ja Pseudomonas virus phiYY. Nagu ka ssRNA-genoomiga bakteriofaagide puhul, on hiljem leitud arvukalt ka teisi dsRNA-genoomiga bakteriofaage, mis tõenäoliselt kuuluvad samuti sugukonda Cystoviridae. Siiski jääb faag ϕ6 vähemalt esialgu kõige põhjalikumalt uuritud dsRNA-genoomiga bakteriofaagiks ning enamik allpool toodud andmeid pärineb just selle faagiga tehtud uuringutest.

			 

			ϕ6-virion

			Erinevalt ssRNA-genoomiga bakteriofaagide lihtsa ehitusega virionidest on ϕ6-virionil keeruline struktuur. Faagi ϕ6 üheks kõigepealt kirjeldatud omapäraks oli see, et tema virionid on väga tundlikud orgaaniliste lahustite toime suhtes. Seda põhjustab lipiidse ümbrise (membraani) olemasolu – ϕ6 on üks väheseid ümbrisega virione omavaid bakteriofaage. Koos membraanist väljaulatuvate valguliste „ogadega“ (ingl spike) on ϕ6-virioni väliseks diameetriks 86 nm. Virioni massist moodustavad 70% valgud, 20% lipiidid ja 10% RNA. ϕ6-virioni koostisesse kuulub 11 viiruse kodeeritud valku. Virionis saab eristada järgmisi struktuure (Joonis 39A).

			-Ogad koosnevad retseptorit seondavast valgust P3, mis kinnitub membraanile P6- ankurvalgu vahendusel. Peamine ümbrise valk on P9; peale selle leidub ümbrises ka rakuseina lüüsivaid valke (P5 ja P10).

			-Membraani all paikneb T = 13 sümmeetriaga väliskapsiid, mis koosneb 200-st P8-valgu trimeerist.

			Väliskapsiidi all paikneb RNA polümeraasi sisaldav ikosaeedriline südamiku struktuur (ingl core-structure) (Joonis 39B). Südamikul on T = 1 sümmeetria: selle karkass koosneb 60-st P1-valgu dimeerist. Lisaks kuulub südamikku 60 P7-valgu monomeeri, mis osalevad südamiku karkassi moodustamisel; 12 P4-valgu (RNA pakkimise mootorvalk) heksameeri ja 12 P2-valgu (RdRp) monomeeri. P4- ja P2-valgud paiknevad ikosaeedri tippudes, kusjuures P2-valk asub südamiku struktuuri siseküljel. Lisaks valkudele kuulub südamiku koostisesse veel kolmest dsRNA-segmendist koosnev viiruse genoom. Seega on ϕ6-virioni kapsiidi ehitus väga sarnane teiste dsRNA-genoomiga viiruste (reoviirused, totiviirused, birnaviirused – ptk-d II.23, 24, 25) sisekapsiidide ehitusega.
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			Joonis 39. Faagi ϕ6 virionid. A. Virioni ehituse skeem, näidatud on peamised valgud ja nende funktsioonid. B. Virionis paikneva südamiku (core) ruumiline struktuur (PDB ID 4BTQ).

			 

			ϕ6-genoomi ehitus.

			ϕ6 on segmenteeritud genoomiga viirus: tema genoom koosneb kolmest polütsistroonsest dsRNA-segmendist (Joonis 40). Nagu ka kõikidel teistel seni uuritud dsRNA-genoomiga viirustel, koosneb iga ϕ6-genoomi segment kahest erineva funktsiooniga RNA-ahelast. Positiivseks ahelaks nimetakse ahelat, mis vastab valke kodeerivale mRNA-le. Tegelikult pärinebki see viiruse mRNA-st (vt allpool). Negatiivne ahel on positiivse ahelaga komplementaarne ja selles ei ole valke kodeerivaid lugemisraame. Faag ϕ6 poolt nakatatud rakkudes negatiivset ahelat vabal (ssRNA) kujul ei leidu. Nagu juba öeldud, kehtib sama teiste dsRNA-genoomiga viiruste kohta. Seega, erinevalt dsDNA-genoomiga viirustest, kus lugemisraamid paiknevad sageli mõlemas DNA-ahelas, on dsRNA-genoomiga viirustel kodeeriv alati ainult üks (positiivne) RNA-ahel.
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			Joonis 40. Faag ϕ6 genoomi ehitus. Genoom koosneb kolmest segmendist, millest igaüks kodeerib mitut valku. Valke kodeerivad alad on funktsionaalselt klasterdunud (toodud erinevate värvidega). Kbp – kilo aluspaari (ingl kilo basepairs)

			 

			Segmenteeritud genoom toob viirusele – taas mitte ainult faagile ϕ6, vaid kõigile segmenteeritud genoomiga viirustele – mõningad universaalsed probleemid. Nimelt on vajalik viiruse RNA-de spetsiifiline äratundmine, seda nii nende RNA sünteesil kui ka virionidesse pakkimisel. Peale selle on vaja eristada üksteisest ka segmente. Enamikul viirustel – ϕ6 kaasa arvatud – on need probleemid lahendatud üsna sarnaste võtetega.

			1.RNA sünteesi tarbeks on vaja eristada viiruse RNA-sid raku omadest. Et viirusel on vaid üks RdRp, siis peavad erinevates RNA-segmentides olema sarnased (või identsed) replikaasi poolt äratuntavad elemendid. RNA-segmentide äratundmine replikaasi poolt toimub viirustel peaaegu alati RNA-de 5’- ja/või 3’-otstes paiknevate järjestuste alusel. Nii ongi faagi ϕ6 erinevate RNA-segmentide otste (NTR ingl non-translated region) järjestused väga sarnased: identsed (või peaaegu identsed) on positiivsete ahelate esimesed (5’-otsa poolsed) 18 ja viimased (3’-otsa poolsed) 17 nukleotiidi.

			2.RNA-de partiklisse pakkimisel on vaja teha vahet mitte ainult viiruse ja raku RNA-del, vaid ka viiruse erinevatel RNA-segmentidel. Nii on faagi ϕ6 puhul vaja igasse virioni pakkida üks koopia igast viiruse RNA-st. Virionid, milles paikneb mittetäielik komplekt segmente (nt on mõnda segmenti kaks koopiat ja sellega seoses mõni segment puudub), ei ole infektsioonilised. Selle saavutamiseks kasutatakse RNA pakkimissignaale (ingl pac-signal), mis faagi ϕ6 puhul paiknevad positiivsete ahelate 5’-otste lähedal. ϕ6 pakkimisignaalid koosnevad umbes 200 nukleotiidist ja on igal segmendil erineva järjestusega. 

			Kõik faagi ϕ6 genoomi segmendid on polütsistroonsed. 

			-L-segment (ingl large, 6,5 kbp) kodeerib valke, mis moodustavad RNA polümeraasi kompleksi valke (P1, P2, P4 ja P7), ning tundmatu funktsiooniga mittestruktuurset (virionidesse mittekuuluvat) valku P14.

			-M-segment (ingl medium, 4 kbp) kodeerib virioni rakule kinnitumise ning virioni ja raku membraanide liitumise kompleksi valke (P3 ja P6) ning kahte väikest membraaniseoselist valku P10 ja P13.

			-S-segment (ingl small, 3 kbp) kodeerib välimise kapsiidi pinnavalku P8, peamist membraanivalku P9, valku P5 (kuulub virioni ja on vajalik rakkude lüüsiks) ja mittestruktuurset valku P12 (vajalik virioni membraanse kompleksi moodustumiseks).

			Seega on faagi ϕ6 geenid funktsionaalselt klasterdunud: funktsionaalselt seotud valke kodeerivad lugemisraamid paiknevad enamasti samas genoomi segmendis.

			 

			Faagi ϕ6 virioni sisenemine rakku

			Rakku sisenemiseks peab faagi ϕ6 virion läbima gram-negatiivsetele bakteritele omase kolmekihilise rakukesta, mis koosneb välismembraanist, peptidoglükaankihist ja sisemembraanist. Faag ϕ6 on selle jaoks väga hästi kohastunud ja iga kihi läbimiseks on viirusel spetsiifiline mehhanism (Joonis 41). 

			1.Faagi ϕ6 antiretseporiks on P3-valk, mis seondub raku piili struktuuril paikneva retseptoriga. Arvatakse, et sellele järgneb piili kokkutõmbamine raku poolt, mille tulemusena viiruse partikkel puutub kokku peremeesraku välismembraaniga. Samas ei kasuta kõik cystoviirused retseptorina piilisid: faagide φ8, φ12 ja φ13 retseptoriks on raku pinnal asuvad lipopolüsahhariidid (LPS).

			2.Virioni valk P6 vahendab virioni ümbrise ja raku välismembraani liitumist (ingl fusion). Membraanide liitumise tulemusena satub virioni ümbrise all paiknev lüütiline ensüüm P5 kontakti rakukesta peptidoglükaankihiga. Toimub peptidoglükaani lokaalne lagundamine ja seejärel kontakteerub viiruse nukleokapsiid raku tsütoplasmaatilise membraaniga.

			3.Viiruse nukleokapsiid siseneb rakku endotsütoosiga sarnaneva mehhanismi abil. Selle protsessi käivitab väliskapsiidi pinnavalk P8. Sellest valgust koosnev väliskapsiid laguneb madala pH juures. Sellega kaasneb raku sisemembraani katkemine ja faagi südamiku, mis sisaldab RNA polümeraasi kompleksi ja dsRNA-d, vabanemine raku tsütoplasmasse. Valk P8 eemaldamine aktiveerib selle kompleksi RNA sünteesi aktiivsuse. 
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			Joonis 41. ϕ6-faagi infektsiooni skeem. Faag φ6 on kohastunud läbima kolmekihilist rakuseina. Täielikku virioni lahtipakkimist ja dsRNA tsütoplasmasse vabanemist ei toimu. Kõik RNA sünteesid toimuvad südamiku struktuuri sees.

			 

			Sellega faagi ϕ6 rakku sisenemine ja tema virioni lahtipakkimine ka lõpeb. Nagu näha, ei vabastata tsütoplasmasse aga paljast dsRNA-d. Sellel puuduks bioloogiline mõte: dsRNA-d ei saa kasutada translatsiooniks ning rakul puuduvad selle transkribeerimiseks sobivad ensüümid. Nii jääbki dsRNA virionist allesjäänud südamiku struktuuri sisse, kus paikneb ka virionis kaasasolev RNA transkriptsioonikompleks. Kõik faagi ϕ6 RNA sünteesi etapid toimuvad selliste partiklite sees; sama kehtib ka teiste dsRNA-genoomiga viiruste kohta, sõltumata nende peremehest. Täiendavaks põhjuseks, miks dsRNA-genoomiga viirused oma genoomi kunagi raku tsüoplasmasse ei vabasta, võib olla asjaolu, et dsRNA on viirusinfektsiooni peamine molekulaarne signatuur (ingl pathogen associated molecular pattern, PAMP). Sellise molekuli olemasolu rakus võib käivitada kaitsereaktsiooni, mis viiruse paljunemist takistab või blokeerib. Tõsi, dsRNA roll PAMP-ina on hästi uuritud vaid hulkraksete loomade (eelkõige imetajate) rakkudes ja pole selge, kas sel molekulil on sarnane funktsioon ka bakterirakkudes.

			 

			Faagi ϕ6 geeniekspressioon, RNA replikatsioon ja virionide moodustamine

			Nagu ülal märgitud, on dsRNA-genoomiga viiruste infektsioonitsükli üheks tähtsamaks eripäraks see, et kõik viiruse RNA sünteesi etapid toimuvad partiklite sees. See tähendab, et virionide südamike moodustamine ja RNA süntees on omavahel seotud sündmused; virioni osaline moodustamine eelneb viiruse RNA replikatsioonile ja mitte vastupidi (Joonis 41). Ka on sõnadel RNA replikatsioon ja transkriptsioon, mida ssRNA-genoomiga faagide puhul kasutatakse sünonüümidena, dsRNA-genoomsete viiruste puhul selgelt erinevad tähendused.

			1.Transkriptsiooniks nimetatakse viiruse mRNA-de sünteesi; see tähendab, et transkriptsioon on positiivsete RNA-ahelate süntees.

			2. Replikatsiooniks nimetatakse uute viiruse genoomide sünteesi; see tähendab, et replikatsioon on positiivsele ahelale komplementaarse negatiivse ahela süntees. Negatiivne ahel koos positiivse ahelaga moodustabki uue genoomi.

			Seega, kuigi see ei kõla just väga loogiliselt, on dsRNA-genoomiga viiruste genoomis üks (positiivne) ahel sünteesitud transkriptsiooni ja teine (negatiivne) ahel replikatsiooni käigus.

			Varane transkriptsioon toimub rakku sisenenud virionist järelejäänud „südamikus“ (Joonis 41). RNA sünteesi läbiviivaks ensüümiks (RdRp) on valk P2 ning transkriptsioon toimub semikonservatiivse mehhanismi (see tähendab ühe vanemahela väljatõrjumist) abil. Iga segmenti kopeeritakse mitu korda. Süntees on reguleeritud: S- ja M-segmentide mRNA-sid (positiivseid ahelaid) toodetakse kordades rohkem kui L-segmendi mRNA-sid. Erinev transkriptsioonitase on seotud sellega, et segmentide otsad ei ole identsed ja L-segmendi negatiivse ahela 3’-ots, mis toimib mRNA sünteesil promooterina, seondub RNA polümeraasiga väiksema efektiivsusega, kui seda teevad M- ja S-segmentide otsad. Huvitaval kombel on translatsiooni puhul asjad vastupidi – varases infektsioonifaasis transleeritakse aktiivselt ainult L-segmendi mRNA-d. Selle tulemusena saadakse uued RNA polümeraasi kompleksi („südamiku“) valgud P1, P2, P4 ja P7 (Joonis 40). 

			Järgnevaks sündmuseks on uute prokapsiidide moodustamine P1-, P2-, P4- ja P7- valkude poolt (Joonis 41). P2-valk (viiruse RdRp) paikneb sellise struktuuri siseküljel. Alguses prokapsiidid RNA-d ei sisalda. Järgnevalt pakitakse igasse prokapsiidi üks koopia igast mRNA-st. Viiruse mRNA-de äratundmine algab nende seondumisest prokapsiidi karkassi kuuluva P1-valguga, see toob mRNA 5’-otsa P4-valgu lähedusse. P4 heksameerid sisaldavad kanali struktuuri, mille kaudu mRNA-d, 5’-ots ees, sisenevad prokapsiidi. See on aktiivne protsess: P4-valk kasutab RNA-de pakkimiseks NTP-de hüdrolüüsist saadavat energiat. Seda protsessi on võimalik läbi viia ka katseklaasis. In vitro katsed on näidanud, et mRNA-de pakkimine toimub kindlas järjekorras. Pakkimine algab S-segmendi mRNA-st, mille sisenemine prokapsiidi käivitab M-segmendi mRNA pakkimise ja see omakorda L-segmendi mRNA pakkimise. Nii tagatakse, et kapsiidi siseneb täielik komplekt viiruse mRNA-sid. Pakkimisega kaasneb prokapsiidi paisumine ja väliskuju muutumine: esialgu ikosaeedrilised prokapsiidid omandavad ümara kuju.

			Pakkimisel järgneb negatiivse RNA-ahela süntees (replikatsioon), mille tulemusena moodustuvad uued „südamiku“ struktuurid, mis sisaldavad komplekti kolmest dsRNA- segmendist (Joonis 41). Võiks arvata, et nüüd peaks viiruse infektsioonitsükkel jätkuma, käivitades virionide moodustamise ning rakust väljumise. Siiski kehtib nii faag ϕ6 kui ka peaaegu kõikide teiste dsRNA-viiruste puhul lihtne tõsiasi: virioniga rakku sisenenud viiruse genoomidest ei piisa, et toota piisavas koguses mRNA-sid, võimaldamaks vajalikus koguses struktuurivalkude sünteesi. Selle põhjuseks on lihtne matemaatika: et viirus peab lühikese aja jooksul kokku panema sadu uusi virione, on vaja sadu tuhandeid struktuurivalkude molekulide koopiaid: iga faagi ϕ6 virioni väliskest koosneb ju 600-st P8-valgu molekulist. Selle olukorra lahendab hilise transkriptsiooni käivitamine. Hilises transkriptsioonis osaleb mitte ainult rakku tunginud esialgne genoom (faagi ϕ6 puhul genoomi sisaldav „südamiku“ struktuur), vaid ka palju arvukamad uuesti sünteesitud genoomi koopiad (faagi ϕ6 puhul uuesti moodustunud „südamiku“ struktuurid). Tulemuseks on suure hulga mRNA-de süntees. Lisaks toimub selles etapis ka täiendav regulatsioon – et uusi „südamiku“ struktuure, mis koosnevad L-segmendi poolt kodeeritud valkudest, pole vaja enam juurde sünteesida, siis on hiliste transkriptide hulgas ülekaalus M- ja S-segmentide transkriptid. Nende translatsiooni tulemusel saadakse hilised struktuurivalgud, mille kogunemine käivitab virionide moodustumise.

			Virionide moodustamise (Joonis 41) algatab valk P8, mis seondub „südamiku“ struktuuriga ja surub maha hilise transkriptsiooni. Järgnevalt toimub valkude P9 ja P12 osalusel kapsiidi interaktsioon tsütoplasmamembraaniga ja moodustuv virion saab endale ümbrise. Ümbrisesse kogunevad P3-valgud, mis moodustavad ogastruktuurid. Valminud virionid vabanevad raku lüüsudes; selles protsessis osalevad faagi ϕ6 lüütiline ensüüm P5 ja membraanivalk P10. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on leviviiruste genoomi ehitus: kodeerivad ja mittekodeerivad alad ning millised on viiruse kodeeritud valkude peamised funktsioonid?

			2.Kuidas toimub ssRNA-genoomiga bakteriofaagide geeniekspressioon ja selle regulatsioon (faagi MS2 näitel)?

			3.Millest koosneb ssRNA-genoomiga bakteriofaagide replikaas ja kuidas toimub viiruse genoomi replikatsioon (faagi Qβ näitel)?

			4.Milline on faagi ϕ6 virionide ja genoomi ehitus?

			5.Millised on faagi ϕ6 infektsioonitsükli peamised etapid? Mille poolest sarnaneb faagi ϕ6 infektsioonitsükkel teiste dsRNA-genoomiga viiruste infektsioonitsüklitega?

		

	
		
			II.2. ÜHEAHELALISE DNA-GENOOMIGA BAKTERIOFAAGID

			Andres Merits

			Kokkuvõte 

			ssDNA-genoomiga bakteriofaagidel on rõngakujulised genoomid pikkusega umbes 6 kb; need sisaldavad ligikaudu 10 geeni. Oma DNA polümeraasi need viirused ei kodeeri, genoomi replikatsioon toimub raku DNA polümeraasi abil. Genoomi replikatsioon on mitme-etapiline, see algab komplementaarse DNA-ahela sünteesist ja dsDNA moodustamisest. Ainsaks viiruse valguks, mis on nende viiruste DNA replikatsiooniks absoluutselt vajalik, on replikatsiooni alguspunkti (ingl origin of replication, ori) äratundev valk. See valk teeb lõike dsDNA spetsiifilises saidis, seondub kovalentselt lõigatud ahela 5’-otsale ja vabastab 3’-hüdroksüülgrupi, mis on praimeriks veereva rõnga mudeli järgi toimuvale DNA replikatsioonile. Genoomide multimeere replikatsiooni käigus ei teki. Selline replikatsioonimehhanism on väga sarnane eukarüootide ssDNA-genoomiga viiruste omaga. Kuigi ssDNA-genoomiga bakteriofaagid sarnanevad üksteisega genoomi replikatsioonimehhanismi poolest, on nende virionide ehitus ja infektsioonimehhanismid erinevad. Ikosaeedrilised ssDNA-genoomiga bakteriofaagid on lüütilised ja infektsioon lõpeb peremeesraku surmaga. Niidukujulised ssDNA-genoomiga bakteriofaagid tekitavad aga kroonilise infektsiooni, mille käigus toimub pidev virionide süntees ja vabanemine, peremeesrakke seejuures surmamata. Selles grupis leidub ka lüsogeenseid bakteriofaage. Ajalooliselt on ssDNA-genoomiga bakteriofaagid olnud oluliseks molekulaarbioloogia uurimismudeliks ning neid on kasutatud (ja kasutatakse ka praegu) bio- ja geenitehnoloogias. 

			 

			II.2.1. Sugukond Microviridae – ikosaeedrilised ssDNA-genoomiga bakteriofaagid

			Ikosaeedriliste (kasutatakse ka sõna „isomeetriliste“) virionidega ssDNA-genoomiga bakteriofaagide peremeesteks on erinevad E. coli tüved, teised enterobakterid (nt Salmonella ja Shigella), klamüüdiad ja spiroplasmad. Need viirused avastati juba 1920-ndatel aastatel ja nad kujutavad endast väikseima DNA-genoomiga bakteriofaage. Need bakteriofaagid olid esimesed bioloogilised objektid, mille puhul tehti kindlaks, et geneetiliseks materjaliks võib olla ka ssDNA. 

			Viiruste süstemaatika muutub praegusel ajal väga kiiresti, mistõttu selle täpne kajastamine on tänamatu ülesanne. Ühest küljest on NGS-meetodite kasutamine muutnud uute viiruste avastamise, täpsemalt nende genoomide leidmise, oluliselt lihtsamaks. Teisest küljest annavad kiiresti kogunevad andmed – mitte ainult viiruste genoomide järjestuste, vaid ka viiruste valkude, virionide struktuuride ning molekulaarbioloogia kohta – alust viiruste pidevaks (ümber)grupeerimiseks. Selle peatüki kirjutamise ajal kuulus sugukonda Microviridae (valdkond Monodnaviria, riik Sangervirae, hõimkond Phixviricota, klass Malgrandaviricetes, selts Petitvirales) 21 viiruste liiki, mida grupeeriti kaheks alamsugukonnaks ja kuueks perekonnaks. Süstemaatika pidev muutmine on omal moel probleemiks ka sellega tegelevatele inimestele, kellel on ilmseid raskusi uute ja originaalsete nimetuste väljamõtlemisega. Nii kuulub sugukonna Microviridae kõige rohkem uuritud esindaja – faag ϕX174 (loe: fii kümnes sada seitsekümmend neli), ametliku liiginimega Escherichia virus phiX174 – perekonda nimega Phix174microvirus, faag α3 perekonda Alpha3microvirus ning faag G4 perekonda G4microvirus. Samas on nimede väljamõtlemisel au antud ka teadlastele, kelle panus nende viiruste uurimisse on olnud väga suur. Nii on viiruste riigi Sangervirae nimi tuletatud kahekordse Nobeli preemia laureaadi F. Sangeri nimest. Kahtlemata on selleks ka põhjust: just F. Sanger oli teadlane, kes joondas esimesena DNA genoomi – milleks oli faagi φX174 genoom.

			 

			Microviiruste virion ja struktuurivalgud

			Arvestades genoomide väikeseid mõõtmeid, on mikroviiruste virionid suhteliselt keerulise ehitusega. Neil on ikosaeedriline, umbes 26-nm diameetriga südamik (ingl core), mille tippudest ulatuvad umbes 3 nm võrra välja 12 „oga“- (ingl spike) struktuuri (Joonis 42). Kokku kuulub virioni 4 erinevat struktuurivalku. 

			-Virioni südamiku karkassi (T=1) moodustavad 60 F-valgu (peamine struktuurivalk) ja 60 kapsiidi siseküljel paiknevat ssDNA-d seondava J-valgu , allühikut. 

			-Iga ogastruktuur koosneb viiest G-valgu allühikust ja ühest H-valgu molekulist. H-valk on oluline viiruse genoomi sisenemisel rakku, mistõttu seda nimetatakse ka lootsi- või pilootvalguks (ingl pilot-protein).
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			Joonis 42. Faagi ϕX174 virionide ehituse skeem (A) ja ruumiline struktuur (PDB ID 1RB8) (B). 

			 

			Nagu on kirjeldatud allpool, osaleb virionide moodustamisel veel teisigi viiruse kodeeritud valke, mis ise valmis virionidesse ei kuulu.

			 

			Faag ϕX174-genoomi struktuur 

			Faagi ϕX174 genoom, mille pikkuseks on 5386 nukleotiidi, oli ajalooliselt esimene täielikult sekveneeritud DNA genoom (Frederick Sanger, 1978). Selle järjestuse analüüs näitas, et kõik viiruse geenid (lugemisraamid) paiknevad ühes ja samas DNA-ahelas (s.t, et need on orienteeritud ühes suunas). Kodeeriv ahel vastab virioni pakitud ssDNA-le; seega on ϕX174 genoom positiivse polaarsusega. Kokku on genoomis 11 geeni (Joonis 43), millest osa kattuvad. Geenide kattumine tähendab, et üks ja seesama DNA järjestus sisaldab erinevaid lugemisraame, mis võivad paikneda teineteise suhtes erinevates faasides. Geenide kattumise tulemusena on võimalik sama DNA-järjestuse alusel sünteesida rohkem kui ühte valku. Ehkki geenide kattuvuse nähtuse avastamine oli omal ajal suureks üllatuseks, on tegelikult tegemist üsna tavalise võttega, mis võimaldab väikese genoomiga viirustel suurendada oma genoomi poolt kodeeritavate valkude arvu. 
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			Joonis 43. Faagi ϕX174 genoomi ehituse (A) ja selle transkriptsiooni skeem (B). Lugemisraamid kulgevad siniste nooltega näidatud suunas. PA, PB ja PD tähistavad promootereid, TJ, TF, TG ja TH tähistavad transkriptsiooni terminaatoreid.

			 

			Olulisuse järgi viirusinfektsioonile jagatakse ϕX174valgud kahte rühma; analoogset jaotust kasutatakse ka muude viiruste puhul:

			-8 valku (geenide A, B, C, D, F, G, H ja J produktid) on viiruse taastootmiseks absoluutselt vajalikud.

			-3 valku (A*, E, K) ei ole eksperimentaalses süsteemis viiruse paljunemiseks vajalikud. Selliseid valke kodeerivaid geene nimetakse sageli lisafunktsioone või „luksusfunktsioone“ kodeerivateks geenideks; kasutusel on ka muud nimetused, nagu „mitteolulised geenid“. 

			Tüüpiliselt on viirustel lisafunktsioone kodeerivaid geene seda rohkem, mida suurem on viiruse genoom. Siiski, nagu on samuti faagi ϕX174 puhul näha, eksisteerivad sellised geenid ka väikestel viirustel. Faagi ϕX174 lisafunktsioone kodeerivate geenide produktide funktsioonid on järgmised:

			-geeni A* kodeeritud valk surub maha peremehe DNA replikatsiooni ja võib olla vajalik superinfektsiooni blokeerimiseks;

			-geeni E kodeeritud valk on vajalik rakkude lüüsiks;

			-geeni K kodeeritud valk suurendab viiruse paljunemise efektiivsust.

			Nagu peaaegu kõikidel DNA-viirustel (erandiks on mõned pareretroviirused), leidub ϕX174- genoomis ka lühikesi mittekodeeritavaid (mis aga ei tähenda ebaolulisi!) DNA järjestusi. 

			 

			ϕX174 kinnitumine rakule, genoomi tungimine rakku ja superinfektsiooni blokeerimine 

			Faagi ϕX174 seondumine peremeesrakule ja viiruse genoomi sisenemine rakku on mitme-etapiline protsess. Virion kinnitub esmalt lipopolüsahhariididele (LPS, bakteriofaagi retseptor) bakterite välismembraanil. On näidatud, et kapsiidivalk F seondub LPS glükoosijääkidega. Alguses on selline seondumine pöörduv protsess ja virion „veereb“ mööda raku pinda. Pöördumatu seondumine toimub kohtades, kus rakuseina ehitus viiruse rakku sisenemiseks eriti sobib. Seal paikneb ka viiruse peamine retseptor (mis ei pruugi olla LPS), mis seondub ogastruktuurides paikneva antiretseptoriga. Retseptoriga seondumine indutseerib muudatuse viiruse kapsiidis ja muudab virioni seondumise pöördumatuks, tuues kaasa ogastruktuuris paikneva kanali avanemise. DNA vabanemine rakku toimub tänu virioni ning peremeesraku seina ja -membraani valkude interaktsioonidele. Oluline roll on siin virioni pilootvalgul H, mis seob viiruse DNA-d ja millel on transmembraanne domeen. H-valgu ja viirusegenoomi kompleks seondub kõigepealt raku välismembraaniga, seejärel transporditakse kompleks tsütoplasmamembraanile ning lõpuks siseneb see raku tsütoplasmasse. 

			Rakku sisenenud viiruse ssDNA genoom kaetakse peremeesraku ssDNA-d siduva valguga (ingl ssDNA binding protein, SSB) – see on raku normaalne reaktsioon ssDNA ilmumisele rakku. Selles protsessis osalevad nii viiruse pilootvalk kui ka raku membraanivalgud. Rakud, millesse on sisenenud faag ϕX174-genoom, muutuvad järgmise sarnase bakteriofaagi (faag ϕX174 või temaga lähedaselt suguluses oleva faagi) infektsiooni suhtes resistentseks. Selline superinfektsiooni mahasurumine (sünonüüm: homoloogiline interferents) on iseloomulik paljudele faagidele ja eukarüootide viirustele. Ehkki seda nähtust põhjustavad molekulaarsed mehhanismid on viiruseti erisugused, on superinfektsiooni blokeerimise mõte sama: kui viirus on juba edukalt rakku nakatanud, ei luba ta oma peremeesraku korduvnakatamist sama liiki kuuluva viiruse poolt. 

			 

			Faagi ϕX174-genoomi replikatsioon

			ssDNA-genoomiga viirustel ei ole peale genoomi rakku sisenemist kuigi palju valikuvõimalusi. ssDNA-genoomilt ei saa sünteesida mRNA-sid ega transleerida valke – seega jääb üle vaid replikatsiooni käivitamine. Replikatsiooni tulemusena konverteeritakse genoom dsDNA replikatiivseks vormiks (ingl replicative form, RF; nimetatakse ka replikatiivseks intermediaadiks, ingl replicative intermediate, RI), mis võimaldab viiruse geenide transkriptsiooni käivitamist. Viiruse geeniekspressiooni ja hilisema virionide moodustumise põhjal jagatakse kõikide ssDNA-genoomiga viiruste DNA replikatsioon kolmeks faasi.

			1.I faasis sünteesitakse komplementaarne DNA-ahel, mis bakteriofaagide puhul on negatiivne ahel. See eelneb viiruse geeniekspressioonile ja sõltub täielikult raku valkudest.

			2.II faasis suureneb dsDNA intermediaadi koopiaarv. Et selles protsessis osaleb alati vähemalt üks viiruse poolt de novo ekspresseeritud valk, siis toimub see alles pärast viiruse geeniekspressiooni käivitamist.

			3.III faasis sünteesitakse uus ssDNA genoomide põlvkond. Ümberlülitamise replikatsiooni II staadiumilt III-le teostavad rakku kogunevad virionide moodustamisega seotud valgud.

			Järgnevalt vaatame DNA replikatsiooni kõiki kolme faasi faagi ϕX174 näitel (Joonis 44, 45). Lihtsuse mõttes on neid siin kirjeldatud järjestikku, ehkki tegelikkuses algab enne II faasi saabumist viiruse geeniekspressioon, mis jätkub kogu II ja III faasi jooksul. Kogu faagi ϕX174 DNA replikatsiooniprotsessi on võimalik läbi viia katseklaasis; esimest korda tegi sellise katse Arthur Kornberg 1967. aastal. Seetõttu on faag ϕX174 olnud ülioluliseks mudeliks DNA replikatsioonimehhanismide uurimisel. 

			Faas I. Igasugune DNA süntees vajab alati praimerit. Seepärast on ssDNA genoomide replikatsioonil esimeseks sündmuseks praimeri süntees. Mõnevõrra üllatuslikult toimub praimeri süntees ssDNA-genoomiga faagidel väga erinevalt.

			-ϕX174 praimimisreaktsioonil osaleb ligi kümme raku valku (Joonis 44). See protsess toimub kindlas kohas viiruse genoomis. Praimosoom moodustub kohas, millel on juuksenõelastruktuur. Sinna ei seondu SSB ning seetõttu saavad sinna seonduda praimimisel osalevad valgud. Kõigepealt moodustub pre-praimosoom ning pärast raku primaasi (DnaG) lisandumist praimosoom. Praimosoom liigub piki bakteriofaagi genoomi ja sünteesib juhuslikes kohtades RNA praimerid.

			-Faagide G4 ja α3 praimimisreaktsioon on oluliselt lihtsam: need faagid vajavad praimimiseks ainult raku primaasi. 

			Sellega praimeri sünteesi võimalused veel ei piirdu. Nii on huvitav mainida, et niidikujulistel (filamentsetel) ssDNA-bakteriofaagidel sugukonnast Inoviridae toimub praimeri süntees hoopis raku RNA polümeraasi abil (vt ptk II.2.2). Seega on sama eesmärgi saavutamiseks ka suhteliselt sarnasetel viirustel erisugused mehhanismid. 

			Edasine DNA süntees toimub kõikidel ssDNA-genoomiga bakteriofaagidel sarnaselt: DNA sünteesi viib läbi raku replikatiivne DNA polümeraas III, kasutatud RNA praimerid eemaldab ja moodustuvad tühimikud täidab DNA polümeraas I, DNA fragmendid liidab üheks rõngakujuliseks ahelaks DNA-ligaas (Joonis 44). Selle etapi tulemusena moodustub rõngakujuline kovalentne dsDNA molekul, mis järgnevalt raku topoisomeraaside abil superspiraliseerub. Kokku osaleb faagi ϕX174-genoomi komplementaarse ahela sünteesil 13 erinevat peremeesraku valku.
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			Joonis 44: Faagi ϕX174 DNA replikatsiooni I faas. Näidatud on praimimisel ja DNA sünteesil osalevad raku valgud. Replikatsiooni I faas lõpeb dsDNA molekuli (ingl replicative form, RF) moodustamisega. RF superspiraliseeritakse raku topoisomeraaside poolt.

			 

			Faas II. Ehkki eelmises faasis moodustunud bakteriofaagi dsDNA näeb välja nagu väike plasmiid, ei toimi tema edasine replikatsioon sarnaselt tavaliste plasmiidide omaga. See pole isegi võimalik, sest selles DNA-s ei ole E. coli kromosoomi ori-lõikudele vastavaid järjestusi. Selle asemel sõltub viiruse DNA edasine replikatsioon viiruse A-valgust. Faagi ϕX174 A-valk on tüüpiline ssDNA-viiruste replikatiivne valk ja tema funktsioonid on sarnased inoviiruste gpII valgu, gemini-, nano- tsirko-, anello- ja dependoviiruste Rep-valkude ja parvoviiruste NS1-valgu omadega. Konserveerunud aktiivsustele vaatamata pole kahjuks siiani kasutusele võetud ühist nimetust, mille alla kõik need funktsionaalselt sarnased valgud saaks ühendada. Mida siis A-valk teeb ja millised on tema omadused?

			-Faagi ϕX174 A-valk moodustab aktiivse vormi – dimeeri.

			-A-valgu dimeer teeb üheahelalise katkestuse dsDNA spetsiifilises regioonis – positiivse ahela replikatsiooni ori-lõigus. Ori-lõik asub A-geenis ning kujutab endast 30 bp pikkust DNA järjestust. A-valk on nn cis-toimeline valk, toimides ainult sellel DNA molekulil, millelt sünteesitakse tema mRNA. A-valgu cis-toime põhjuseks on asjaolu, et A-valk seondub pärast oma sünteesi kohe DNA-ga, mistõttu selline seondumine toimub sünteesikoha lähedal. Seega on oluline ori-lõigu paiknemine A-geenis ja asjaolu, et bakteriaalses rakus on transkriptsioon ja translatsioon seotud. Lõigatav DNA-ahel vastab viiruse genoomile (positiivne ahel).

			-Vabanenud DNA-ahela 5’-otsas asuva fosfaadi ning A-valgus paikneva türosiinijäägi hüdroksüülgrupi vahel moodustub fosfodiesterside. Seega kinnitub A-valk kovalentse fosfodiestersidemega lõigatud DNA-ahela 5’-otsa külge (Joonis 45). 

			-A-valgu ja dsDNA-kompleksiga seonduvad E.coli DNA replikatsioonil osalevad valgud: Rep-helikaas (harutab lahti dsDNA dupleksi), SSB ja DNA-polümeraas III, mis kasutab praimerina DNA lõikamise tulemusel vabanenud 3’-hüdroksüülgruppi. Uue positiivse ahela süntees toimub „veereva rõnga“ mehhanismi järgi (ingl rolling circle replication). Mõnikord kasutatakse selle mehhanismi kohta ka nimetust σ-skeem, sest elektronmikroskoobis vaadatuna meenutavad sellised replitseeruvad DNA molekulid kreeka tähte σ (Joonis 45). Ehkki süntees toimub katketeta rõngakujulisel matriitsil (negatiivne ahel), ei moodustu faagi ϕX174 puhul mitmest genoomi koopiast koosnevaid multimeere. Seda tingib asjaolu, et kui süntees jõuab taas ori-lõigule“ (ehk siis on tehtud ring ümber matriitsahela), toimub punktis, kust süntees algas (s.t uue ja vana ahela liitekohas) uus DNA lõikamine. Ka seda teostab A-valk, mis liitub uuesti moodustunud 5’-fosfaadile; sellega kaasneb ka moodustunud ssDNA tsirkulariseerimine. Seega on II faasi tulemusena tekkinud taas A-valgu ja DNA kompleks ja juurde on sünteesitud uus rõngakujuline ssDNA-ahel. II faasi ajal osalevad juurdesünteesitud positiivsed ssDNA-ahelad uute dsDNA replikatiivsete vormide moodustamisel, olles matriitsiks negatiivse ahela sünteesil. Mehhanism sarnaneb replikatsiooni I faasis toimunuga. See protsess võib alata juba enne uue ssDNA-genoomi vabanemist. Niipea, kui on sünteesitud uus praimosoomi moodustamise sait, moodustub sinna praimimiskompleks ja sealt algab komplementaarse ahela süntees. Protsessi lõpuks on moodustunud kaks dsDNA koopiat. Üldse sünteesitakse II faasis 10–50 dsDNA koopiat. Need on matriitsiks viiruse mRNA-de sünteesil. Nagu ka teiste viiruste puhul, ei ole ka ϕX174 puhul võimalik ainult algset dsDNA-d matriitsina kasutades sünteesida piisavas kogustes struktuurivalkude mRNA-sid – vaja on täiendavaid dsDNA molekule. Lisaks osalevad need dsDNA-d hiljem ka uute ssDNA-de (genoomide) sünteesil.
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			Joonis 45. Faagi ϕX174 genoomi replikatsiooni II faas. A-valk vabastab DNA 3’-hüdroksüülgrupi, mis on raku DNA polümeraasi Pol III praimeriks. Süntees toimub „veereva rõnga“ mudeli järgi, väljatõrjutav DNA-ahel kaetakse SSB-valguga. Kui jõutakse uuesti replikatsiooni alguspunkti, siis tsirkulariseerib A-valk ssDNA molekuli ja seondub taas lõigatud DNA-ahela 5’-otsale. ssDNA konverteerimine dsDNA-ks toimub mehhanismi alusel, mis on näidatud joonisel 44. 

			 

			III faas erineb II faasist selle poolest, et selles faasis blokeeritakse dsDNA molekulide moodustamine: replikatsiooni tulemuseks on nüüd uued tsirkulaarsed ssDNA molekulid, millest saavad uued viiruse genoomid. III faasi alguse määrab C-valgu kogunemine: C-valk seondub A-valgu ja dsDNA vahelise kompleksiga ja suunab replikatsiooni eranditult ssDNA moodustumisele. Lisaks C-valgule soodustavad ssDNA genoomide valmimist ka muud viirusevalgud. Näiteks seondub genoomse DNA-ga J-valk. Seega on replikatsiooni III faas seotud otseselt uute virionide moodustumisega.

			 

			Faagi ϕX174 geeniekspressioon

			Kõik ssDNA-genoomiga viirused kasutavad mRNA-de sünteesiks raku RNA polümeraasi. Erinevalt suure dsDNA-genoomiga viirustest ei kodeeri faag ϕX174 geeniekspressiooni reguleerivaid valke ning seetõttu on tema geenide ekspressiooni regulatsioon suhteliselt lihtne. Paraku tähendab ka „suhteliselt lihtne“ viiruste kontekstis seda, et geenide ekspressiooni efektiivsust kontrollitakse nii transkriptsiooni kui ka translatsiooni tasemel. 

			Faagi ϕX174 genoomis leidub kolm promooterit (PA, PB ja PD) ning neli keskmise tugevusega rho-sõltumatut terminaatorit (TJ, TF, TG ja TH). Kasutades promooterite ja terminaatorite erisuguseid kombinatsioone, sünteesitakse kümmekond erinevat mRNA-d (Joonis 43), millelt transleeritakse viiruse valgud. Nagu ka paljudel teistel viirustel, sünteesitakse ka faagi ϕX174 puhul virioni moodustamisel osalevate valkude (struktuurivalgud ja abivalgud) mRNA-sid oluliselt suuremal hulgal kui genoomi replikatsioonis osalevaid valke kodeerivaid mRNA-sid. Lisaks mõjutab mRNA-de hulka rakus nende erisugune stabiilsus. Näiteks sisaldavad mRNA-d, mis termineeritakse TJ-terminaatoril, J/F-intergeenset järjestust, mis stabiliseerib mRNA-d. Seetõttu on selliste mRNA-de eluiga pikem kui teistel mRNA-del. Samas on PA -promooterilt sünteesitud transkriptid ebastabiilsed, nad lagunevad kiiresti. Nii on võimalik vähendada A-valgu ekspressiooni, mis suurtes kogustes on rakule toksiline. Lisaks mRNA-de stabiilsusele mõjutab valkude kogust ka vastavate mRNA-de translatsiooni initsiatsiooni efektiivsus. Näiteks sünteesitakse väga vähe E-valku (lüüsivalk, seda on vaid ~100 koopiat raku kohta), sest vastava mRNA RBS-i homoloogia 16S rRNA-ga on nõrk. Lisaks toimub erinevaid lugemisraame transleerivate ribosoomide vahel konkurents, sest E-valku kodeeriv nukleotiidne järjestus kattub D-valku (viiruse kõige mažoorsem valk) kodeeriva järjestusega. 

			 

			Faagi ϕX174-virionide moodustumine ja vabanemine

			Väikese viiruse kohta on faagi ϕX174 virionide moodustumine küllaltki keeruline protsess (Joonis 46). Teadaolevalt ei ole selleks vaja raku šaperonide (tugivalkude) abi, küll aga osalevad selles protsessis lisaks neljale struktuurivalgule (F, J, G ja H) ka kaks abivalku: välimine abivalk (D) ja sisemine abivalk (B). Abivalkude kasutamine virionide moodustamisel on viiruste maailmas küll tavaline, kuid peaaegu alati paiknevad sellised abivalgud moodustuva virioni siseküljel. Faag ϕX174 on seega üks vähestest uuritud viirustest, mis kasutab virionide moodustamisel ka välimist abivalku.
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			Joonis 46. Faag ϕX174-virioni moodustumise skeem (seletused tekstis). Joonise allikas: Anastasia A. Aksyuk, Michael G. Rossmann, Bacteriophage Assembly, Viruses 2011, 3(3), 172–203; https://doi.org/10.3390/v3030172.

			 

			Virionide moodustumine algab F- ja G-valkude pentameeride moodustumisega. Need pentameerid seonduvad üksteisega; seda protsessi soodustab sisemine abivalk B. Nii moodustuvad 12S-ühikud. B-abivalk soodustab ka pilootvalgu H seondumist moodustuvale struktuurile. Järgnevalt moodustavad 12S-ühikud koos välimise abivalgu D tetrameeridega prokapsiidi. Tühi prokapsiid interakteerub replitseeruva dsDNA molekuliga, millele on seondunud valgud A, C ja J. Seega paikneb uut ssDNA-genoomi (DNA replikatsiooni faas III) sünteesiv kompleks moodustuva virioni välisküljel, võimaldades ssDNA-genoomil, mis on seotud J-valguga, liikuda ikosaeedri tipus asuva poori kaudu prokapsiidi. See protsess tõrjub prokapsiidist välja sisemise abivalgu B; seda põhjustab asjaolu, et nii B- kui J-valgud seonduvad sama F-valgu regiooniga. Kui sünteesitud genoom on valmis, teostab A-valk selle vabanemise ja tsirkulariseerimise sama mehhanismiga nagu II replikatsioonifaasis; erinevalt II-st replikatsioonifaasist paikneb sünteesitud ssDNA sellel juhul kapsiidi sees. Viimasena vabaneb partikli küljest välimine abivalk D. See leiab aset raku lüüsi ajal Ca2+-ioonide mõjul. 

			Bakterite lüüsi põhjustab geeni E kodeeritud valk. Nagu ka alloleviviiruste A2 valk (vt ptk II.1.1.7), ei ole E-valk endolüsiin, vaid toimib rakuseina komponentide sünteesi inhibiitorina. Seega sarnanevad need erinevatest viirustest pärinevad lüüsivalgud oma toimelt mitmete antibiootikumidega (ja neid nimetataksegi mõnikord valgulisteks antibiootikumideks). Jagunemiseks valmistuvad rakud, mis ei suuda rakuseina komponente sünteesida (E-valk inhibeerib seda) ega jagunemisprotsessi peatada, lüüsuvad. Elektronmikroskoobis on näha, et kohta, kuhu rakusein jäi ehitamata, moodustub tunnelisarnane struktuur, mille kaudu raku tsütoplasma tungib osmootse rõhu tõttu sisemembraaniga ümbritsetud mullina rakust välja. Mull kasvab suuremaks, kuni seda ümbritsev raku membraan katkeb. Mulli lõhkemisega kaasneb uue viiruste põlvkonna väljumine keskkonda.

			 

			II.2.2. Sugukond Inoviridae – niidikujulised (filamentsed) ssDNA-genoomiga bakteriofaagid

			Sugukonda Inoviridae (valdkond Monodnaviria, riik Loebvirae, hõimkond Hofneiviricota, klass Faserviricetes, selts Tubulavirales) kuulub praeguseks 30 viiruste nomenklatuuris tunnustatud liiki, mis jaotuvad 23 perekonda. Enim on uuritud perekonna Inovirus esindajat, milleks on Escherichia virus M13. Ametliku liiginimetuse asemel kasutatakse selle viiruse puhul tavaliselt nimetust faag Ff. Genoomi organisatsiooni poolest on inoviirused üsna sarnased sugukonna Microviridae esindajatega, kuid erinevad neist oluliselt virionide kuju ja virionide moodustamise mehhanismi poolest. Inoviiruste virionide eriline niidikujuline kuju (nimetus „ino“ tuleneb kreeka sõnast is, genitiivis inos, mis tähendab niiti või kiudu) on omakorda seotud inoviiruste bioloogia eripäraga: need faagid on vaid vähesel määral tsütolüütilised. See on võimalik asjaolu tõttu, et nende virionid väljuvad peremeesrakust ilma seda lüüsimata.

			Niidikujulisi bakteriofaage on leitud paljudel bakteritel. Enim on uuritud E. coli faagi Ff (F tähistab F-faktorit ja f-filamenti), mis ajalooliselt on kandnud ka muid nimetusi (faag f1, fd ja M13). Niidikujulisi bakteriofaage on leitud ka Pseudomonas’e (Pseudomonas virus Pf1, Pseudomonas virus Pf3), Vibrio (Vibrio virus CTXphi, Vibrio virus fs1), Xanthomonas (Xanthomonas virus Cf1c) ja teiste gram-negatiivsete bakteriperekondade esindajatelt. Väiksem osa niidikujulisi bakteriofaage nakatab gram-positiivseid baktereid (nt Propionibacterium virus B5). Osa niidikujulisi bakteriofaage on mõõdukad viirused, mis võivad paljuneda lüsogeenselt. Sel juhul integreerub viiruse geneetiline materjal peremehe genoomi. Lüsogeensetest niidikujulistest bakteriofaagidest on silmapaistvaim Vibrio virus CTXphi (faag CTXphi), mis kodeerib kooleratoksiini. Kui välja jätta mõnede bakteriofaagide võime põhjustada lüsogeenset infektsiooni, siis on erinevate niidikujuliste bakteriofaagide molekulaarbioloogia suhteliselt sarnane. 

			 

			Virioni struktuur.

			Virion on ümbriseta, 90% selle massist moodustavad valgud (kapsiid) ja 10% ssDNA genoom. Erinevalt paljudest teistest viirustest ei ole inoviirustel leitud tühje (ilma genoomita) kapsiide. See tuleneb nende viiruste virionide moodustamise eripärast (vt II.2.2.4). Nagu ütleb ka grupi nimetus, on nende bakteriofaagide virion niidi või painduva kepikese kujuline: enamasti 900 nm (teada ka kuni 3500 nm) pikkune ja 7-nm (teada ka kuni 12 nm) diameetriga. Virioni kapsiid kujutab endast torujat struktuuri, mille sisemine diameeter on 3,4 nm (Joonis 47).
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			Joonis 47. Inoviiruste virionid. A. Faagi Ff virionid elektronmikroskoobis. B. Faagi Ff virioni ehituse skeem, selle otsa struktuur ja virioni läbilõige (PBD ID:2C0W). 

			 

			Kokku kuulub niidikujuliste bakteriofaagide virionidesse 5 erinevat struktuurivalku; neist üks mažoorne (peamine kattevalk) ja neli minoorset. Igal valgul on oma funktsioonid ja nad paiknevad virionides kindlates kohtades (Joonis 47).

			-Faagi Ff virioni kapsiidi põhiosa moodustavad ~ 2700 peamise kattevalgu allühikut (P8, geeni VIII produkt, koosneb valmiskujul 50 aminohappe jäägist). Siinkohal on oluline märkida, et sageli tähistatakse seda (ja ka teisi) inoviiruse valke lühendiga gp, mis selle bakteriofaagi kontekstis tuleneb ingliskeelsetest sõnadest gene product. Paraku tähistab sama lühend ka glükosüülitud valke (ingl glycoprotein), mida niidikujulistel bakteriofaagidel ei ole.

			-Ühes partikli otsas asub enamasti 5 koopiat (kumbagi) P7 (33 aminohappe jääki) ja P9 (32 aminohappe jääki) valku;

			-Partikli teises otsas asub enamasti 5 koopiat (kumbagi) P3 (valmiskujul 406 aminohappe jääki) ja P6 (112 aminohappe jääki) valku.

			Faagi Ff rõngakujuline ssDNA genoom paikneb virionis nii, et genoomi põhiosa (erandiks on virion otstes paiknevad DNA silmused) moodustab kaks antiparalleelset ahelat. Et tegemist pole komplementaarsete ahelatega, moodustab Watsoni-Cricki tüüpi vesiniksidemeid vaid umbes 25% alustest. Küll aga paiknevad DNA alused nii, et toimuvad nendevahelised stacking-interaktsioonid. Genoomi pakkimissignaal, mis kujutab endast 78 nukleotiidi jäägi pikkust juuksenõela-struktuuri, on suunatud virioni P7/P9-valke sisaldava otsa poole. Samas ei ole selline DNA paigutus, mis meenutab dsDNA-d, inoviiruste virionides universaalne ja mitmetel muudel viirustel moodustab ssDNA ka teistsuguseid struktuure. 

			Enne virioni moodustamist kogunevad niidikujuliste bakteriofaagide struktuurivalgud raku sisemembraani. P8 ja P3 seonduvad membraanile signaalpeptiidide abil, mis eemaldatakse pärast valgu seondumist membraanile. P6, P7 ja P9 ei vaja membraaniga seondumiseks signaaljärjestuste abi. P3 on virioni valkudest suurim ja koosneb kolmest domeenist, mis on üksteisest glütsiinirikaste regioonidega eraldatud. Valgu C-terminaalne domeen seondub partiklile, keskmine ja N-terminaalne domeen interageeruvad teineteisega. Küpse P3-valgu N-terminaalne domeen on globulaarne ja moodustab partikli pinnal elektronmikroskoobis nähtava terakese-taolise struktuuri. See domeen on vajalik virioni seondumiseks raku retseptoriga ning sellele järgnevaks ssDNA transpordiks virionist rakku. Seega sarnaneb P3 funktsionaalselt sugukonda Microviridae kuuluvate viiruste pilootvalguga. 

			 

			Inoviiruste genoomi struktuur 

			Niidikujuliste bakteriofaagide genoomid on 6–12 kb pikkused rõngakujulised ssDNA molekulid. Geenide paiknemine ja nende funktsioonid varieeruvad erinevatel inoviirustel mõnevõrra; näiteks sisaldab faagi CTXphi genoom tokisiini kodeerivaid geene. Samas on inoviiruste produktiivseks infektsiooniks vajalike geenide paiknemine ja nende funktsioonid sarnased. Faagi Ff genoom on 6,4 kb pikkune ja sisaldab 11 geeni, mis on genoomis grupeeritud (klasterdunud) vastavalt nende poolt kodeeritud valkude funktsioonidele (Joonis 48). 

			1.Struktuurivalkude geenid (III, VI, VII, VIII, IX).

			2.Replikatsioonivalkude geenid (II, V, X). P2-valk (409 aminohappe jääki) on ahela- ja saidi-spetsiifiline endonukleaas, mis vastab sugukonda Microviridae kuuluvate viiruste A-valgule ja on inoviiruse DNA replikatsiooniks absoluutselt vajalik. P10-valk (111 aminohappejääki) vastab P2- valgu C-terminaalsele domeenile ning on vajalik ssDNA-genoomide sünteesiks. P5-valk (87 aminohappe jääki) on viirusespetsiifiline ssDNA-d siduv valk.

			3.Virioni moodustumises osalevaid valke kodeerivad geenid (I, IV, XI). Nende geenide poolt kodeeritud valgud osalevad membraaniseoselise virioni kokkupanemis- ja väljumiskompleksi moodustumises. See kompleks võimaldab uutel virionidel rakkudest neid lüüsimata väljuda. 

			-P4-valk (valmiskujul 405 aminohappe jääki) transporditakse raku periplasmasse ja sealt bakteri välismembraani, kus 14 P4-valgu molekuli moodustavad membraani läbiva silindri. Silindri avavuse läbimõõt on ~8 nm: piisav, et uue põlvkonna virionid saaksid rakust väljuda. Gram-positiivseid baktereid nakatavatel inoviirustel see geen puudub: kuna peremehel pole välismembraani, pole see valk viirusele vajalik;

			-P1-valk (358 aminohappe jääki) on transmembraane valk, mis seondub bakteri sisemembraanile nii, et tema C-terminaalne ots on eksponeeritud periplasmasse. 

			-P11-valk vastab P1-valgu 108-le C-terminaalse otsa poolsele aminohappejäägile ja orienteerub sisemembraanis sarnaselt P1-valguga. P1- ja P11-valgu periplasmaatilised domeenid kontakteeruvad välismembraanis asuva P4- valguga.
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			Joonis 48. Faagi Ff genoom. Replikatsiooni alguspunktid (origin) paiknevad geenide IV ja II vahelises valke mittekodeerivas alas; märgitud on promooterid (rohelised nooled) ja terminaatorid. Kõik lugemisraamid paiknevad genoomis ühes suunas (joonisel kellaosuti liikumise suunas).

			 

			Erinevalt faagist φX174 paikneb inoviiruste genoomis ka üks suhteliselt pikk (500 nukleotiidi) valke mittekodeeriv ala. Selles alas paiknevad positiivse ja negatiivse polaarsusega DNA-ahela replikatsiooni alguspunktid (ori-lõigud) ja genoomi pakkimissignaal. 

			 

			Seondumine rakuga

			Sarnaselt RNA-genoomiga faagidega kasutavad inoviirused rakuga seondumiseks piile. Faag Ff kasutab E. coli F-piile, teised inoviirused võivad kasutada ka muid piile. Seondumine rakuga on vähemalt kaheastmeline protsess (Joonis 49). 

			-Esimesel etapil seondub virion P3 valgu (antiretseptori) keskmise domeeni kaudu piili tipule. Selle seondamise tagajärjel lüheneb piili koostises oleva valgu piliin depolümeriseerimise tõttu, tõmmates virioni raku pinnale. Pärast piiliga seondamist vabaneb P3-valgu N-terminaalne domeen, mis oli enne piiliga seondumist kompleksis keskmise domeeniga. 

			-Seondumise teine etapp toimub raku välismembraanil, kus P3-valgu N-terminaalne domeen seondub membraanivalkudega TolA, TolR ja TolQ. Need interaktsioonid on viiruse DNA rakku sisenemiseks absoluutselt vajalikud. Valgud P8, P7 ja P9 dissotsieeruvad bakteri sisemembraanis, ssDNA-genoom liigub raku tsütoplasmasse.

			-DNA replikatsioon, virionide moodustamine ja rakkudest väljumine

			-ssDNA-genoomi tõttu on inoviiruste DNA replikatsiooni põhietapid identsed muude ssDNA-genoomiga viiruste omadega. Erinevused puudutavad konkreetseid mehhanisme ja asjaolu, et inoviiruste genoomi replikatsioon ei ole seotud mitte ainult virionide valmimisega, vaid ka nende väljumisega rakkudest. Sellepärast on neid protsesse käsitletud ühes alapeatükis.

			-Replikatsioon algab komplementaarse (negatiivse) DNA-ahela sünteesiga. See toimub samamoodi kui faagil φX174, välja arvatud asjaolu, et DNA sünteesiks vajaliku praimeri ei sünteesi primaas, vaid raku RNA polümeraas. Siit tekib muidugi küsimus, kuidas see saab olla üldse võimalik? Inoviiruse genoomiks on ju ssDNA, millega raku RNA polümeraas ei peaks seonduma. Nii see olekski, kui ssDNA-s poleks tugeva sekundaarstruktuuriga (dsDNA-lõike sisaldavaid) elemente. Nii on näidatud, et praimeri sünteesimist võimaldavad genoomi mittekodeerivas alas paiknevad juuksenõelastruktuurid, millega RNA polümeraas seondub. Järgnevad sündmused toimuvad nagu teistel rõngakujulise ssDNA-genoomiga viirustel: toimub dsDNA süntees, moodustub superspiraliseeritud molekul, mis toimib matriitsina faagi mRNA-de sünteesil (vt II.2.2.5) ja edasisel DNA replikatsioonil.
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			Joonis 49. Faagi Ff rakule seondamise ja rakku sisenemise skeem (seletused tekstis).

			 

			Positiivsete polaarsusega DNA-ahelate sünteesi käivitab P2-valk, mis teeb katke dsDNA-sse, lõigates positiivset ahelat nukleotiidide 5781 ja 5782 vahel. See DNA regioon, mis on positiivse ahela replikatsiooni alguspunkt, paikneb intergeenses alas. P2 tehtud lõige vabastab DNA 3’-hüdroksüülgrupi, mis on praimeriks „veereva rõnga“ mehhanismi järgi toimuval replikatsioonil. Replikatsioon kulgeb sarnaselt faagi φX174 DNA replikatsiooniga ning moodustunud ssDNA-le sünteesitakse komplementaarne ahel. Sellisel viisil sünteesitud dsDNA molekulid osalevad nii edasises DNA replikatsioonis kui ka transkriptsioonis. Nende protsesside tagajärjel suureneb bakteriofaagi mRNA-de ja nende kodeeritud struktuurivalkude hulk rakus.

			P5-valgu kontsentratsiooni suurenemine lülitab replikatsiooni ümber ssDNA- genoomide moodustamisele. P5 seondub sünteesitava ssDNA-ahelaga ning moodustunud P5-ssDNA kompleks (Joonis 50) blokeerib komplementaarse ahela sünteesi. Ka P10-valk, mis inhibeerib P2-valgu aktiivsust, osaleb replikatsiooni suunamises ssDNA-genoomide sünteesile.

			Virioni moodustumiseks on peale struktuurivalkude vajalikud ka kolm pakkimis-/väljumiskompleksi valku ja üks peremehe valk – tioredoksiin (ingl thioredoxin). Protsess nõuab energiat, mis saadakse P1 poolt läbiviidavast ATP hüdrolüüsist. P1-, P9- ja P4-valgud moodustavad raku mõlemaid membraane läbiva pakkimiskompleksi. See ei ole lihtsalt membraani läbiv kanal (selle kaudu jookseks rakk tühjaks), vaid aktiivne struktuur, milles toimuvad samaaegselt virionide moodustamine ja nende rakust väljumine (Joonis 50): 

			 

			[image: ]

			Joonis 50. Faagi Ff genoomse ssDNA pakkimise ja rakkudest väljumise süsteem.

			 

			-Virioni moodustumisel on substraadiks P5-ssDNA-kompleks, mis koosneb genoomsest DNA-st ja ligikaudu 100-st P5-valgu molekulist. ssDNA interaktsioon P5-valgu dimeeriga toob ssDNA rõngasmolekulis kaks DNA-ahelat lähestikku. Selle tulemusena moodustab DNA lineaarse struktuuri pikkusega 1,1 µm ja diameetriga 8 nm (NB! see ei ole tavaline dsDNA, sest täielikku lämmastikaluste paardumist ei toimu). Moodustunud struktuuri ühes otsas asub pakkimissignaal, mis on ka ainuke viiruse genoomi lõik, mis P5-valguga ei seondu. 

			-Virioni moodustumine algab ssDNA-s asuva pakkimissignaali ning valkude P1 (P1 tsütoplasmaatiline domeen), P7, P9 ja P8 (membraaniga seondunud struktuurivalgud) interaktsiooniga, mille tulemusena moodustub minimaalne initsiatsioonikompleks. 

			-Järgneb partikli elongatsiooniprotsess, mille käigus peamine struktuurivalk P8 tõrjub genoomselt ssDNA-lt P5-valgu välja. Partikkel (diameeter 7 nm) liigub moodustamise käigus pakkimiskompleksi kanalist (diameeter 8 nm) välja. Seega kasvab virion nakatatud raku välisküljel, kusjuures P7- ja P9-valku sisaldav virioni ots on suunatud rakust eemale.

			-Virioni moodustumine lõpeb, kui jõutakse genoomi otsani. Seetõttu on moodustuva partikli pikkus määratud pakitava ssDNA pikkusega. Järgneb P6- ja P3-valgu lisandumine partikli otsa ja virioni vabanemine keskkonda. P6- ja P3-valgu puudumisel elongatsioon jätkub ja moodustuvad väga pikad partiklid, mis võivad sisaldada mitmeid viiruse genoome. Sellised polüfaagi osakesed on võrreldes normaalsete virionidega ebastabiilsemad. Nimelt on P3-valgu C-terminaalne domeen vajalik virioni stabiliseerimiseks.

			 

			Genoomi ekspressioon

			Nii nagu sugukonna Microviridae esindajatel, paiknevad ka inoviirustel kõik lugemisraamid ühes (virionis paikneva genoomiga sama polaarsusega) DNA-ahelas (Joonis 48). Tugevad terminaatorid, millest üks paikneb intergeenses regioonis ja teine geenide VIII ja III vahel, jagavad faagi Ff genoomi aktiivselt transkribeeritavaks alaks (geenid II–VIII) ja harva transkribeeritavaks alaks (geenid III–IV). Aktiivselt transkribeeritavas alas paiknevad tugevad promooterid, mille abil sünteesitakse kolme erineva pikkusega transkripte, mis algavad eri kohtadest, kuid mille 3’-ots on sama. Sellisest promooterite ja terminaatorite vastastikusest paiknemisest tulenevat geeniekspressiooni regulatsiooni nimetakse kaskaadseks regulatsiooniks ja see tagab viiruse valkude sünteesil nende vajalikud proportsioonid. Nii sisaldavad kõik kolm transkriptide klassi geenile VIII vastavaid järjestusi – seda põhjusel, et viirus vajab selle geeni kodeeritud valku (P8 on peamine kapsiidivalk) väga suurel hulgal. Pärast mRNA-de sünteesi toimub valkude sünteesi regulatsioon ka translatsiooni tasemel: 

			-Eriti aktiivselt transleeritakse geenide V ja VIII mRNA-de kodeerivaid järjestusi; 

			-Geenide VII ja IX mRNA-de translatsioon on alla reguleeritud ja seotud geeni V mRNA translatsiooniga. See regulatsioonimehhanism seisneb selles, et nende geenide RBS-saidid pole RNA sekundaarstruktuuri tõttu iseenesest aktiivsed. Geeni V mRNA translatsioon aktiveerib neid (suhteliselt madalal tasemel), kuna selle käigus „sulatavad“ mRNA-d transleerivad ribosoomid vastavad RBS-lõigud lahti.

			Harva transkribeeritavas alas tugevaid promootereid ei ole, kolm peamist keskmise aktiivsusega promooterit paiknevad geeni III ees, geeni IV ees ja geeni I lõpus. Selles regioonis paikneb ka üks nõrk terminaator, mis asub geeni I alguses ja surub alla geeni I ekspressiooni; see on vajalik, kuna suures koguses on P1-valk rakkudele toksiline. Ka harva transkribeeritavas alas paiknevate geenide ekspressiooni reguleeritakse translatsiooni tasemel. Nii seondub ssDNA-d siduv P5-valk ka geenide II ja XI mRNA-dele ja surub maha nende translatsiooni. Selline repressioon toimub ainult juhul, kui P5-valgu kontsentratsioon rakus ületab taset, mis on vajalik viiruse ssDNA-genoomidele seondumiseks.

			 

			Niidikujuliste ssDNA-bakteriofaagide kasutamine geenitehnoloogias

			Peatükis II.1 vaadeldud RNA-genoomiga bakteriofaagid ja ülal (II.2.1) käsitletud ikosaeedriliste virionidega ssDNA-genoomiga bakteriofaagid on ajalooliselt olnud eelkõige tähtsateks uurimis- ja mudelobjektideks. Biotehnoloogias kasutatakse neid viiruseid vähe. Inoviiruste kasutamine biotehnoloogias on aga väga levinud. Loomulikult pole see juhuslik: niidikujuliste bakteriofaagide praktilist kasutamist võimaldab nende viiruste molekulaarbioloogia eripära. 

			Niidikujulisi bakteriofaage on kasutatud ja kasutatakse siiani DNA kloonimisvektoritena. Seda võimaldab asjaolu, et nende viiruste puhul ei ole virionidesse pakitava DNA mõõtmed määratud kapsiidi mahuga: hoopis pakitava DNA pikkus määrab virioni mõõtmed (pikkuse). Seega võib bakteriofaagi genoomi mittekodeerivasse regiooni kloonida suvaliste pikkustega inserte – selle tulemusena „kasvavad“ virionid vaid pikemaks. Reaalselt mõned piirangud siiski eksisteerivad: inserdid mõõtmetega üle 6 kb (see tähendab sellised, mis kahekordistavad pakitava genoomi mõõtmed) toovad kaasa bakteriofaagi taastootmise vähenemise ja virionide ebastabiilsuse. 

			Niidikujulisi bakteriofaage saab kasutada nii dsDNA kui ka ssDNA molekulide tootmiseks, sest rakus replitseeruv bakteriofaagi DNA on kaheahelaline (replikatiivne vorm, RF), virionidesse pakitud DNA genoom aga üheahelaline. Seega, puhastades DNA-d mitte rakkudest, vaid rakkude kasvukeskkonnast, on võimalik saada puhast ssDNA-d. Siin saab ära kasutada ka asjaolu, et faagi DNA replikatsioon ja selle pakkimine sõltub ainult genoomi mittekodeerivast alast. Seetõttu ei suuda inoviirused eristada oma genoomi replikatiivset vormi plasmiidist, mis sisaldab bakteriofaagi genoomi mittekodeerivat ala. Seda omadust kasutatakse ära hübriidsete kloonimisvektorite, fagemiidide (plasmiid, mis sisaldab ka ssDNA- genoomiga bakteriofaagi mittekodeerivat regiooni) konstrueerimiseks. Nakatamata bakteris käituvad fagemiidid nagu tavalised plasmiidid. Kui aga fagemiidi sisaldavat bakterit nakatab vastav ssDNA-bakteriofaag, moodustub ssDNA, mis pakitakse viiruse kattevalku. Ajalooliselt kasutati sellisel viisil puhastatud ssDNA-d peamiselt DNA sekveneerimiseks. Seoses uute sekveneerimis meetodite arenguga on selle meetodi kasutamine nüüdseks oluliselt vähenenud. Siiski on ka paljud praegu kasutatavad populaarsed kloonimisvektorid, näiteks pGEM (Promega) ja pBluescript (Stratagene) fagemiidid. Niidikujuliste bakteriofaagide ajaloolisest tähtsusest annavad märku ka Sanger’i sekveneerimisel sageli kasutatavate universaalsete praimerite nimetused M13_forward ja M13_reverse: need praimerid seonduvad faagist M13 pärinevate järjestustega.

			Moodsamaks ja üha levinumaks niidikujuliste bakteriofaagide kasutamise meetodiks on phage-display. Seda saab kasutada valk-valk-interaktsioonide uurimiseks, antikehasarnaste molekulide saamiseks, sobivaid antikehi kodeerivate geenide identifitseerimiseks ja kloonimiseks jne. Phage-display-süsteemi üks versioone põhineb suhteliselt lühikeste järjestuste (peptiidid, epitoobid) lisamisel P3-valgu N-terminaalsesse regiooni, mis tagab nende peptiidide presenteerimise virioniotsas. Alternatiivne võimalus on asendada P3-valgu N-terminaalseid domeene kodeeriv järjestus terveid valke kodeerivate järjestustega. Selline manipulatsioon inaktiveerib P3-valgu, mistõttu tuleb taolisi rekombinantseid bakteriofaage paljundada rakkudes, mis ekspresseerivad ka (sobivas proportsioonis) metsiktüüpi (ingl wild type) P3-valku. Nii moodustuvad kimäärsed virionid, milles osa P3-valgu koopiaid on hübriidvalgud (sisaldavad kloonitud DNA poolt kodeeritud valku), samal ajal on teine osa normaalsed, virioni rakkudele seondamiseks vajalikud P3-valgu molekulid.

			Mis on phage-display-süsteemide mõte? Kõigepealt peab siin mainima ka seda, et selliste süsteemide valmistamiseks ei kasutata ainult niidikujulisi, vaid ka teistsuguse virioni ehitusega, näiteks pea ja sabaga bakteriofaage. Igal juhul põhineb phage-display asjaolul, et bakteriofaage kasutades on suhteliselt lihtne saada väga suuri, kümneid miljardeid erinevaid kloone sisaldavaid raamatukogusid. Selliseid raamatukogusid on järgnevalt lihtne paljundada ja väga kõrge tiitrini – sadu miljardeid infektsioonilisi virione 1 ml lahuse kohta – kontsentreerida. Sellised raamatukogud võimaldavad kiiret selektsiooni, kasutades nn bakteriofaagide väljapesemise (ingl panning) protsessi (Joonis 51), mida viiakse läbi kas katseklaasis, elusrakus või isegi terves hulkrakses organismis. Ingliskeelne termin pannig tuleneb muide kulla kaevandamisest kullaliiva pesemise teel, mille käigus sadenevad kullaterad suure erikaalu tõttu pesemisel kasutatava panni põhja. Mis kullateri me siis bakteriofaagidest otsime? Tegelikult väga erinevaid – me võime otsida viiruseid, mille kodeeritud peptiidid seonduvad meid huvitava märklauaga (nt vähkkasvaja spetsiifilise antigeeniga), või siis viiruseid, mis kodeerivad soovitud omadusega antikehade fragmente. Et bakteriofaage on lihtne paljundada, saab kiiresti läbi viia mitmeid selektsiooniringe. Samuti on faagides sisalduvaid inserte lihtne sekveneerida; see võimaldab kiiresti identifitseerida soovitud omadusega valke (peptiide) kodeerivad järjestused. 
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			Joonis 51. Bakteriofaagi raamatukogus soovitud omadustega viiruste väljapesemise (panning) toimimise põhimõte. Algne raamatukogu sisaldab erinevate omadustega valke eksponeerivaid virione, millest vaid osa (joonisel kaks viiest, reaalsuses sageli üks miljarditest) on seonduvad soovitud sihtmärgiga. Selliseid bakteriofaage puhastatakse ja, kastutades täiendavaid seondumise-elueerimise tsükleid, rikastatakse. Seejärel identifitseeritakse soovitud omadustega valke kodeerivad järjestused sekveneerimise abil.

			 

			Kordamisküsimused 

			1.Milline on faagi ϕX174 DNA replikatsiooni skeem ja millised valgud selles protsessis osalevad?

			2.Kuidas moodustuvad faagi ϕX174 virionid?

			3.Kuidas toimub ja on reguleeritud niidikujuliste virionidega ssDNA-genoomiga bakteriofaagide geeniekspressioon?

			4.Kuidas toimub niidikujuliste virionidega ssDNA-bakteriofaagide virionide moodustamine ja vabanemine?

			5.Kuidas ja milleks kasutatakse niidikujuliste virionidega ssDNA-genoomiga bakteriofaage bio- ja geenitehnoloogias?

		

	
		
			II.3. SUGUKONNAD PODOVIRIDAE JA AUTOGRAPHIVIRIDAE, BAKTERIOFAAG T7

			Andres Merits

			Kokkuvõte. Faag T7 ja temasarnased bakteriofaagid kuuluvad sugukonda Autographiviridae. Kuni 2020. aastani oli see sugukonna Podoviridae alamsugukonnaks; praegu on tegemist iseseisva sugukonnaga. Sugukonnad Autographiviridae ja Podoviridae kuuluvad seltsi Caudovirales. T7 on lüütiline faag, infektsioonitsükkel kestab u 25 minutit. Faagi T7 virionil on ikosaeedriline pea ja lühike mittekokkutõmmatav saba. Viirusel on keskmise suurusega lineaarne dsDNA genoom. Genoomil on suhteliselt lühikesed otsesed terminaalsed kordusjärjestused ja genoomis paikneb 55 geeni. Kõik lugemisraamid paiknevad ühes DNA-ahelas, geenid on funktsionaalselt klasterdunud ja nende ekspressioonil toimib kaskaadne regulatsioon. Faagi T7 varased geenid transkribeeritakse peremehe, keskmised ja hilised geenid aga viiruse enda kodeeritud RNA polümeraasi poolt. Ka faagi T7 DNA replikatsiooniks vajalikud valgud on suures enamuses kodeeritud viiruse enda poolt. DNA replikatsiooni käigus tsüklilisi vahevorme ei teki, replikatsiooni produktideks on genoomide multimeerid (konkatemeerid). Virionide moodustamine algab tühja prokapsiidi moodustamisest, DNA pakkimine algab genoomis asuvast pakkimissignaalist ja pakkimisega kaasneb monomeersete genoomide moodustamine ning terminaalsete kordusjärjestuste taastamine. Faag T7 on kasutusel phage-display-süsteemina, samuti on laialdaselt kasutusel faagi T7 DNA polümeraas ja faagilt T7 ning temale sarnastelt bakteriofaagidelt (T3, SP6) pärinevad transkriptsioonisüsteemid (RNA polümeraasid ja vastavad promooterid). 

			Faagi T7 kirjeldati ning ta sai oma nime aastal 1945 („T“ tulenes sõnast type); samas on võimalik, et selle bakteriofaagiga, tõsi küll, teise nime all, töötati juba 1920-ndatel aastatel. Faag T7 ja temaga sarnased viirused moodustavad sugukonna Autographiviridae. Sugukond on lähedane sugukonnale Podoviridae, nende mõlema süstemaatiline kuuluvus on järgnev: valdkond Duplodnaviria, riik Heunggongvirea, hõimkond Uroviricota, klass Caudoviricetes, selts Caudovirales. Sugukondadesse Autographiviridae ja Podoviridae kuuluvate viiruste peremeesteks on enamasti mitmesugused gram-negatiivsed bakterid. Praeguseks on kirjeldatud ka gram-positiivseid baktereid nakatavaid esindajaid. Nendele bakteriofaagidele on iseloomulikud lühikese mittekokkutõmbuva sabaga virionid, lüütiline infektsioon, keskmise suurusega (30–42 kbp) lineaarne dsDNA-genoom, millel on suhteliselt lühikesed otsesed terminaalsed kordusjärjestused (ingl direct terminal repeat, DTR). Faagi T7 genoomis on 56 geeni, nende hulgas faagispetsiifilised DNA ja RNA polümeraase kodeerivad geenid. 

			Sugukonda Podoviridae kuulub ligikaudu 130 seni kirjeldatud viiruste liiki. 2020. aastal eristati sugukonnas kolme alamsugukonda ja 45 perekonda (millest enamik ei kuulu praegustesse alamsugukondadesse); seitse viiruste liiki ei kuulunud ühtegi perekonda. Sugukonna Autographiviridae nimetetus tuleneb sõnadest „auto-graphein“ (ise transkribeerima); see iseloomustab nende faagide peamist bioloogilist omadust – viirus-spetsiifilise RNA polümeraasi sünteesimist ja kasutamist. See on suur sugukond, kuhu kuulub 2020. aasta seisuga 9 alamsugukonda, 131 perekonda (millest umbes pooled ei kuulu ühtegi alamsugukonda) ja 371 viiruste liiki. Perekondade nimetused on enamasti tuletatud enimuuritud viiruste nimedest.

			 Sugukondade Autographiviridae ja Podoviridae enimuuritud esindajaks on faag T7 (liiginimetus on Escherichia virus T7) mille täpne süstemaatiline kuuluvus on järgmine: perekond Tseptimavirus, alamsugukond Studiervirinae, sugukond Autographiviridae.

			 

			Faagi T7-virioni ehitus

			Faagi T7 virionil (Joonis 52) on järgmised osad.

			1.Ikosaeedriline kapsiid diameetriga 60 nm (T = 7). Kapsiidi kuulub 415 P10A- või P10B- valkude, mis on ühe ja sama geeni erinevad produktid, koopiat ja 12 P8-valgu molekuli. P8-valgu molekulid paiknevad ühes ikosaeedri tipus, kus nad moodustavad avause („värava“), mille kaudu faagi DNA siseneb või väljub virionist. 

			2.Kapsiidi sisemised valgud. Kolm sisemist valku (P14, P15 ja P16) moodustavad silindrilise südamiku- (ingl core) struktuuri, mis on kapsiidi sisemisest küljest seotud värava-struktuuriga ja mille ümber on keerdunud faagi genoomne DNA. Muudest valkudest kuuluvad virioni veel valgud P6.7 ja P7.3. 

			3.Mittekokkutõmbuv (jäik) saba pikkusega 20 nm ja läbimõõduga 10 nm koosneb kuuest P12-valgu molekulist ja kaheteistkümnest (või kaheksateistkümnest) P11-valgu molekulist. Saba kinnitub värava-struktuurile. Saba algusele (mitte selle tipule!) on kinnitunud kuus peent „kiudu“ (fiibrit), millest igaüks kujutab endast P17-valgu trimeeri. 
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			Joonis 52. A. Faagi T7-virionid elektronmikroskoobis. B. Faagi T7-virioni ehituse skeem.

			 

			Faagi T7-genoomi struktuur

			Faagi T7 genoomiks on lineaarne dsDNA pikkusega 39937 bp, millel on 160 bp pikkused otsesed terminaalsed kordusjärjestused (DTR). Kodeerivad järjestused moodustavad genoomist umbes 90%. Kokku paikneb genoomis 56 geeni, mis jagunevad kolme klassi (Joonis 53). Geenid ja nende klassid paiknevad genoomis vasemalt paremale; samas suunas on geenid ka nummerdatud.

			1.Klass I: varased geenid ekspresseeruvad infektsiooni esimese 8 minuti jooksul;

			2.Klass II: hilinenud varased (või „vahepealsed“) geenid ekspresseeritakse 8. ja 16. minuti vahel;

			3.Klass III: hiliste geenide ekspressioon algab kaheksandast minutist ja kestab kuni bakteri lüüsumiseni (umbes 25 minutit pärast infektsiooni algust).

			Kodeeritavaid valke on faagil T7 mõnevõrra rohkem kui geene. Näiteks sünteesitakse kolmelt geenilt, nende hulgas peamist kapsiidivalku kodeerivalt geenilt 10, ribosomaalset -1 raaminihet (ingl -1 frame-shift), kasutades kahte erinevat valku. Kõikidest geenidest on faagile absoluutselt vajalikud umbes pooled, ülejäänud on vajalikud ainult kindlates tingimustes. 

			Mittekodeerivad alad sisaldavad faagi replikatsioonitsükli läbiviimiseks vajalikke regulatsioonielemente ja -signaale: raku ja faagi RNA polümeraaside promootereid ning terminaatoreid; RNaasi III äratundmise saite ja DNA replikatsiooni esmast alguspunkti: ori-lõiku.
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			Joonis 53. Faagi T7 genoom ja geeniekspressiooni skeem. Näidatud on otseste terminaalsete kordusjärjestuste (DTR), replikatsiooni alguspunkti (ori), varaste promooterite ja terminaatori paiknemine. Samuti on näidatud esimese faagispetsiifilise RNA polümeraasi promooteri ja sisemise terminaatori asukohad ning peamised transkriptid.

			 

			Faagi T7 erinevatesse klassidesse kuuluvate valkude funktsioonid.

			Osa faagi T7 geenidele ja vastavatele valkudele omistatud numbreid on täisarvulised (1–19), osa aga murdarvud, nt geen (või valk) 6.7. Selline nummerdamine tuleneb sellest, et esialgu kaardistati geneetiliste meetodite abil faagi T7 genoomis 19 geeni, millele anti ka vastavad numbrid. Kui aga täiendavad tööd, kas siis geneetilisi meetodeid kasutades või viiruse järjestusi analüüsides (faagi T7 genoom sekveneeriti juba aastal 1983) näitasid, et algselt nummerdatud geenide vahel asub veel täiendavaid kodeerivaid järjestusi, ei hakatud juba kinnistunud geenide tähistusi muutma – see põhjustanuks asjatut segadust. Selle asemel anti uutele geenidele murdarvulised tähised. 

			Faag T7 on esimene (lugedes õpiku algusest) põhjalikumalt käsitletud dsDNA- genoomiga viirus, samuti esimene viirus, mille geenid jagunevad selgelt varasteks, hilinenud varasteks (nimetatakse ka vahepealseteks, keskmiseks või keskvarasteks) ning hilisteks geenideks. Ka mõnel eespool kirjeldatud viirusel – näiteks cystoviirustel – on geeniekspressioonis mõningane ajaline regulatsioon. Siiski pole see nii hästi väljendunud, et selle alusel saaks viiruse geene samamoodi varasteks ning hilisteks jagada. Küll aga näeme järgnevates peatükkides, et dsDNA-genoomiga viirustel on need geenide klassid alati olemas: väikese genoomiga viirustel sageli vaid kaks, suurtel kolm või rohkem. Mis on oluline: ka väga erinevatel viirustel, näiteks bakteriofaagid versus eukarüootide viirused, on kindla geenide klassiga seotud enamasti sarnased funktsioonid. Sellepärast vaatame faag T7 näitel, millised on erinevatesse klassidesse kuuluvate geenide ülesanded.

			I klassi (varaste) geenide ülesandeks on luua soodsad tingimused viiruse paljunemiseks. Selleks on vaja blokeerida peremehe kaitsemehhanismid, suunata kõik raku metaboolsed ressursid viiruse paljunemise tarviduseks ja ette valmistada järgmisesse klassi kuuluvate geenide ekspressioon. Ka teiste viiruste puhul on just need kõige sagedasemad varaste geenide funktsioonid. Varastele geenidele üldse, faag T7 omad kaasa arvatud, on iseloomulik ka see, et nende ekspressioon ei sõltu viiruse muude geenide ekspressioonist. Kuidas need üldised eesmärgid saavutatakse, sõltub juba konkeetsest viirusest ja tema peremehest. Faag T7 puhul toimub see järgmiselt.

			1.Varaste geenide õigeaegne ekspressioon tagatakse sellega, et neid geene transkribeerib E. coli RNA polümeraas. Lisaks on need esimesed rakku sisenevad viiruse geenid.

			2.Peremehe kaitsefunktsioonide blokeerimises osaleb T7-faagi P0.3-valk. Selle valgu pinnal on palju happelisi aminohappejääke, mis mimikreerivad raku restriktsiooniensüümide substraati – faagi DNA-d. Mõnede faag T7-ga sarnaste viiruste, ehkki mitte faagi T7 enda, P0.3 valk on SAM-hüdrolaas, mis inaktiveerib peremehe restriktsiooniensüüme EcoB ja EcoK, lagundades nende toimimiseks vajalikku kofaktorit (SAM).

			3.Raku ressursside ülevõtmise eest vastutab valk P0.7, mis fosforüülib raku RNA polümeraasi ja inaktiveerib selle. Lisaks fosforüülib P0.7 ka mitmeid muid raku valke, näiteks ribosoomivalke ning translatsioonifaktoreid. 

			4.Viiruse järgmiste geenide ekspressiooni käivitamise eest vastutab valk P1, mis on faag T7 DNA-st sõltuv RNA-polümeraas.

			II klassi (hilinenud varaste) geenide tüüpiliseks funktsiooniks on suurtel ja keskmistel dsDNA-viirustel viiruse genoomi replikatsiooni ettevalmistamine. Väikestel dsDNA-viirustel, mis ise DNA replikatsiooniaparaati ei kodeeri, selle klassi geene seetõttu ei ole. Faagil T7-l kuulub II klassi geenide hulka ka kolm varast, peremehe RNA polümeraasi poolt transkribeeritavat geeni, mille produktid osalevad viiruse DNA replikatsioonis. Sellised on näiteks valk P1.2, mis on E. coli dGTPaasi inhibiitor, ja valk P1.3, mis on faagi T7 DNA ligaas. Enamus II klassi geenidest (1.4–6.3) ekspresseeruvad aga faagi T7 RNA polümeraasi abil. Vastavad valgud on seotud järgmiste funktsioonidega.

			1.DNA repliktatsiooniks vajalike nukleotiidide tootmine. Faag T7 saab neid raku genoomist, mida viiruse ensüümid lagundavad. Selles osalevad faagi endo- (valk P3) ja eksonukleaas (valk P6). Oluline on ka valk P2, mis toimib regulaatorina, kaitstes faagi enda DNA-d degradeerimise eest.

			2.DNA replikatsiooni läbiviimine (valgud P2.5, P4A, P4B, P5; täpsemalt vt punkt 3.7). Replikatsiooni ja transkriptsiooni regulatsioonis osaleb ka valk P3.5.

			III klassi (hilised) geenid transkribeerib faagi RNA polümeraas ja nende ekspressioon erineb II klassi geenide omast selle poolest, et hilise infektsiooni faasis ei suruta seda maha. Nende geenide produktid vastutavad virionide moodustumise ja valmimise ning raku lüüsimise eest. Paljude viiruste puhul nimetatakse hiliseid geene ka postreplikatiivseteks geenideks; seda põhjusel, et nende ekspressioon algab pärast DNA replikatsiooni algust ja sõltub sageli replikatsioonist. Viimane tähendab üldiselt seda, et kui DNA replikatsioon blokeerida, siis need geenid ei ekspresseeru. Selles on faag T7 ja temaga sarnanevad viirused erandiks: nende hilised geenid saavad ekspresseeruda ka DNA replikatsioonist sõltumatult, ehkki ka siin võimendab DNA replikatsioon oluliselt hiliste mRNA-de sünteesi transkriptsiooniks kasutatavate DNA matriitsite koopiaarvu suurendamise kaudu. 

			 

			Faagi T7 seondumine rakule ja genoomse DNA tungimine rakku

			Faagi T7 retseptoriks on E. coli välismembraani lipopolüsahariidid (LPS). Antiretseporiks on, nagu ka enamikul teistel sabaga virionidega viirustel, fiibervalk (P17). Esmasele kontaktile rakuga järgneb mitmeetapiline seondumine ja genoomi viimine rakku. Sarnaselt teiste viirustega on need protsessid täpselt reguleeritud ning võibolla teistega võrreldes isegi suuremal määral, sest DNA rakku sisestamine on T7-faagil osa faagi geeniekspressiooni ja peremehe viiruse poolse kontrolli alla võtmise strateegiast (Joonis 54).
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			Joonis 54. Faagi T7 DNA rakku sisenemise skeem. 

			 

			Faagi partikli seondumine retseptorile algatab selle peas paiknevate sisemiste valkude poolt moodustatud südamikstruktuuri dissotsieerumise. Südamiku moodustanud valgud vabanevad, väljuvad sabas oleva kanali kaudu kapsiidist ja seonduvad rakuga: P14 seondub raku välismembraaniga, P16 hüdrolüüsib rakuseinas asuva peptidoglükaankihi ning seondub seejärel sisemembraaniga. Selle tulemusena moodustub rakuseina läbiv kanal, mille kaudu P15 liigub tsütoplasmasse. Kui on moodustunud täielik kanalistruktuur, algab faagi DNA väljumine kapsiidist. Faagi T7 DNA tungimine rakku on hästi kontrollitud ja organiseeritud protsess, mis toimub suhteliselt aeglaselt – sellele kulub umbes kolmandik infektsiooni kestusest. Sisenemine toimub kindlas suunas, genoomi vasak ots ees, ja selles protsessis saab eristada kolme etappi.

			1.Kõigepealt tungib rakku 850 bp pikkune genoomi ots. Sisenemisprotsessi „mootoriks“ on siin valk P16, mis kasutab prootongradiendi energiat. Selles genoomi lõigus asuvad kolm E. coli RNA polümeraasi promooterit.

			2.Edasiseks DNA rakku tungimiseks on vajalik transkriptsiooni alustamine. 850 bp fragmendis asuvatelt promooteritelt initsieeritud transkriptsiooni tulemusena tõmmatakse bakteriofaagi peast rakku 19% viiruse genoomist; see lõik vastab viiruse 9-le varasele geenile. See protsess kulgeb kiirusega 40 bp sekundis ja lõpeb, kui raku RNA polümeraas jõuab varasele transkriptsiooni terminaatorile. 

			3.Ülejäänud osa (81%) bakteriofaagi genoomist siseneb rakku P1-valgu (faagi T7 RNA polümeraas) osalusel ning sisenemine on kiirem (250 bp sekundis). 

			Selline rakku sisenemise mehhanism on osa viiruse geeniekspressiooni regulatsioonist: esimesena siseneb rakku ja transkribeeritakse seal varaseid valke kodeeriv ala. Samuti on selline sisenemine kaitseks raku restriktsiooniensüümide eest. Esimene rakku sisenev geen on ülalkirjeldatud P0.3-valku kodeeriv geen. Genoomi aeglane sisenemine annab sünteesitavale P0.3-valgule piisavalt aega raku restriktsioonisüsteemide inaktiveerimiseks. 

			 

			Faagi T7 geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			Kuna faagi T7 genoomis kodeerib valke vaid üks DNA-ahel, toimub ka kogu genoomi transkriptsioon ühes suunas: vasakult paremale. Otse genoomi vasakus otsas asuvad kolm väga tugevat promooterit A1, A2 ja A3, mida tunneb ära E. coli RNA polümeraas. Nendelt promooteritelt alguse saav transkriptsioon katab 19% faagi genoomist ja termineeritakse varasel terminaatoril (ingl terminator early, TE) (Joonis 53). Varase transkriptsiooni tulemusena moodustuvad kolm erineva pikkusega mRNA-d, mis on kõik termineerunud samas punktis ja mis katavad kõigi üheksa faagi T7 varase geeni järjestusi. Need mRNA-d protsessitakse raku RNaasi III toimel mittekodeerivateks liider-RNA-deks ja viieks mRNA-ks, millest kaks on mono- ja kolm polütsistroonsed. Sarnane protsessing laiab aset ka hilinenud varaste ja hiliste mRNA-de puhul. Esmapilgul pole faag T7 mRNA-de protsessingu mõte päris selge: E. coli translatsioonisüsteem võimaldab polütsistroonses mRNA-s asuvate lugemisraamide (neil kõigil on oma RBS-elemendid) translatsiooni. Seetõttu pole eriti üllatav, et ka protsessingu blokeerimisel suudab viirus suhteliselt edukalt paljuneda. Sellele vaatamata on mRNA-de protsessing faagile T7 väga iseloomulik. Ilmselt seisneb protsessingu mõte viiruse mRNA-de stabiliseerimises: protsessingu tulemusena moodustuvad nende 3’-otstesse juuksenõela- struktuurid, mis suurendavad mRNA-de stabiilsust rakkudes.

			Raku RNA polümeraas transkribeerib ainult üheksat viiruse varast geeni ja seda vaid infektsiooni alguses. Nagu ülal kirjas, inhibeerib bakteriofaagi P0.7 valk raku RNA polümeraasi aktiivsust, selle täielikus väljalülitamises osalevad ka bakteriofaagi P2, P1.2 ja P1.7 valgud. Seetõttu teostab faagi T7 ülejäänud geenide transkriptsiooni viiruse enda kodeeritud RNA polümeraas. See on lihtsa ehitusega ühest allühikust (molekulmassiga ~100 kDa) koosnev ensüüm. Faagi T7 RNA polümeraas, nagu ka kõik muud viirusespetsiifilised RNA polümeraasid, ei tunne ära raku RNA polümeraasi promootereid. Faagi T7 RNA polümeraasi promooter koosneb 23 nukleotiidist, mis paiknevad transkriptsiooni stardisaidi suhtes positsioonides -17 kuni +6. Viiruse genoomis on kokku 17 sellist promooterit. Need on üksteisega sarnased, ehkki mitte identsed. Nende promooterite järjestused erinevad üksteisest kuni seitsme nukleotiidi poolest:

			-10 promooterit osaleb II klassi geenide transkriptsioonil.

			-5 promooterit osaleb III klassi geenide transkriptsioonil. Need 5 promooterit on järjestustelt identsed ja võrreldes II klassi geenide promooteritega tugevamad. See ei ole tingitud suuremast transkriptsiooni initsieerimise sagedusest, vaid abortiivse transkriptsiooni väiksemast sagedusest (RNA polümeraas ei liigu promooterilt edasi, transkriptsioon katkeb enne elongatsioonifaasi). Üleminekut II klassi geenide transkriptsioonilt III klassi geenide transkriptsioonile mõjutab bakteriofaagi P3.5 valk, mis seondub viiruse RNA polümeraasiga. See interaktsioon takistab RNA polümeraasil läbi viia konformatsioonilist muutust, mis on vajalik üleminekuks transkriptsiooni initsieerimiselt elongatsioonile ning suurendab seetõttu II klassi geenide promooteritelt alguse saava transkriptsiooni abortiivse initsieerimise sagedust. Infektsiooni hilises faasis, kui P3.5-valgu hulk rakkudes suureneb, toimub klass II geenide ekspressiooni mahasurumine. See võimaldab viirusel „pühenduda“ peamiselt hiliste geenide transkriptsioonile;

			-2 promooterit – ϕOL ja ϕOR – on olulised DNA replikatsiooniks (praimeri süntees). Need promooterid paiknevad viiruse genoomi vasakule otsale kõige lähemal ja neilt lähtuvat transkriptsiooni mõjutab P3.5-valgu seondumine, mis soodustab viiruse DNA replikatsiooni. Ilmselt on P3.5-valgu toime seotud sellega, et P3.5-valk pikendab pärast transkriptsiooni initsieerimist ϕOR-promooterilt transkriptsioonilist pausi ning osaleb selle kaudu abortiivse transkripti, mis on DNA replikatsioonil kasutatavaks praimeriks, tekkimisel.

			Transkriptsioon, mis algab II klassi geenide promooteritelt ja esimeselt kolmelt III klassi geenide promooterilt, termineeritakse geeni 10 järel asuval hilisel terminaatoril Tϕ (Joonis 53). See terminaator ei ole eriti tugev. Termineerimise efektiivsuseks on ligikaudu 80%, mis tagab selle, et ka geenid 11 ja 12, mis paiknevad vahetult terminaatori järel ja ülalpool järgnevaid hiliseid promootereid, transkribeeritakse, ehkki suhteliselt madalal tasemel. Geenide 11 ja 12 produktid on faagile absoluutselt vajalikud. Seega transleeritakse P11- ja P12-valgud ainult nendelt mRNA-delt, mille sünteesi Tϕ-terminaator ei termineerinud. Nii Tφ-terminaatoril mittetermineeritud transkriptid kui ka Tφ-terminaatorist allpool asuvatelt promooteritelt (ϕ13 ja ϕ17) alguse saanud transkriptsioon termineeritakse faagi genoomi parema otsa läheduses. Samas pole seal tugevat terminaatorit, mistõttu osa transkriptsioonikompleksidest lihtsalt „sõidab üle matriitsi otsa“. 

			Tänu sellisele transkriptsiooni organisatsioonile sünteesitakse faagi T7 genoomilt rida üksteisega kattuvaid transkripte ja toimib kaskaadne regulatsioon (Joonis 53). Nii näiteks koguneb nakatunud rakkudesse väga palju mRNA-sid, millelt transleeritakse P9- ja P10-valke – vastavad järjestused paiknevad vahetult ülalpool Tφ-terminaatorit. Lisaks reguleeritakse geeniekspressiooni ka translatsiooni tasemel. Näiteks on geen 10 kodeeriva ala ees tugevad translatsiooni initsiatsiooni soodustavad järjestused Nende mehhanismide koostoime tulemusena sünteesitakse 20 minuti jooksul üle 100000 P10-valgu molekuli – piisav hulk, et kokku panna 250 virioni (millest igaühes on 415 P10-valgu molekuli).

			 

			Faagi T7 DNA replikatsioon

			Faagil T7 on küll ainult keskmise suurusega genoom, kuid oma DNA replikatsioonisüsteemi kodeerib ta ise. Just nimelt süsteemi, sest väheste eranditega kodeerivad viirused tervikliku DNA-replikatsiooni masinavärgi, millele võib lisanduda mõni üksik raku poolt kodeeritud valk. Mõned viirused kasutavad siiski terviklikku rakulist päritolu DNA replikatsiooni masinavärki, millele lisandub üks või kaks viirusevalku, mis on peaaegu alati seotud replikatsiooni alguspunkti (ori-lõigu) äratundmisega. Faagi T7 poolt kodeeritud valkudest on replikatsiooniks vajalikud:

			-RNA polümeraas P1, mis osaleb osa praimerite sünteesil; 

			-DNA polümeraas P5; 

			-primaas/helikaas, mis kujutab endast heteroheksameeri, kus P4A on helikaas ja primaas, P4B on ainult helikaas, ja mis sünteesib enamuse DNA sünteesiks vajalikest parimeritest; 

			-SSB valk P2.5; 

			-eksonukleaas P6; 

			-endonukleaas P3, millel on lisaks ka resolvaasi aktiivsus;

			-DNA ligaas P1.3. 

			Ainus peremehe valk, mis osaleb faagi T7 DNA replikatsioonil, on tioredoksiin. Tioredoksiin moodustab kompleksi faagi DNA polümeraasiga ja suurendab selle protsessiivsust, aidates kaasa DNA polümeraasi matriitsil püsimisele. Järgnevalt on kirjeldatud faagi T7 genoomi replikatsioonimehhanismi (Joonis 55). 

			DNA replikatsiooni esialgne initsieerimine leiab aset A/T-rikkal ori-järjestusel, mis asub 15% kaugusel genoomi vasakust otsast. Seega paikneb ori-järjestus genoomi varases osas. Faagi T7 RNA polümeraas sünteesib kahelt ori-lõigust ülalpool asuvalt promooterilt (ϕ1.1A ja ϕ1.1B) praimerid pikkusega 10–60 nukleotiidi. Samuti soodustab transkriptsioon DNA- ahelate eraldumist ori-lõigu piirkonnas. Sellist mehhanismi on viiruste puhul sageli kirjeldatud. Kui viiruse RNA polümeraasi toimel on DNA dupleks avanenud, harutab helikaasi/primaasi heksameer ori-regiooni pikemalt lahti. Energiat saadakse selleks TTP või dTTP (mitte ATP, nagu võiks eeldada) hüdrolüüsist. Lahiharutatud ori-lõigule seonduvad viiruse SSB ja DNA polümeraas (Joonis 55A). 

			Järgneb täiendav praimerite süntees. See on vajalik, sest RNA polümeraas sünteesib praimerid ainult juhtiva ahela sünteesiks ja sedagi vaid ori-lõigust paremale poole kulgeva ahela jaoks. Ülejäänud praimerite sünteesiks on oluline valk P4A, mille N-terminaalne regioon moodustab tsinksõrmede (ingl zinc-finger) struktuuri. See element seondub lahtiharutatud ssDNA-ga lõikudes, mille järjestus on kas CTGG(G/T) või CTGTG. Nendes kohtades sünteesitakse lühikesed tetranukleotiidsed praimerid järjestusega ACC(A/C) või ACAC, mida kasutab faagi DNA polümeraas. RNA praimerid eemaldab hiljem viiruse eksonukleaas P6.
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			Joonis 55. Faagi T7 DNA replikatsiooni initsieerimine ori-lõigul (A) ja replikatsioonikahvlite kulgemine piki genoomi. Välja on toodud ka lineaarse DNA replikatsiooniga kaasnev 3’-otste duplitseerimise probleem (B).

			 

			Faagi T7 genoomi replikatsioon on kahesuunaline – moodustub kaks replikatsioonikahvlit, kus kummaski toimub koordineeritud juhtiva ja mahajääva ahela süntees. Et kahvlid liiguvad teineteisest eemale, siis alguses „replikatsioonimull“ kasvab. Siinkohal tuleb märkida, et kahtlemata ei ole replikatsiooni alguspunkti paiknemine genoomis juhuslik. Ori-lõigust „üleval“ (vasakul) pool paiknevat genoomiregiooni selles infektsioonistaadiumis enam ei transkribeerita, sest raku RNA polümeraas on inaktiveeritud ja praimeri sünteesiks kasutatud ϕ1.1A on vasakult lugedes esimene faagi RNA polümeraasi spetsiifiline promooter. Tänu sellele ei põrka vasakule liikuv replikatsioonikahvel oma teel kokku talle vastu tulevate transkriptsioonikompleksidega. Probleeme pole ka teise suunaga, sest paremale suunduv replikatsioonikahvel liigub transkriptsioonikompleksidega samas suunas. Et ori-lõik paikneb genoomi vasakule otsale tunduvalt lähemal kui genoomi paremale otsale, näeme selles replikatsioonistaadiumis Y-kujulist DNA molekuli. Replikatsiooni lõpp-produktiks on kaks lineaarse dsDNA koopiat (Joonis 55B). 

			Siiski ei ole need DNA molekulid algse genoomi perfektsed koopiad, sest nende dsDNA-de 3’-otsad ei ole täielikult replitseerunud (Joonis 56). Siin on tegemist genoomi 3’-otste duplitseerimise probleemiga, mis on tuntud ka kui Watsoni probleem, sest esimesena tõi selle välja James Watson. 3´-otste probleem iseloomustab kõiki lineaarseid DNA genoome ja tuleneb ühelt poolt RNA praimerite kasutamisest ning teiselt poolt asjaolust, et DNA polümeraas ei saa sünteesida DNA-d 3’→5’ suunas (see tähendab, et ei saa lisada nukleotiide sünteesitava ahela 5’-otsa). Ilma seda probleemi lahendamata kaotaks viirus iga replikatsioonitsükliga oma genoomi otstest mitte vähem kui 4 nukleotiidi – pole just palju, kuid kahtlemata ei saa viirus endale sedagi lubada. Geneetilise informatsiooni kaotsimineku vältimiseks lineaarse genoomi replitseerimisel on faagi T7 genoomi otstes 160-bp pikkused DTR-järjestused, mis võimaldavad replikatsiooni käigus moodustada genoomide multimeere (konkatemeere). Konkatemeeride moodustumine võib toimuda erinevate mehhanismide abil, näiteks tütarmolekulide DTR-struktuuride vahelise homoloogilise rekombinatsiooni tagajärjel. Selle protsessi (või mitmete erinevate protsesside) tulemuseks on konkatemeerid, mis koosnevad kuni sajast genoomi koopiast, mis paiknevad üksteise suhtes tandeemses (...pea-saba-pea-saba...) orientatsioonis (Joonis 56). Konkatemeeride moodustamise mehhanismist tuleneb ka see, et kahte teineteisele järgnevat genoomi koopiat eraldab alati ainult üks, mitte kaks DTR-i koopiat, nagu see oleks juhul, kui faagi genoome katseklaasis teineteise külge ligeerida. Ka on teada, et T7 DNA replikatsiooni käigus moodustuvad nii lineaarsed kuid ka hargnevad konkatemeerid. 
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			Joonis 56. Genoomi 3’-otste duplitseerimise probleemi lahendamine toimub faag T7 puhul konkatemeeride moodustamise teel. Konkatemeerides eraldab genoomi monomeere üksteisest vaid üks DTR-i koopia, selle järjestuse duplitseerimine toimub monomeersete genoomi tekkimisel, mis leiab aset genoomi pakkimise käigus.

			 

			Faagile T7 on omane ka väga kõrge DNA rekombinatsiooni sagedus. Rekombinatsioon ei sõltu raku RecA-süsteemist, vaid tuleneb faagi T7 enese DNA replikatsioonisüsteemi omadustest, sealhulgas genoomide multimeeride moodustamisest.

			 

			Kapsiidi ja genoomide moodustumine ning pakkimine

			Faagi T7 virioni moodustumine algab tühja prokapsiidi moodustumisest. Selles osaleb virioni peamine kapsiidivalk P10 ja abivalk P9, mis paikneb moodustuva kapsiidi siseküljel. Ühele moodustuva kapsiidi tippudest kinnituvad P8-valgu molekulid, moodustades „värava“. Prokapsiidi kuulub ka sisemine „tuumik“-struktuur ja valmimisvalk P19, mis asub kapsiidi välisküljel ning integreerub koos P18-valguga DNA konkatemeeridega. P18 ja P19 moodustavad seega faagi DNA pakkimisüsteemi, mis on oluline virionide moodustamiseks. Sarnaselt P9-valguga ei kuulu ka need valgud küpsetesse virionidesse. 

			Faagi T7 DNA pakkimissüsteemi substraadiks on replikatsiooni käigus moodustunud konkatemeerid. Kõigepealt konverteeritakse hargnevad konkatemeerid P3-valgu (nagu ülal mainitud, lisaks endonukleaasele aktiivsusele on P3 ka DNA resolvaas) poolt lineaarseteks molekulideks. Pakkimine on seotud DTR-järjestusega, kus asub genoomi pakkimissignaal. Virionidesse pakitakse DNA-d, mille mõõtmed võivad olla 85–103% faagi T7 genoomi pikkusest. Liiga lühikesi DNA molekule virionidesse ei pakita, kuna sellisel juhul ei toimu DNA korrektset lõikamist. Liiga suured molekulid ei mahu lihtsalt kapsiidi ära. DNA sisenemine kapsiidi toimub alati kindlas orientatsioonis – genoomi parem ots ees ehk siis vastupidises suunas genoomi väljumisele partiklist. Protsess kestab ligikaudu 90 sekundit. Pakkimise käigus kapsiidi mõõtmed suurenevad, selle kuju muutub ümarast ikosaeedriliseks ning eemaldub abivalk P9. 

			DNA pakkimine sõltub viiruse genoomi transkriptsioonist. Selline suhteliselt ebatavaline mehhanism on ilmselt seletatav sellega, et pakkimise käigus toimuvad sündmused, mille tulemusena sünteesitakse täiendav DTR-i koopia. See on vajalik tagamaks, et kõikide pakitud genoomide mõlemas otsas oleksid DTR-i elemendid olemas. Transkriptsioon on siin oluline sellepärast, et III klassi promooteritelt alguse saav transkriptsioon ei termineeru efektiivselt. Kui monomeerse genoomi puhul tähendab see transkriptsioonikompleksi DNA matriitsilt „väljasõitmist“, siis konkatemeeride puhul „sõidab“ selline transkriptsioonikompleks järgmisse genoomi koopiasse sisse. DTR järjestuse kohal teeb transkriptsioonikompleks aga pausi, mis võimaldab viiruse DNA protsessingu süsteemil tekitada DNA-sse saidispetsiifiliselt üheahelaline katke. Järgneb viiruse DNA polümeerse kompleksi (sealhulgas primaasi) vahendatud DTR-ide duplitseerimine, mille tulemusena omandavad nii pakitud genoom kui allesjäänud konkatemeer DTR järjestuse. Konkatemeeri otsa moodustunud DTR järjestusest algab uue genoomi pakkimine.

			Infektsiooni viimaseks etapiks on raku lüüsimine. Siinkohal on oluline märkida, et ehkki erinevate dsDNA genoomiga bakteriofaagide vahel on mõningasi erinevusi, toimub rakkude lüüsimine alati põhimõttel „Kas kõik või mitte midagi“. See on ka loogiline, sest ei ole ju võimalik rakku ainult „natukene“ lüüsida. Siit omakorda tuleneb vajadus käivitada rakkude lüüsimine bakteriofaagile õigel ajal (viirus üritab rakust võtta, mis võtta annab). Kuidas see õige aeg aga kindlaks määratakse, sõltub nii lüüsivalkude kontsentratsioonist rakus kui ka raku metaboolsest seisundist. Faag T7 kasutab rakkude lüüsimiseks dsDNA-faagidele tavalist holiin-endolüsiin-süsteemi. Rakkude lüüsis osalevad faagi valgud P3.5, mis on seesama valk, mis osales transkriptsiooni regulatsioonis, P17.5, P18.5 ja P18.7, millel kõigil on erinevad funktsioonid:

			-P17.5 (holiin) teeb sisemembraani avaused; 

			-P3.5 (endolüsiin) siseneb nende avavuste kaudu periplasmasse, kus ta käivitab peptiidoglükaanide lagundamise;

			-P18.5 ja P18.7 on spaniinid, mis vastutavad raku välismembraani lagundamise eest.

			Enamikul dsDNA-faagidel vastutab selle protsessi kontrolli eest holiin, mis valib rakkude lüüsimiseks õige aja. See põhineb asjaolul, et kindlatel tingimustel (nt ATP taseme langemine rakus, membraanipotentsiaali muutus) holiin aktiveerub ja moodustab ülal nimetatud avaused. 

			 

			Faag T7 ja sellele sarnased bakteriofaagid biotehnoloogias

			Faagi T7 kasutatakse, ehkki mitte väga sageli, phage-display-süsteemis. Selleks konstrueeritakse faagi T7 abil presenteeritavate peptiidide raamatukogud ja süsteem toimib samamoodi kui niidikujuliste bakteriofaagide puhul (Joonis 51). 

			Hoopis laialdasemalt on kasutusel Autographiviridae sugukonna bakteriofaagide (T7, T3, SP6) transkriptsioonisüsteem – nende faagide RNA polümeraasid ja vastavad promooterid. Nende süsteemide eeliseks on promooteri lihtne ehitus ning bakteriofaagi kiire ja ühekomponendiline RNA polümeraas. Tasub meeles pidada, et bakterite RNA polümeraasid koosnevad mitmest allühikust. Neid töövahendeid kasutatakse RNA sünteesimiseks katseklaasis ja elusrakkudes (nii bakterites kui ka eukarüootide rakkudes). Ajalooliselt on laialdast kasutust leidnud ka faagi T7 DNA polümeraas, mida kasutati nukleiinhapete sekveneerimisel Sangeri meetodil. Selle ensüümi eeliseks on suur DNA sünteesi kiirus (kuni 10 kb/s) ja asjaolu, et faagi T7 DNA polümeraas ei tee vahet dNTP-del ja nende analoogidel, milles üks fosfaadiga seotud hapnik on vahetatud väävli vastu. Praegusel ajal kasutatakse seda (radioaktiivset) sekveneerimist harva. Levinum on mitteradioaktiivne tsükliline sekveneerimise ja viimastel aastatel uue põlvkonna sekveneerimismeetodid (ingl next generation sequencing, NGS).

			Huvitav on märkida, et kui NGS on vähendanud faagi T7 DNA polümeraasi kasutamist, on see samal ajal suurendanud sugukonna Podoviridae esindaja, Bacillus subtilis’e faagi φ29 (liiginimetus Bacillus virus phi29, perekond Salasivirus) DNA polümeraasi kasutamist. Kui kõrvale jätta virioni kuju ja lineaarne dsDNA genoom, on faagide φ29 ja T7 vahel väga vähe ühist. Suurim erinevus nende bakteriofaagide DNA replikatsioonis on ahela väljatõrjumisega toimuv DNA süntees ja valgulise praimeri kasutamine faagi φ29 DNA polümeraasi poolt. Siiski on ka φ29 DNA polümeraasi näol tegemist väga protsessiivse ja täpse, vigu korrigeeriva (ingl proofreading) aktiivsusega ensüümiga. Eriti kasulikuks muudab faagi φ29 DNA polümeraasi aga tema võime viia katseklaasis läbi DNA isotermaalset amplifitseerimist. Erinevalt PCR-ist pole selle ensüümi puhul vaja kasutada tsüklit sulatamine-seondamine-süntees, vaid kogu protsess toimub temperatuuril 30 °C. Faagi φ29 DNA polümeraas amplifitseerib kuni 70 kbp pikkuseid DNA lõike; PCR-i ensüümid seda enamasti ei suuda. Mis eriti tähtis, faagi φ29 DNA polümeraas teeb seda mittekallutatud viisil. Mittekallutatud DNA süntees ongi faagi φ29 DNA polümeraasi teostatava amplifikatsiooni teine oluline eelis PCR-i ees:

			-PCR-reaktsiooni käigus amplifitseeritavate järjestuste mitmekesisus üldjuhul väheneb ja amplifitseeruma hakkavad enamasti mingid eelistatud variandid;

			-Faagi φ29 DNA polümeraasi vahendatud amplifikatsioonil seda ei toimu. 

			Katseklaasis saab seda reaktsiooni (ingl multiple displacement amplification, MDA) läbi viia ilma faagi φ29 terminaalset valku (looduslik praimer) kasutamata, kuna viiruse polümeraasile sobivad praimeriteks ka juhusliku järjestusega oligonukleotiidid (enimkasutatud on heksameerid). Nende omaduste tõttu on faagi φ29 DNA polümeraas heaks töövahendiks väikeses koguses kättesaadava uurimismaterjali, näiteks cDNA proovi või üksikust rakust pärineva nukleiinhappe amplifitseerimiseks enne järjestuste analüüsi NGS-i abil.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on faagi T7 virioni ehitus ning kuidas toimub selle seondumine rakule ja faagi DNA sisenemine rakku?

			2.Kuidas toimub faagi T7 geeniekspressioon, millised on bakteriofaagi geenide klassid ja vastavate valkude peamised funktsioonid?

			3.Kuidas toimub faagi T7 DNA replikatsioon ning virionide moodustamine?

			4.Sugukondadesse Autographiviridae ja Podoviridae kuuluvate bakteriofaagide ja neist pärinevate ensüümide kasutamine bio- ja geenitehnoloogias.

		

	
		
			II.4. SUGUKOND SIPHOVIRIDAE, BAKTERIOFAAG LAMBDA

			Andres Merits

			Kokkuvõte 

			Faagil lambda on ümara pea ja paindliku sabaga virionid. Keskmise suurusega lineaarse dsDNA-genoomi otstes paiknevad 12 nukleotiidi pikkused üksteisega komplementaarsed (kleepuvad) ssDNA-lõigud. Geenid on funktsionaalselt klasterdunud operonidesse. Peremeesrakule seondub faag lambda retseptori LamB kaudu. Rakku sisenenud genoom tsirkulariseerub. Faag lambda on mõõdukas bakteriofaag; tema infektsioon võib kulgeda kas lüsogeenset või lüütilist rada pidi. Faag lambda lüsogeniseerib eelkõige ebasoodsais tingimustes kasvavaid baktereid. Bakterite seisundi määramiseks on faagil lambda keeruline süsteem. Lüsogeenses infektsioonis on viiruse geeniekspressioon maha surutud ja tema genoom integreerub saidispetsiifilise rekombinatsiooni abil peremehe genoomi. Integreerunud profaag võib virione tootmata püsida lüsogeensetes rakkudes piiramatu arvu põlvkondi. Lüsogeensust saab lõpetada rakke UV-ga kiiritades. Lüsogeensuse lõpetamisel või ka lüütilise infektsiooni valikul aktiveeritakse faagi lambda varaste geenide ekspressioon. See protsess on hästi reguleeritud, kusjuures oluline roll on siin viiruse poolt kodeeritud transkriptsioonilistel antiterminaatoritel. Replikatsiooni käivitamiseks kodeerib faag lambda genoomi ori-lõiku äratundvat valku, DNA sünteesi ensüümid pärinevad aga peremeesrakult. DNA replikatsioon kulgeb algul theta-, hiljem aga veereva rõnga mudeli järgi ja selle tulemuseks on lineaarsed konkatemeerid. Virionide moodustamine algab tühjade prokapsiidide moodustamisest. Järgneb DNA pakkimine, mis sõltub pakkimissignaalide olemasolust. Kapsiidi pakitakse kahe pakkimissignaali vahele jääv genoomi monomeer ja selle protsessi käigus moodustuvad genoomi otstesse kleepuvad otsad. Faag lambda virionid vabanevad rakust holiin-endolüsiin- süsteemi abil.

			 

			Sugukonda Siphoviridae kuuluvatel viirustel on pea ja sabaga virionid. Selle tunnuse alusel paigutub see sugukond seltsi Caudovirales (valdkond Duplodnaviria, riik Heunggongvirea, hõimkond Uroviricota, klass Caudoviricetes), mis ühendab kõiki pea ja sabaga virionidega faage. Siphoviridae on väga suur viiruste sugukond: siia kuulub üle 750 viiruste liigi, mis moodustavad kokku ligikaudu 265 taksonoomiliselt tunnustatud perekonda, millest osa omakorda kuulub alamsugukondadesse (kokku 13). Siphoviridae esindajate peremeeste hulgas leidub nii baktereid kui ka (siiski oluliselt harvemini) arhesid. Virionidele on iseloomulik, et nende saba on paindlik ega ole kokkutõmbuv. Genoomiks on keskmise suurusega (umbes 50 kbp) pikkune dsDNA, mis sisaldab ligikaudu 70 geeni. Enim uuritud esindajaks on perekonda Lambdavirus kuuluv faag lambda, mille liiginimetus on Escherichia virus Lambda (perekond Lambdavirus). Sageli kirjutatakse selle viiruse nimi lihtsalt ühe kreeka tähega – λ. Faag lambda avastati E. coli tüves K-12 1951. aastal. Huvitav on siinkohal mainida, et bakteritüvi K-12 isoleeriti patsiendilt juba 1922. aastal ja 29 aasta jooksul ei märganud keegi, et ta kannab oma genoomis uudset viirust.

			 

			Faag lambda virioni ja genoomi struktuur

			Faagi lambda virionil (Joonis 57) on ikosaeedriline pea (diameeter 54 nm), mille koostises on kaks peamist kapsiidivalku D ja E. Kumbagi valku on virionis 420 monomeeri. Seega on virioni peal T = 7 sümmeetria. Saba kinnitub ühele ikosaeedrilise pea tippudest, on pikk (173 nm) ja paindlik ning koosneb peamiselt valgust V, mis moodustab toruja struktuuri. Selle sisemine diameeter on 3 nm ja see kujutab endast kanalit, mille kaudu viiruse genoom siseneb rakku. Faagi lambda virioni saba tipus paikneb valgust J koosnev struktuur, mida nimetatakse ka otsmiseks fiibriks. Laboratooriumis kasutatava faagi lambda virionidel külgmisi fiibreid ei ole, metsikut tüüpi viirustel on need aga olemas (arvatavasti 6 tükki).
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			Joonis 57. Faag lambda virionid. A. Virionid elektronmikroskoobis. B. Virioni ehituse skeem.

			 

			Faagi lambda genoomiks on lineaarne dsDNA pikkusega 48514 bp. Seega kuulub faag lambda keskmiste mõõtmetega genoomiga viiruste hulka. Genoomi mõlemas otsas asuvad 12- nukleotiidsed üheahelalised teineteisega komplementaarsed („kleepuvad“) lõigud, mis tsirkulariseerunud genoomis vastavad cos-saidile. Genoomis on üle 50 geeni, mis on funktsionaalselt klasterdunud järgmistesse peamistesse gruppidesse: 

			-pea struktuurivalkude geenid; 

			-saba struktuurivalkude geenid; 

			-integreerumisvalkude geenid; 

			-rekombinatsiooni läbiviivate valkude geenid; 

			-regulatoorsed geenid; 

			-replikatsioonil osalevate valkude geenid;

			-lüüsivalkude geenid. 

			Klasterdumine ei piirdu ainult valke kodeerivate järjestustega: ka DNA cis-järjestused, millega seonduvad genoomi integreerumise, replikatsiooni või geeniekspressiooni regulatsiooniga seotud valgud, paiknevad vastavate geenide läheduses. Näiteks asub replikatsiooni ori-lõik O-geenis, mis kodeerib ori-lõiku äratundvat O-valku (Joonis 58). 
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			Joonis 58. Faag lambda genoomi ehituse skeem. Joonisest ülal on näidatud peamiste geenide grupid. Nooled joonise all tähistavad cis-aktiivsete järjestuste paiknemiskohti genoomis.

			 

			Infektsiooni algus ning lüütiline ja lüsogeene infektsioon

			Metsikut tüüpi faag lambda virionide seondumine rakule algab külgmiste fiibrite ja rakupinna vaheliste interaktsioonidega. Selline virionide esmane seondamine on pöörduv ega ole laboratoorsetes tingimustes vajalik. Pöördumatut ja infektsiooniks vajalikku seondumist peremeesraku pinnale vahendab sabatipu valk J, mis on faagi lambda antiretseptor. J-valk seondub peremeesraku membraanivalguga LamB, mis on faag lambda retseptoriks. LamB on E. coli valk, mis osaleb maltoosi rakku transportimisel keskkonnast. Rakule kinnitunud virionis paiknev DNA tungib rakku polaarselt, kindel ots ees. Rakku sisenenud genoom tsirkulariseerub 12 b pikkuste kleepuvate otste kaudu ja superspiraliseerub.

			Faag lambda on mõõdukas bakteriofaag, mis tähendab, et rakku tunginud viiruse genoom võib põhjustada kas lüütilise infektsiooni, mis lõpeb uute virionide moodustamise ja vabanemisega või integreeruda raku genoomi ja paljuneda koos sellega profaagi kujul. Profaagi kandvaid baktereid nimetatakse lüsogeenseteks: lüsogeensus on bakteri, mitte faagi fenotüüp. Lüsogeensed bakterid on faag lambda superinfektsiooni suhtes immuunsed. Selle tõttu on faag lambda tekitatud lüüsilaikudele e plaakudele (ingl plaque) omane „hägune“ (ingl cloudy) välimus (Joonis 59). See tuleneb asjaolust, et mitte kõik faag lambda poolt nakatatud bakterid ei sure ega lüüsu: lüsogeensed bakterid jäävad ellu ja paljunevad. Kui faagi geenides, mis vastutavad lüsogeensuse tekkimise või püsimise eest, leidub funktsionaalseid defekte, siis lüüsib selline bakteriofaag kõik nakatatud bakterirakud ja tekkinud lüüsilaigud on selge või läbipaistva fenotüübiga (ingl clear). Inglise keelest tuleneb ka vastavate geenide nimetus: C-geenid.
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			Joonis 59. Faag lambda tekitab tardsöötmel kasvatatud bakterikultuuris erisuguse fenotüübiga lüüsilaike. Virionid, milles paiknev genoom ei suuda esile kutsuda lüsogeenset infektsiooni, tekitavad selgeid lüüsilaike (ingl clear plaque). Metsikut tüüpi virionid tekitavad aga häguseid lüüsilaike (ingl cloudy plaque). Joonis: B. Henze, Leibniz Institute DSMZ.

			 

			Lüsogeene infektsioon annab mõõdukatele bakteriofaagidele eeliseid, sest võimaldab viiruse ellujäämist olukordades, kus vabad virionid ei säiliks. Lüsogeensus tekibki sagedamini tingimustes, mis produktiivseks infektsiooniks ei sobi. Näiteks lüüsib faag lambda enamasti kiiresti kasvavaid baktereid, „nälgivate“ bakterite puhul on aga tavalisem lüsogeene infektsioon. Lüsogeensetes bakterites asuv lambda profaag on tundlik mitmete keskkonnastresside suhtes ja teatavatel tingimustel, näiteks DNA-d kahjustavate tegurite mõjul ta aktiveerub. See toob kaasa lüütilise infektsiooni käivitamise ja uue bakteriofaagide põlvkonna moodustamise. Niiviisi „põgeneb“ viirus surevast rakust.

			 

			Faag lambda geeniekspressioon lüütilise infektsiooni puhul

			Mõõdukate bakteriofaagide (sealhulgas faag lambda) lüütiline infektsioon sarnaneb lüütiliste bakteriofaagide infektsiooniga. Sarnaselt teiste dsDNA-genoomiga viirustega on faag lambda infektsioonis esimeseks sündmuseks viiruse geenide ekspressioon. Nagu ka teistel suure või keskmise genoomiga viirustel saab siin eristada varast (enne DNA replikatsiooni) ja hilist (pärast DNA replikatsiooni algust) faasi. Kõigi faag lambda geenide transkriptsiooni viib läbi peremeesraku RNA polümeraas. Selle viiruse varast geeniekspressiooni on väga põhjalikult uuritud. See on siiani üks kõige eredamaid näiteid prokarüootse geeniekspressiooni regulatsioonist ning on seetõttu sageli kajastatud ka molekulaarbioloogia- ja geneetikaõpikutes. Ilmselt ei saa halvaks panna ka seda, et ühes õpikus on seda kajastatud ühte-, teises veidike teist moodi: faag lambda geeniekspressioonis on niivõrd palju huvitavat, et iga autor lihtsalt peab mingi valiku tegema. 

			Faag lambda varasele geeniekspressioonile on iseloomulik pikki genoomi mõlemasse suunda toimuv transkriptsioon ja selle ulatuse muutumine ajas. Transkriptsiooni kaasatud DNA-regioonide pikenemine on seotud spetsiifiliste antiterminaatorite sünteesimisega. Rakku sisenenud faagi lambda DNA transkriptsioon algab kahelt vastassuunaliselt varaselt promooterilt PL ja PR (Joonis 60A). Faagispetsiifiliste faktorite puudumisel termineeritakse vasakpoolne transkript rho-sõltuval terminaatoril tL1, mis paikneb vahetult N-geeni järel. Enamik parempoolseid transkripte termineeritakse teisel rho-sõltuval terminaatoril tR1, mis paikneb geeni cro (selle poolt kodeeritud valgu funktsioonide kohta vt allpool) järel. 
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			Joonis 60. Faag lambda genoomi transkriptsioon lüütilise infektsiooni puhul. A. Varane operaatorpiirkond (vastab regulatsiooni- ja replikatsioonipiirkondadele joonisel 58). Joonise all on näidatud promooterite, terminaatorite ja nut-saitide paiknemine, samuti transkriptsiooni kaasatud alad N-valgu puudumisel (-N) ja selle olemasolul (+N). Antiterminaatoreid kodeerivad geenid on tähistatud rohelisega, regulaatorvalke kodeerivad geenid cI, cII, cIII ja cro on tähistatud halli ja DNA replikatsiooni käivitamise eest vastutavad geenid sinise värviga. B. Transkriptsiooni elongatsiooni kontroll Q-antiterminaatori kaudu. Näidatud on promooteri ja terminaatori paiknemine ning transkriptsiooni kaasatud alad Q-valgu puudumisel (-Q) ja selle olemasolul (+Q).

			 

			Faagi lambda N-valk toimib kui antiterminaator ja võimaldab transkriptsiooni jätkumist terminaatori kohalt. N-valgu toime seisneb selles, et see valk seondub spetsiifiliselt mõlema varase transkripti 5’-otstes asuvale spetsiifilisele järjestusele nut (ingl N-utilization), mis kujutab endast 18 nukleotiidi pikkust mittetäiuslikku palindroomi. N-valk moodustab koos RNA, RNA polümeraasi ja nelja raku (NusA, NusB, NusG ja NusE) valguga terminatsioonile vastupidava kompleksi. Seetõttu läbivad transkriptsiooonikompleksid tL1 ja tR1 terminaatorid ja transkribeeritav ala pikeneb oluliselt (Joonis 60A). 

			-Vasakule suunduvalt transkriptilt transleeritakse nüüd lisaks N-valgule ka cIII- valku ning valke, mis on seotud faagi genoomi rekombinatsiooniga (gam, bet, exo) ja aktiveerivad ka viiruse genoomi replikatsiooni. 

			-Paremale suunduvalt transkriptilt sünteesitakse cII regulaatorvalk, DNA replikatsiooni initsiatsiooni valgud O ja P ning hiliste geenide antiterminaator, Q-valk. 

			Cro-valgu kogunemine toob kaasa varase transkriptsiooni allasurumise. Transkriptsioon täielikult siiski ei peatu , kuna Cro represseerib ka iseenda sünteesi.

			Järgnevalt aktiveerub hiliste ja lüüsigeenide transkriptsioon. Seda võimaldab antiterminaatorvalk Q. Oma toimemehhanismilt erineb Q-valk N-valgust. Q-valk seondub viiruse DNA-ga PR’-promooteri regioonis (Joonis 60B). Transkriptsioon, mis toimub PR’- promooterilt, teeb pärast 16–17 nukleotiidi pikkuse RNA-lõigu sünteesi pausi, mille jooksul Q-valk kandub DNA-lt üle sünteesitud RNA-le ja modifitseerib RNA polümeraasi, interageerudes mRNA elongatsiooni takistava σ70-faktoriga. Selle tulemusena transkriptsiooniline paus lüheneb ja moodustunud elongatsioonikompleksid läbivad ka allpool paiknevad terminaatorid. Nii sünteesitakse väga pikad (ligikaudu 25-kb) hilised mRNA-d, millelt ekspresseeritakse viiruse struktuurivalgud ja lüüsivalgud (Joonis 60B). 

			Milleks on kõik organiseeritud nii keeruliselt? Kahtlemata on siin oma põhjused. Paraku ei ole just kerge aru saada, milleks on näiteks N-valgu vahendatud antiterminatsiooni üldse vaja. PL-– -ja PR-promooteritelt algava transkriptsiooni laiendamine on muidugi vajalik, kuid sama tulemuse võinuks saavutada ka lihtsalt, mitte kasutades terminaatoreid tL1 ja tR1. Q-valgust sõltuva antiterminatsiooniga on asi selgem. Promooter PR’- on alaliselt aktiivne (PL ja PR on represseeritavad cI-valgu poolt, vt lähemalt alapunkti 4.6) ja lüsogeenses infektsioonis tagab just Q-valgu puudumine selle, et PR’-promooterilt ei sünteesita viiruse hiliste valkude mRNA-sid. Igal juhul näib, et faag lambda puhul ei ole tehtud lihtsaid valikuid; seda enam, et ülal kirjeldatud lüütilist infektsiooni iseloomustavale regulatsioonile lisandub ka lüsogeense infektsiooni regulatsioon. Vähemalt infektsiooni alguses toimivad need erinevad mehhanismid paralleelselt ja nende vahekord on oluline infektsioonitüübi (lüütiline või lüsogeene) kujunemisel.

			 

			Faagi ja peremehe faktorid, mis mõjutavad lüsogeensuse tekkimist

			Lüsogeense ja lüütilise infektsiooni valik sõltub mitmetest viiruse ja peremeesraku komponentidest. Faagil lambda osalevad selles C-geenide kodeeritud valgud ja profaagi integratsiooni eest vastutavad valgud.

			Valk cI on repressor, mis moodustab dimeere. cI-dimeerid seonduvad operaatoraladele oL ja oR, mis kontrollivad vastavalt lüütilise infektsiooniga seotud varaseid promootereid PL ja PR (Joonis 62). cI-repressor seondub samadele promooteritele ka superinfekteeriva bakteriofaagi genoomis, mistõttu lüsogeensesse rakku sisenenud viirus ei saa oma geeniekspressiooni käivitada ja lüsogeensed rakud on järgneva infektsiooni suhtes immuunsed. Valk cI on vajalik lüsogeensuse säilitamiseks ja ekspresseerub seetõttu kogu lüsogeense infektsiooni jooksul, reguleerides ka iseenda juurdesünteesi (vt alapunkt 4.6). Valgud cII ja cIII on seevastu vajalikud ainult cI-repressori sünteesi käivitamises. Int kujutab endast faag lamba integraasi. Int-geeni puudumisel ei saa profaag peremehe genoomi integreeruda ja lüsogeenset infektsiooni ei teki. 

			Lisaks viiruse valkudele on lüsogeense infektsiooni tekkimiseks vajalikud ka spetsiifilised DNA järjestused, millele seondudes need valgud toimivad. Näiteks on profaagi integreerumiseks vajalik attP-sait (Joonis 58, 63). Samamoodi on vajalikud ka promooterid, mis võimaldavad transkriptsiooni lüsogeensuse tekitamiseks olulistelt geenidelt. cI ekspressiooni jaoks on seejuures olulised kaks erinevate funktsioonidega promooterit: 

			1.Promooter PRE (ingl promoter repression establishment) on cII-valgu poolt aktiveeritav promooter, mis transkribeerib cI-geeni enne lüsogeensuse tekkimist.

			2.Promooter PRM (ingl promoter repression maintanence) on cI-valgu enda poolt reguleeritav promooter, mis vastutab cI-geeni transkribeerimise eest lüsogeensuse ajal.

			Lüsogeensuse tekkimise/mittetekkimise otsuse tegemisel on oluline ka geen Cro, mille poolt kodeeritud valk seondub samadele operaatoraladele kui cI-repressor. Cro on cI-ga võrreldes erineva afiinsusega mistõttu tema seondumine represseerib eeskätt promooterit PRM.

			Teada on ka rida peremeesraku mutatsioone, mis mõjutavad faag lambda lüsogeense infektsiooni tekkimist. Need defektid on seotud:

			1.CRP-cAMP-regulatsioonisüsteemiga: selliste defektide korral lüsogeensust ei teki ja lambda läheb alati lüütilisse infektsiooni.

			2.Rnc (RNase III) ja him/hip (ingl integration host factor IHF, E. coli histoonisarnane valk) geenide mutatsioonid soodustavad samuti lüütilise infektsiooni tekkimist: faag lambda DNA ei suuda selliseid mutatsioone sisaldavates rakkudes efektiivselt peremehe genoomi integreeruda.

			3.Hfl-geenide (ingl high frequency of lysogenization) mutatsioonid soodustavad lüsogeensuse tekkimist: vastavaid mutatsioone kandvaid rakke faag lambda ei lüüsi. Hfl-geenid kodeerivad proteaase, mis muu hulgas degradeerivad ka cII valku. 

			Ajalooliselt tehti need geenid kindlaks juba enne faag lambda (ja palju varem peremehe) genoomide sekveneerimist. Selleks isoleeriti ja iseloomustati vastavad bakteriofaagi ja peremehe mutandid. Nende mutatsioonide komplementatsiooni ja omavaheliste seoste uurimisega suudeti välja selgitada faag lambda lüsogeensuse tekkimise, säilimise ja lõpetamise mehhanismid. Tänapäeval tundub selline molekulaarse pusle kokkupanek väga vaevarikas ja kohmakas; 1960-ndatel ja 1970-ndatel oli see aga oluliseks tõukeks, mis viis oluliselt edasi meie teadmisi mitte ainult faag lambda molekulaarbioloogia, vaid geeniekspressiooni regulatsiooni kohta üldse.

			 

			Kuidas teeb faag lambda valiku lüsogeense ja lüütilise infektsiooni vahel?

			Nagu kõik muud sündmused faag lambda infektsioonis, saab ka lüsogeense infektsiooni tekkimine alguse viiruse varasest geeniekspresssioonist. Esimeseks sammuks on siin geenide cII ja cIII ekspressioon, mis toimub vastavalt PR ja PL promooteritelt N-antiterminaatori abil (Joonis 60A). Valk cII moodustab tetrameere ja toimib spetsiifilise transkriptsiooni aktivaatorina. Kokku on faag lambda genoomis kolm cII poolt aktiveeritavat järjestustelt sarnast promooterit, mis kõik on lüsogeense infektsiooni tekkimiseks olulised.

			1.Ülalmainitud PRE-promooterilt transkribeeritakse cI-geeni. Peale selle on PRE transkriptid antisenses orientatsioonis Cro-geeni mRNA-ga ja takistavad sellega Cro-valgu sünteesi.

			2.PInt-promooter asub geenis xis ja transkriptsioon kulgeb vasakule, geeni int suunas. PInt-promooteri rolliks ongi int- (integraas) geeni transkriptsioon varases infektsioonis. Tegelikult on int-geenile vastavad järjestused esindatud ka PL-promooterilt sünteesitavas pikas (N-antiterminatsiooni tulemusel tekkivas) transkriptis (Joonis 61A). Miks siis selle mRNA pealt integraasi ei ekspresseerita? Põhjuseks on PL-promooterilt alguse saava transkripti 3’-regiooni ebastabiilsus. Ebastabiilsus on seotud sellega, et tänu N-valgu antitermineerivale toimele sünteesitakse seda transkripti seni, kuni RNA polümeraas kopeerib viiruse genoomis paikneva sib-saidi. Sib-sait on transkriptsiooni terminaatoriks ja sisaldab samal ajal ka kohta, millele vastav mRNA võib moodustada spetsiifilise RNA sekundaarstruktuuri (Joonis 61A). Kui tegemist on PL-promooterilt tuleva transkriptsioonikompleksiga, loeb see tänu N-valgu antitermineerivale toimele sib-regiooni tervikuna läbi. Transkripti 3’-otsa moodustub seetõttu spetsiifiline RNA struktuur, mille tunneb ära raku ensüüm RNaas III. Järgneb PL-transkripti lõikamine ja kiire degradatsioon kahe eksonukleaasi poolt. Degradatsioon kulgeb 3’→5’ suunas, seega degradeeritakse esimesena just integraasi kodeeriv regioon. Seega saab PL -promooterilt lähtunud transkriptilt transleerida ainult selle 5’-otsa poolse osa, mis sünteesitakse varem ja degradeeritakse hiljem, poolt kodeeritud valke. Kuidas on aga võimalik transleerida Int-valku PInt-promooterilt sünteesitud transkriptidelt? PInt-promooterilt lähtuvates transkriptides puudub nut-sait, mistõttu N-antiterminaator nendele ei seondu ja transkriptsioon termineeritakse rho-st sõltuval terminaatoril sib-regiooni alguses. Selle tulemusena on PInt- transkriptid 3’-otstest lühemad ja neis puuduvad RNaasIII tundlikku struktuuri moodustavad järjestused (Joonis 61B). Nii on need transkriptid ka stabiilsemad ja saavad toimida integraasi kodeerivate mRNA-dena. Geenide aktiivsuse reguleerimise mehhanismi, mida vahendab reguleeritavast geenist 3’-suunas asuv järjestus, nimetatakse retroregulatsiooniks.
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			Joonis 61. Retroregulatsioon takistab integraasi ekspressiooni PL-promooterilt initsieeritud transkriptilt (A), kuid võimaldab selle toimumist PInt-promooterilt initsieeritud transkriptilt (B).

			 

			3.PAQ promooteri transkriptid on antisensses orientatsioonis geenile Q. Seega blokeerivad need transkriptid geenide Q, O ja P, s.t faagi autonoomse replikatsiooni geenide avaldumist. Maha surutakse ka viiruse hiline geeniekspressioon, sest see sõltub Q-antiterminaatorist ja genoomse DNA replikatsioonist. 

			Kokkuvõtteks: infektsiooni alguses soodustab cII-valk cI-repressori ja Int-valgu ekspressiooni. Samas ei muutu kõik rakud, kus ekspresseeritakse cII-geen, lüsogeenseteks. Selle põhjuseks on asjaolu, et cII-valk on aktiivne tetrameeride kujul ja tetrameeride moodustamiseks on vaja cII kõrget kontsentratsiooni rakus. Seda pole aga lihtne tekitada, sest cII-valk on ebastabiilne: teda lagundavad ülalmainitud raku Hfl-proteaasid (peamiselt HflA, osaleb ka HflB). cIII-valgu roll seisneb cII-valku degradeerivate proteaaside inhibeerimises. Selles protsessis on oluline roll ka raku metaboolset seisundit kontrollival CRP-cAMP-süsteemil, mis seob faag lambda valiku lüsogeense või lüütilise infektsiooni kasuks rakkude metaboolse seisundiga. Lihtsustatult: kui rakkudel on glükoosipuudus, siis suureneb cAMP-i kontsentratsioon rakkudes, rakk surub maha Hfl-i proteaaside ekspressioonitaseme, mis omakorda viib cII-valgu stabiliseerimisele ja selle kaudu lüsogeense infektsiooni tekkimise soodustamisele. 

			Kui kaua on viirusel aega oodata, et cII-valk saavutaks rakus kõrge kontsentratsiooni? Tegelikult on aega üsna vähe ja küsimus, kas valik toimub lüsogeensuse või lüütilise infektsiooni kasuks, otsustatakse sellega, kas cII saavutab piisavalt kõrge kontsentratsiooni enne kriitilist hetke. Kriitiline hetk on määratud valgu Cro järjepideva kogunemisega. Kui Cro saavutab PR promooterilt initsieeritava transkriptsiooni allasurumiseks piisava kontsentratsiooni, siis blokeeritakse cII-valgu juurde süntees, cII kontsentratsioon hakkab langema ja infektsioon läheb lüütilist teed mööda. Seega on faag lambda puhul vaikimisi määratud valikuks just lüütiline infektsioon ja sellest kõrvalekaldumiseks peab olema täidetud terve rida tingimusi.

			 

			Lüsogeensuse säilitamine

			cI-repressoril on kaks domeeni. Tema N-terminaalne domeen seondub DNA-ga järjestusespetsiifiliselt: valgu N-terminaalses domeenis paiknev α-spiraalne lõik asetub DNA sügavasse vakku. Valgu C-terminaalne domeen vastutab cI-dimeeride (cI-repressori aktiivse vormi) moodustamise eest. Lüsogeensuse säilitamiseks on vaja maha suruda faagi varaste geenide ekspressioon. Selleks aga on vajalik pidev cI-repressori ekspressioon, mis saavutatakse cI-repressorit siduvate DNA järjestuste – operaatorite – paiknemise abil. Kui vasakpoolne operaatorala on ette nähtud peamiselt PL–i aktiivsuse mahasurumiseks, siis parempoolne operaatorala on regiooniks, mis kontrollib kahe vastassuunalise (ja vastupidiste funktsioonidega) promooteri PR ja PRM aktiivsust. Nende promooterite operaatoralaga seonduvad kaks faagi lambda regulaatorit, cI-repressor ja Cro-valk. 

			Parempoolne operaatorala koosneb kolmest seondumissaidist, mida nimetatakse OR1, OR2 ja OR3. (Joonis 62A). Iga selline element on 17 bp pikkune ning kujutab endast inverteeritud järjestust, kuhu seondub kaks cI-repressori molekuli. OR1, OR2 ja OR3 järjestused ei ole täielikult identsed ja seovad seetõttu nii cI-repressorit kui ka Cro-valku erinevate afiinsustega. Kõige suurema afiinsusega seondub cI-repressor järjestusele OR1, mistõttu on see esimeseks elemendiks, millele cI-repressor seondub. Järgmisena seondub cI-repressor OR2-elemendile ja siis OR3-elemendile. Esimesele kahele elemendile seondub cI-repressor kooperatiivselt (Joonis 62B), mis muudab repressiooni cI-repressori kontsentratsiooni suhtes väga tundlikuks, kuna ka väikesed repressori kontsentratsiooni erinevused võivad põhjustada repressioonis suuri muudatusi.
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			Joonis 62. Faag lambda parempoolse operaator-ala ehitus. Näidatud on repressorit seondavate operaator-elementide paiknemine kahe promooteri konsensusjärjestuste suhtes ja vastavate mRNA-de sünteesimise suunad (A). cI-repressori vahendatud regulatsiooni toimimise skeem (B). Selgitused on toodud tekstis.

			 

			OR1- ja OR2-elemendid kattuvad PR-promooteri -10 ja -35 motiividega. Seega, kui cI on seondunud OR1- ja OR2-elementidele, siis pole PR-promooter RNA polümeraasile kättesaadav (Joonis 62B). PRM-promooteri aktiivsusele on aga cI-valgu seondumisel OR1 ja OR2 järjestustele vastupidine mõju – see seondumine aktiveerib PRM-promooteri. Seega toimib cI repressor positiivse autoregulaatorina. cI repressori seondumine OR3-elemendile on vähem efektiivne. Sellega kaasneb DNA painutamine, kontaktide tekitamine vasak- ja parempoolse operaatorala vahel ja cI-valgu kõrgemat järku oligomeeride (tetra- ja oktameerid) moodustumine. See saab toimuda vaid cI-valgu väga kõrgetel kontsentratsioonidel ning siis toimub ka PRM-promooteri aktiivsuse mahasurumine. Loomulikult langeb seejärjel ka cI repressori tase. Et aga operaator-elementide vabanemine cI-repressorist toimub nendele seondumisele vastupidises järjekorras, siis vabaneb esimesena OR3-element ja PRM promooter taas-aktiveerub. PL-promooteri aktiivsuse mahasurumine, mida teostatakse vasakpoolse operaatorala kaudu, sarnaneb PR-promooteri mahasurumisele. 

			Cro-valk moodustab samuti dimeere ja tema ruumiline struktuur sisaldab cI repressori N-terminaalse (DNA-d seondavale) domeeniga sarnast ala. Ka siin on olemas α-spiraal, mis paigutub DNA suurde vakku. Seetõttu seondub Cro-valk samadele operaator-elementidele nagu cI repressor, kuid teeb seda ilma kooperatiivsuseta ning, mis eriti oluline, vastupidiste afiinsustega: esmalt seondub Cro-valk OR3 elemendile ning alles seejärel OR2 ja OR1 elementidele. OR3 elemendi seondumine Cro-valgu poolt represseerib PRM promooteri. Kõrgetel kontsentratsioonidel, kui Cro-valk seondub ka OR2- ja OR1- elementidele, surub ta maha ka PR promooteri aktiivsuse. Nagu ülal kirjeldatud, ei ole selline repressioon täielik: tegemist on tavalise negatiivse tagasisideme kaudu toimuva geeniekspressiooni regulatsiooniga: geen cro ise transkribeeritakse samuti PR promooterilt. 

			 

			Profaagi integreerumine ja väljalõikamine

			Lüsogeensuse kujunemise ajal püsib faag lambda genoom rakus plasmiidilaadse DNA-na ja on esindatud ühe koopiana. Nagu näeme hiljem P1-faagi puhul (ptk II.5.3), siis mõnele viirusele sellest piisab – kogu lüsogeense infektsiooni vältel püsib selliste bakteriofaagide genoom plasmiidi kujul. Sellesama P1-faagi näitel selgub ka, et plasmiidi kujul püsimisel on oma „hind“: bakteriofaagil on vaja pidevalt toota profaagi DNA replikatsiooni ja rakkudes püsimist tagavaid valke. Selles osas on raku genoomi integreerumise strateegia kindlasti pikemas perspektiivis kasulikum – see nõuab küll spetsiifilise integratsiooni- ja väljalõikamis-mehhanismi olemasolu, samas on aga profaagi püsimine rakus lihtsam, kuna tema replikatsiooni ja segregatsiooni eest kannavad hoolt raku genoomi paljunemise eest vastutavad mehhanismid. Mis iganes selle täpne põhjus ka ei oleks, on faag lambda rakus püsimiseks evolutsiooni käigus välja kujunenud just integreeritud profaagina püsimise mehhanism.

			Raku genoomi integreerub üks faag lambda genoomi koopia, integratsioon on saidispetsiifiline ja toimub faagi genoomis asuva attP ja bakteri genoomis asuva attB saidi vahel. Integreerumist võimaldavad valgud kodeerib bakteriofaag ja integreerumisega kaasneb viiruse genoomi premutatsioon. Seda tingib asjaolu, et cos-sait, kus genoomi moodustamisel toimub lineariseerumine, ja attP-sait, milles rõngakujuline DNA integreerumise käigus katkestatakse, paiknevad faag lambda genoomis teineteise suhtes poole genoomi kaugusel (Joonis 58) ehk siis jäävad rõngasmolekulis teineteisest peaaegu 180° kaugusele. See permutatsioon on oluline integratsiooni ja profaagi väljalõikamist läbiviivaid valke kodeerivate geenide ekspressioonil.

			Faagi lambda DNA integreerumine peremehe genoomiga on efektiivne protsess ja seda saab läbi viia ka in vitro süsteemis, mistõttu integratsiooniprotsessi ja selles osalevaid komponente on põhjalikult uuritud. Integratsioonis osaleb faagi poolt kodeeritud integraas (geeni int produkt). Vastupidises (väljalõikamise) reaktsioonis osaleb lisaks integraasile ka geeni xis produkt. Peremehe valkudest on oluline ka IHF (ingl integration host factor). IHF esineb rakus valkude HimA ja HirD heterodimeerina; IHF-i funktsioonid on seotud DNA saidispetsiifilise rekombinatsiooniga, samuti transkriptsiooni ja translatsiooni kontrolliga rakus. Integreerumise efektiivsust suurendab raku valk Fis (ingl factor for inversion stimulation), mis pole aga integreerumiseks siiski hädavajalik. 

			Cis-järjestustest on olulised kaks rekombineeruvat saiti, attP faagi ja attB peremehe genoomis (Joonis 63). Integratsiooni toimumiseks on vajalik, et sait attP asuks superspiraliseeritud DNA-s. Võiks eeldada, et attP ja attB on sarnased, kuid päris nii see siiski ei ole: need saidid erinevad nii oma järjestuselt, pikkuselt kui ka funktsioonidelt. attB asub bakteri genoomis gal- ja bio-operonide vahel ja on üpris lühike: minimaalne funktsionaalne attB järjestus on vaid 21 bp pikkune. Suurem osa sellest kujutab endast 15 bp pikkust O- fragmenti, milles paiknevad kaks teineteise suhtes inverteeritud Int-valgu seondamissaiti. Neile saitidele seondub integraasi C-terminaalne domeen ning see toimub madala efektiivsusega. O-fragment on rekombinatsiooni toimumise kohaks ja ka ainsaks attB- ja attP-saitide vaheliseks ühiseks (järjestuselt väga sarnaseks) elemendiks. attP-sait on tunduvalt pikem ja sisaldab peale O- fragmendi ka pikki „õlgu“, need järjestused paiknevad integratsioonisaidi suhtes positsioonides –150 kuni +90. Nendes regioonides asub viis Int-valgu seondumissaiti, mis erinevad järjestustelt O-fragmendis asuvatest saitidest ja kuhu seondub kõrge afiinsusega Int-valgu N-terminaalne domeen. Peale selle paiknevad attP „õlgades“ ka kolm IHF-valgu seondumise saiti, üks Fis-valgu seondumise sait ja kolm Xis-valgu seondumise saiti.

			Faag lambda integraas on 40 kDa suurune valk, millel on järgmised aktiivsused. Esiteks, Int-valk seob DNA-d kahes erineva järjestusega saidis. Nagu juba ülal märgitud, seonduvad erinevatele saitidele erinevad Int-valgu domeenid: kõrge afiinsusega saitidele attP „õlgades“ seondub integraasi N-terminaalne domeen, madala afiinsusega saitidele O-fragmendis seondub aga valgu C-terminaalne domeen. Teiseks, Int-valgul on topoisomeraas I tüüpi aktiivsus, mis on vajalik rekombineeruvate DNA molekulide lõikamiseks ja kokkuligeerimiseks, ja resolvaasi aktiivsus, mis on vajalik lahutamaks rekombinatsiooni käigus tekkivaid attP-attB-liiteid.
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			Joonis 63. Faag lambda genoomi integratsiooni ja väljalõikamise skeem (selgitused tekstis).

			 

			Faag lambda DNA integreerumine bakteri kromosoomi toimub järgnevalt. Üks Int-valgu molekul seondub nii „õlas“ kui ka O-fragmendis paiknevate seondumissaitidega. See on võimalik tänu sellele, et IHF-valk seondub faagi DNA-ga ja painutab seda (140° võrra) sobivasse konfiguratsiooni. Need valk-valk- ja valk-DNA interaktsioonid paigutavad bakteriofaagi ja raku DNA molekulid vastastikku. Moodustub intosoom, milles DNA on keerdunud valkude ümber ja mis sarnaneb oma struktuurilt nukleosoomiga (sellest ka nimetus). Järgnevalt teeb Int-valk O- fragmendis teineteisest 7 nukleotiidi kaugusel paiknevad üheahelalised katkestused. See lõikamine on topoisomeraas I tüüpi reaktsioon; moodustuvad fosfodiestersidemed DNA-ahela 5’-fosfaadi ja Int-valgu Tyr–342 jäägi hüdroksüülgrupi vahel. Järgneb „ülemiste“ ja seejärel „alumiste“ ahelate vahetus, mille tulemusena on profaag integreerunud peremehe genoomi.

			 Integratsiooni käigus moodustunud att-saidid erinevad esialgsetest, sest üks pool kummastki uuest saidist pärineb attB- ja teine pool attP-saidist. Neid nimetatakse attL- (paikneb profaagist vasakul) ja attR- (paikneb profaagist paremal) saitideks (Joonis 63). Profaagi väljalõikamiseks on vajalik rekombinatsioon attL ja attR vahel. Lisaks integreerumisel osalenud valkudele on siin vajalik ka xis-geeni poolt kodeeritud valgu osalemine. Xis-valk seondub attR-järjestuses asuvatele saitidele, painutab DNA-d (seda soodustab ka peremehe DNA-d painutav Fis-valk) ja interageerub Int-valguga. Need interaktsioonid aktiveerivad faagi genoomi kromosoomist väljalõikava (ja blokeerivad integratiivse) rekombinatsiooni. Profaagi induktsioonil (selle mehhanismi vt allpool) toimub nii Int- kui ka Xis-valgu ekspressioon PL promooterilt; PInt promooteri aktiveerimine vajalik ei ole. Siit võib tekkida küsimus: miks ei toimi retroregulatsioon, nagu see leidis aset infektsiooni alguses (Joonis 61)? Vastus sellele küsimusele on lihtne – genoomi permutatsiooni tõttu on sib-regioon ümber asetunud. Teisisõnu, attP-sait paikneb faagi lambda genoomi integreerumises osalevate geenide ja retroregulatsiooni vahendava sib-järjestuse vahel (Joonis 58), mistõttu neid järjestusi eraldab pärast profaagi integreerumist peremehe genoomi 4,7 miljonit aluspaari (terve E. coli genoom). 

			 

			Väljumine lüsogeensest infektsioonitsüklist (profaagi induktsioon)

			Faagi lambda lüsogeensus on suhteliselt stabiilne, lõppedes iseeneslikult vaid ühel juhul 10 000 peremeesraku jagunemise kohta. Kui aga lüsogeenseid rakke töödelda UV-kiirtega või DNA-d kahjustavate ainetega, indutseeritakse profaagide massiline aktiveerumine. Nii iseenesliku kui ka massilise induktsiooni eest vastutavad sarnased mehhanismid.

			1.Vigastatud DNA olemasolu rakus (ssDNA fragmendid) aktiveerib raku valgu RecA. ssDNA-ga seondunud RecA stimuleerib repressorvalgu LexA autokatalüütilist proteolüüsi, mille tagajärjel indutseeritakse SOS-reparatsiooni eest vastutavate geenide transkriptsioon (SOS-vastus bakterites). Aktiveeritud RecA interakteerub lisaks LexA-repressorile ka faag lambda cI-repressoriga, stimuleerides ka cI-repressori autoproteolüüsi. cI-repressori autoproteolüüs toimub aminohappejääkide Ala111 ja Gly112 vahel ja on katalüüsitud Lys192 jäägi rünnaku poolt sellele sidemele. 

			2.Lõikuse tulemusena lagunevad cI-repressori dimeerid, side operaatoralaga kaob ja indutseeritakse PL- ja PR-promooteritelt lähtuv transkriptsioon, võimaldades ühtlasi cro-geeni transkriptsiooni (Joonis 60A). Cro-valgu hulk rakus suureneb ja see represseerib cI-repressori geeni transkriptsiooni. Käivitub varaste geenide ekspressioon, mis toimub samamoodi kui lüütilise infektsiooni käivitumisel.

			 

			Faagi lambda DNA replikatsioon

			Faag lambda DNA replikatsioon kulgeb sama mehhanismi alusel, sõltumata sellest, kas see toimub kohe pärast infektsiooni (s.t realiseerus lüütiline infektsioon) või lüsogeensuse lõppedes, kui viiruse genoom vabanes integreeritud olekust. Mõlemal juhul toimub viiruse DNA replikatsioon peremeesraku DNA sünteesi läbiviivate ensüümide abil. Faag lambda kodeerib ise vaid DNA replikatsiooni käivitavaid valke. 

			Faag lambda DNA replikatsiooni alguspunkt (ori-lõik) paikneb O-geenis ja koosneb neljast järjestuse poolest sarnasest (kuid mitte identsest) 18 bp pikkusest lõigust (Joonis 64A). Need lõigud, mida nimetatakse iteronideks, on G/C-rikkad mittetäiuslikud palindroomid. Ori-lõigu koostisesse kuulub ka iteronide lähedal asuv A/T-rikas element (Joonis 64A). Selles elemendis paiknevad kolm 11 bp pikkust kordusjärjestust on kohtadeks, kus faagi lambda DNA „paindub“ ja „lahti sulab“. Replikatsiooni initsieerimiseks on vaja kahte faagivalku ja mitmeid rakuvalke. Peale selle on tarvis ka O-geeni transkriptsiooni (toimub promooterilt PR), mis ilmselt aitab DNA dupleksit lahti harutada.

			DNA replikatsiooni initsieerimiseks vajalikud reaktsioonid on järgmised.

			1.O-valk tunneb ära ori-järjestuse ja seondub iteronidega. DNA keerdub ümber nelja O-valgu dimeeri, moodustades O-soomi struktuuri; see nimetus kajastab seda, et moodustunud struktuur meenutab nukleosoomi. See toob kaasa DNA paindumise ja DNA dupleksi lokaalse lahtisulamise A/T-rikkas järjestuses (Joonis 64A).

			2.P-valk seondub E. coli peamise replikatiivse DNA helikaasiga – DnaB-valguga. P-valk surub maha DnaB helikaasse aktiivsuse. Kaks P-valk/DnaB heterodimeeri interakteeruvad seejärel O-soomiga.

			3.Moodustunud kompleksiga seonduvad ajutiselt mitmed raku valgud: DnaJ, DnaK ja ATPaasse aktiivsusega GrpE. Selle tulemusena nõrgeneb P-valgu ja DnaB vaheline side. P-valk lahkub kompleksist, võimaldades DnaB aktiveerumist.

			4.DnaB hakkab DNA-d mõlemas suunas lahti harutama. Seejärel seondub ori-lõigule raku primaas (DnaG), mis sünteesib DNA replikatsiooni alguseks vajalikud praimerid. 
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			Joonis 64. Faag lambda DNA replikatsioon. A. Ori-lõigu ehituse ja funktsioneerimise skeem. B. Faagi lambda genoomi replikatsiooni skeem: replikatsioon kulgeb algselt theta-mudeli järgi ning hiljem toimub sellelt üleminek „veereva rõnga“ mudeli järgi toimuvale replikatsioonile

			 

			Initsiatsioonikompleksi üleminekul elongatsioonikompleksiks on vajalik veel raku DNA polümeraasi III lisandumine. Rõngakujulise DNA-genoomi replikatsioon toimub esialgu kahesuunaliselt (theta-replikatsiooni mudel), kus moodustavad kaks vastassuundadesse liikuvat replikatsioonikahvlit (Joonis 64B). DNA süntees toimub samamoodi kui raku DNA replikatsioonil ehk siis sünteesitakse juhtiv ja mahajääv ahel jne. Selle protsessi tulemuseks on rõngakujuliste monomeersete genoomide arvu suurenemine. 

			Hiljem lülitub DNA replikatsioon ümber „veereva rõnga“ mehhanismile, mis viib oligomeersete genoomide (konkatemeeride) moodustumisele (Joonis 64B). Sellele ülemineku aega kontrollib ilmselt raku valk DnaA, mis seondab viiruse genoomi PR-promooteri regioonis ja suurendab promooteri aktiivsust; see aktiivsus on omakorda vajalik DNA sünteesi initsieerimiseks ori-lõigul. Ilmselt töötab see süsteem järgmiselt: kui faag lambda genoomide koopiaarv suureneb, siis ei jätku nende kõigi tarvis DnaA valku ning initsieerimine ori-lõigul lakkab. Sel juhul on võimalik replikatsiooni läbi viia „veereva rõnga“ mehhanismi alusel. Regulatsiooni, mis põhineb rakupoolse komponendi piiratud hulgal, esineb ka muudel viirustel, näiteks selgroogseid nakatavatel ssRNA genoomsetel pikornaviirustel. Erinevalt ssDNA genoomiga faagide „veereva rõnga“ mehhanismi järgi toimuvast DNA replikatsioonist sünteesitakse lambda DNA kaheahelalisena ja replikatsiooni alguse asukoht ei ole fikseeritud. See tähendab, et replikatsiooni ümberlülitumine „veereva rõnga“ mehhanismile algab viiruse genoomi juhuslikku kohta tekkivast üheahelalisest katkest. Sellise katke tekitavad raku endonukleaasid. Lisaks kodeerib faag lambda DNA katkete püsimist soodustavat Gam-valku, mis surub maha raku RecBC DNA reparatsioonisüsteemi, mis mittenakatatud rakus seesuguseid katkeid kõrvaldab. Vaid need katked, mis on tekkinud genoomi ebasobivatesse kohtadesse, parandatakse bakteriofaagi enda rekombinatsioonivalkude (Gam, Bet ja Exo) abil. Replikatsioonikahvel, mis jõuab sobivas kohas paikneva katkeni, lülitub ümber „veereva rõnga“ mehhanismile. Sünteesitakse lineaarsed konkatemeerid, kuhu kuulub kümme või enam faagi lambda genoomi monomeeri. 

			 

			Virionide moodustamine ja rakkudest vabanemine

			Faagi lambda virionide moodustamine algab tühjade prokapsiidide moodustamisest, mille käivitab pea ja saba vahelises alas paiknev valk B. DNA pakkimine virionidesse on energiat nõudev ja polaarne protsess (toimub, kindel genoomiots ees). Pakkimisel on substraadiks DNA replikatsiooni produktid – konkatemeerid.

			Faag lambda pakkimissüsteem toimib spetsiifiliste pakkimisjärestuste (cos-saidid, ligikaudu 200 bp pikkune lõik dsDNA-s) äratundmise ja lõikamise kaudu. DNA lõikamist teostab prokapsiidi tipule kinnitunud terminaas, milleks on viiruse Nul- ja A- valkudest koosnev kompleks (Joonis 65). Pakkimisel osalevad ka raku IHF- ja THF-valgud (ingl termination host factor). Terminaas lõikab cos-saidis faagi DNA erinevaid ahelaid 12-nukleotiidse vahega, mille tulemusena tekivad faag lambda genoomile iseloomulikud 12 nukleotiidi pikkused kleepuvad otsad. Pakkimiseks vajalikku energiat saadakse ATP hüdrolüüsist. Faag lambda suudab oma prokapsiididesse pakkida suvalist DNA-d, milles leidub sobivate vahedega paiknevaid cos-saite: pakitava DNA pikkus peab jääma vahemikku 77–110% bakteriofaagi genoomi pikkusest. Kui genoom on pakitud, toimub järgmine DNA lõikamine ja pakkimiskompleks koos allesjäänud konkatemeeriga, mis on nüüd ühe genoomi monomeeri võrra lühem, eraldub (Joonis 65) ning seondub uue prokapsiidiga. 

			Saba struktuuri moodustamise algatab sabatipu valk (antiretseptor, J-valk) ja see toimub peamise sabavalgu (V-valk) poolt moodustatud ketaste lisandumise teel. Kokku kuulub valmis sabasse täpselt 32 ketast. Moodustuva saba pikkust mõõdab H-valk, mis toimib omamoodi molekulaarse joonlauana. Kui on lisatud viimane V-valgust koosnev ketas, liituvad sabaotsa valgud U ja Z. Valmis saba liidetakse genoomi sisaldava virioni peale (Joonis 65). Mõnevõrra üllatavalt paigutub seejärel osa viiruse genoomist (ligikaudu 200 bp pikkune otsmine lõik, mis vastab cos-saidile) virioni peast sabas asuva kanali sisse.

			Rakkude lüüsimine toimub faag lambda poolt kodeeritud holiin-endolüsiinsüsteemi abil. Holiin (S-valk) koguneb raku sisemembraani. Kriitilise kontsentratsiooni saavutamisel teeb holiin membraani avaused, mis võimaldab endolüsiinil (R-valk) kontakteeruda rakukestas asuva peptidoglükaankihiga ja selle lokaalselt lagundada. Bakteri välismembraani lagundamise eest vastutavad Rz- ja Rz1-valgud. Neid nimetatakse spaniinideks: nad seondavad ja seejärel liidavad omavahel kokku lüüsitava bakteriraku sise- ja välismembraani. Selle protsessi tulemuseks on suurte aukude tekkimine raku seintes ja rakkude lüüsimine. Faag lambda puhul on Rz sisemembraaniga seonduv valk. Rz1 välismembraaniga seonduv ning Rz-valguga komplekse moodustav valk.
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			Joonis 65. DNA pakkimine faagi lambda kapsiidi ning virionide moodustamine.

			 

			Faag lambda kasutamine geenitehnoloogias

			Peale selle, et faag lambda on olnud üheks kõige olulisemaks molekulaarbioloogia-alaste uurimistööde mudeliks, on ta leidnud (ja leiab endiselt) laialdast praktilist kasutamist geenitehnoloogias.

			1.Faag lambda genoomi on väga laialt kasutatud DNA kloonimise vektorites ja seda juba 1970-ndatest aastatest alates. Selle põhjus on muidugi lihtne: faag lambda virionidesse saab pakkida suurt hulka DNA-d. ~40% bakteriofaagi genoomi kuuluvatest järjestustest ei ole tavalistel (laboratoorsetel) tingimustel läbiviidavaks lüütiliseks paljunemiseks vajalikud, mistõttu neid saab kloonimisvektorist eemaldada. Selle tulemusel on faagil lambda põhinevate vektorite mahutavuseks ligikaudu 20 kbp. Ka on rekombinantse DNA pakkimine faagi lambda prokapsiididesse väga lihtne ja seda saab teha edukalt in vitro. Tänu sellele saab faagi lambda abil valmistada kõrge tiitriga (miljard või enam erinevat bakertiofaagi varianti) raamatukogusid, mida on järgnevalt lihtne paljundada ja millest saab selekteerida huvipakkuvaid järjestusi kandvaid viiruseid. 

			2.Faagi lambda-pakkimissüsteemi ja -genoomi elemente on kasutatud eriti suure mahutavusega (~50 kbp) kloonimisvektorite konstrueerimisel, mida nimetatakse kosmiidideks. Kosmiidid sisaldavad viiruse pakkimissüsteemi poolt äratuntavaid cos-järjestusi lambda genoomist.

			3.Faag lambda (või temaga sarnaste faagide) DNA rekombinatsioonisüsteemi on kasutatud in vivo rekombinatsiooni läbiviimiseks. Sellisel rekombinatsioonisüsteemil põhineb näiteks Thermo Fisher Scientific’i poolt välja töötatud GatewayTM vektorite seeria, mis võimaldab kloonitud järjestusi efektiivselt ühest vektorist teise vektorisse üle kanda.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kuidas toimub faag lambda geeniekspressioon lüütilises infektsioonis?

			2.Kuidas toimub faagil lambda valiku tegemine lüütilise ja lüsogeense infektsiooni vahel?

			3.Millised on faagi lambda genoomi bakteri kromosoomi integreerumise ja sealt väljalõikamise mehhanismid?

			4.Kuidas toimub faag lambda genoomi replikatsioon?

			5.Milleks ja kuidas kasutatakse faag lambdat geenitehnoloogias?

		

	
		
			II.5. SUGUKOND MYOVIRIDAE

			Andres Merits

			Sugukonna Myoviridae esindajatel on pea ja sabaga virionid ning selle tunnuse alusel kuulub see sugukond seltsi Caudovirales (valdkond Duplodnaviria, riik Heunggongvirea, hõimkond Uroviricota, klass Caudoviricetes). Sugukonda Myoviridae kuuluvate faagide tähtsaimaks ühiseks omaduseks on asjaolu, et raku nakatamise käigus tõmbub nende virionide saba kokku ja selle tulemusena „süstivad“ need viirused oma genoomi peremeesrakku. Peale selle on siia sugukonda kuuluvatel viirustel, mida on praegusel ajal teada üle neljasaja liigi, üsna vähe ühist. Selles seltskonnas leidub viiruseid n-ö igale maitsele“. Nii näiteks kuulub siia nii lüütilisi kui mõõdukaid faage. Oluliselt erinevad ka sugukonda kuuluvate faagide replikatsioonistrateegiad ja peremehed: enamik Myoviridae esindajaid nakatab baktereid, kuid haloviirused HF1 ja HF2 nakatavad arhesid (ptk II.7). Kõikidel sugukonna liikmetel on lineaarsed dsDNA genoomid, kuid nende mõõtmed varieeruvad vahemikus 33–244 kbp ning nende poolt kodeeritavate valkude arv jääb 45 ja 415 vahele. Alla poole sellesse sugukonda kuuluvatest perekondadest (2020. a lõpul kokku 121) kuuluvad erinevatesse alamsugukondadesse (neid oli 2020. a lõpul 5). Kokkuvõtteks võib öelda, et tõenäoliselt on tegemist üsna kunstliku ja ilmselt ka ajutise süstemaatilise grupiga, mis jaguneb uue informatsiooni kogunemisel varem või hiljem eraldi sugukondadeks. Et Myoviridae sugukonna viirustel on väga vähe ühiseid omadusi, siis on kõiki selle sugukonna peamiseid esindajaid iseloomustava lühikokkuvõtte tegemine raske, kui mitte võimatu ülesanne. Seetõttu vaatleme allpool detailsemalt ainult kolme sellesse sugukonda kuuluvat viiruste perekonda.

			 

			II.5.1. T-paaris bakteriofaagid (alamsugukond Tevenvirinae; perekond Tquatrovirus)

			Kokkuvõte 

			T-paarisfaagide (ingl T-even bacteriophages) tüüpesindajaks on faag T4. Faagil T4 on keerulise ehitusega virion ning suur dsDNA genoom, mis kodeerib ligikaudu 250 valku. Viiruse DNA on tsükliliselt permuteeritud ja tal on kuni 8 kbp pikkused otsesed terminaalsed korduvjärjestused. Genoomis puuduvad tsütosiinijäägid, nende asemel on hüdroksümetüül-tsütosiinijäägid, mille hüdroksüülrühmale kinnitub enamasti suhkrujääk. Sellised DNA modifikatsioonid kaitsevad bakteriofaagi genoomi peremehe kaitsesüsteemide eest. Faag T4 on lüütiline viirus, tema infektsioon on kiire. Faagi T4 virioni saba on kokkutõmbuv ja viiruse DNA siseneb rakku „süstimise“ tulemusena. Geenid ekspresseeritakse raku RNA polümeraasi abil. Infektsiooni jooksul modifitseeritakse RNA polümeraasi korduvalt, tagamaks raku geeniekspressiooni mahasurumise ja viiruse geeniekspressiooni regulatsiooni. DNA replikatsiooniaparaadi kodeerib faag T4 ise. Replikatsioon algab kindlast alguspunktist (ori-lõigust), hilises infektsioonis kasutatakse rekombinatsioonist sõltuvat replikatsiooni initsieerimist. Rõngakujulisi vahevorme ei moodustata ja DNA replikatsiooni produktiks on hargnev genoomide multimeer. Virionide kokkupanek on mitmeetapiline protsess. DNA pakkimissignaal puudub, pakkimine toimub head-full-mehhanismiga ehk siis DNA-d pakitakse kapsiidi nii palju, kui pea mahutab. Selle tulemusena tekivad genoomi permutatsioonid ja otsmised korduvjärjestused. Faag T4 on oluliste biotehnoloogias kasutatavate ensüümide (T4 DNA polümeraas, T4 DNA ligaas ja T4 polünukleotiidkinaas) allikaks.

			 

			1945. aastal eraldas Max Delbrück seitse erinevat E. coli faagi, mida ta nimetas vastavalt faagideks T1–T7 („T“ tähendas tüüpi (type)). Järgnevad uuringud näitasid, et faagidel T2, T4 ja T6 on palju ühiseid jooni. Et kõigi nende tähistustes esines juhuslikult paarisarvuline number, hakati seda gruppi nimetama T-paarisfaagideks. Hetkel on teada üle kahekümne seesuguse viiruse, mis kõik on ühendatud perekonda Tquatrovirus. Kõiki neid faage iseloomustavad järgmised asjaolud.

			1.Lineaarne ning täielikult permuteeritud dsDNA genoom pikkusega ligikaudu 170 kbp; genoomil on otsmised otsesed korduvjärjestused (DTR-järjestused), mille pikkus pole täpselt fikseeritud ja jääb tüüpiliselt vahemikku 3–5% genoomi mahust ehk 5–8,5 kbp.

			2.Virioni pea on välja venitatud kvaasi-ikosaeeder, millele on kinnitunud saba. Saba lõpeb alusplaadiga, millele kinnituvad erinevad kiud (fiibrid).

			3.Nende faagide genoomis on tsütosiini- (C) jäägid asendunud hüdroksümetüül-tsütosiini- (HMC) jääkidega. Lisaks on HMC-jäägid tugevasti glükosüülitud. Glükosüülimise tüüp ja glükosüülitud HMC-aluste protsent on erinevatel T-paaris faagidel erinev.

			4.T-paaris faagide suur genoom kodeerib faagispetsiifilisi funktsioone viiruse DNA replitseerimiseks, rekombinatsiooniks ja reparatsiooniks. 

			Nagu perekonna nimetusest saab järeldada, on T-paarisfaagide tüüpesindajaks faag T4 (liiginimetusega Escherichia virus T4). Just seda bakteriofaagi on kõige rohkem uuritud ja seetõttu on faagi T4 poolt kasutatavatest molekulaarsetest mehhanismidest kõige rohkem teada.

			 

			Faagi T4 virioni struktuur

			Seni teadaolevatest viirustest on T-paarisfaagided ühed kõige keerukama ehitusega virionid (Joonis 66). Valmis virioni kuulub üle 40 bakteriofaagi poolt kodeeritud valgu. Lisaks on virioni moodustamiseks vajalikud ka arvukad abivalgud. Sellist luksust võimaldab faagi T4 suur genoom, millest ligi 40% kodeerib just virioni struktuuri- ja abivalke. T-paarisfaagide virionidele on iseloomulik ka asjaolu, et virioni pea, saba ja kiud moodustuvad üksteisest sõltumatute radade kaudu ja ühendatakse terviklikuks virioniks alles siis, kui virioni pea on täidetud genoomse DNA-ga.
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			Joonis 66. Faag T4 virioni ehitus. A. Faag T4 virion elektronmikroskoobis. B. Faag T4 virioni ehituse skeem. 

			 

			Virioni pea on kujult T = 13 ikosaeeder, mille külgmised tahud on välja venitatud, seetõttu kasutakse tema kohta ka väljendit kvaasi-ikosaeeder. Virioni peasse kuulub kokku 16 erinevat baktriofaagi kodeeritud valku ja dsDNA genoom. Virioni pea moodustamisel osaleb veel vähemalt 8 viirusekodeeritud abivalku ja tema moodustumine on seotud peremeesraku membraanidega. Mitmed pea struktuurivalgud sünteesitakse eelvalkude kujul; lõpliku vormi omandavad nad spetsiifilise proteolüüsi tulemusena, mille käivitab DNA genoomi sisenemine kapsiidi. Proteolüüsi üheks ülesandeks on muuta virioni pea moodustamine pöördumatuks. Ehkki kõik virioni pea moodustamisel osalevad valgud on baktriofaagile olulised, tasub mõned neist siiski eraldi välja tuua:

			-valk 23 on peamine kapsiidi struktuurivalk (moodustab pea karkassi);

			-valk 24 pentameerid moodustavad ikosaeedri tipud. 

			Valgud 23 ja 24 vajavad õige konformatsiooni saavutamiseks šaperoni kompleksi (koosneb peremehe GroEL-i ja faagi valgust 31) osalust. Seega on faagi T4 virionide moodustamiseks lisaks viiruse enda valkudele vajalik ka peremehe valkude osalus. On märkimisväärne, et E. coli GroEL (esimesena kirjeldatud šaperonvalk) avastati just faag T4 uurides.

			T-paarisfaagide virionide saba (Joonis 66) on enamiku teiste bakteriofaagidega võrreldes tunduvalt keerulisema ehitusega ning lisaks on sabal katalüütilised omadused. Seetõttu on ka virioni saba moodustamine keeruline protsess, milles osaleb üle 25 bakteriofaagi poolt kodeeritud valgu. T-paarisfaagide sabad on sarnase pikkusega ja sisaldavad:

			-sisemist „südamik“- (ingl core) struktuuri, mille kaudu faagi genoom liigub virionist rakku;

			-südamikku ümbritsevat välimist kesta. Raku nakatamise käigus tõmbub kest seda moodustavate allühikute struktuursete ümberkorralduste tõttu kokku.

			Saba otsas asuv alusplaat on saba peremeesrakule kinnitumise kohaks ja seega ka struktuuriks, mille kaudu bakteriofaagi DNA tungib rakku. Alusplaat koosneb kesksest struktuurist, kuuest külgmisest struktuurist ja kuuest teravikust ning kõik nimetatud elemendid koosnevad omakorda mitmest allühikust. Alusplaadi moodustumisel toimuvad nii iseenesliku kui ka katalüüsitud kokkupaneku (ingl assembly) protsessid, mille käigus leiavad aset valkude konformatsioonilised muutused ja eelvalkude kontrollitud proteolüüs.

			Saba alusplaadile kinnituvad kiud (fiibrid). Kõige paremini on märgata 6 peamist kiudu (Joonis 66), millest igaüks koosneb kahest poolest: 

			-sisemine pool on seotud saba alusplaadiga; 

			-välimine osa seondub retseptoritega bakteri pinnal (see tähendab, et on faag T4 antiretseptoriks). 

			Ehkki välimuselt on erinevate T-paarisfaagide peamised sabakiud väga sarnased, on neid moodustavate valkude aminohappelised järjestused erinevad. Seetõttu kinnituvad erinevad T-paaris-faagid erinevatele retseptoritele. Lisaks peamistele sabakiududele on virionis ka kuus lühemat kiudu. Virioni elektonmikroskoopias pole need kiud tavaliselt kuigi hästi nähtavad (Joonis 66A), sest nad on algul alusplaadi alla kokku volditud. Lisaks sabakiududele on virionil ka „vurrud“, mis paiknevad pea ja saba kokkupuutekohas (Joonis 66).

			 

			Faagi T4 genoomi struktuur

			T-paarisfaagidel on suured lineaarsed dsDNA genoomid: faag T4 genoom on umbes 169 kbp pikkune ning sisaldab ligikaudu 250 geeni (Joonis 67). Lisaks valke kodeerivatele aladele sisaldab faag T4 genoom ka geene mõnede tRNA-de jaoks. Selle omaduse poolest sarnanevad T-paaris-faagid eukarüootide hiidviirustega (vt ptk II.44). Virionidesse pakitud DNA sisaldab kummaski otsas DTR struktuuri. 
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			Joonis 67. Faag T4 genoomi kaart. Kaart ei ole mõeldud meeldejätmiseks, vaid andmaks ettekujutust genoomi keerukast ehitusest. Pöörake tähelepanu asjaolule, et genoom on joonistatud rõngakujulisena (ehkki faag T4 DNA tegelikult rõngaid ei moodusta), geenide suurele arvule ja nende funktsioonide mitmekesisusele. Joonis pärineb Sulakvelidze et al. 2001, Antimicrobial Agents and Chemotherapies, https://doi.org/10.1128/AAC.45.3.649-659.2001 (autoriõigus American Society for Microbiology).

			 

			 Faag T4 genoom on täielikult permuteeritud. Lahtikirjutatult tähendab see, et faag T4-genoomil puudub, erinevalt näiteks faag T7 genoomist, fikseeritud ots. Igal DNA molekulil on muidugi otsad olemas, kuid genoomi otsad võivad alata ükskõik millistest bakteriofaagi genoomi DNA järjestustest. Seega, kui vaadata juhuslikult valitud erinevates virionides paiknevaid DNA molekule, siis need algavad (ja ka lõpevad) väga suure tõenäosusega erinevate järjestustega (Joonis 68). 
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			Joonis 68. T-paarisfaagidel on täielikult permuteeritud genoomid. Ehkki igas virionis paikneb ühesuguse pikkusega ja samadest järjestustest koosnev DNA molekul, ei ole selle algus ega lõpp erinevatel genoomidel ühesuguse järjestusega. Seega võib ükskõik milline faagi geen paikneda kas genoomi alguses, keskel või lõpus. DNA otstes paiknevaid geene on genoomis kaks koopiat (ülemisel joonisel AB, keskmisel BC, alumisel CD). 

			 

			Genoomide permutatsioonid tulenevad sellest, et T-paarisfaagide DNA replitseerumisel moodustuvad konkatemeerid, kus üksikud genoomi koopiad paiknevad tandeemselt. Erinevalt faagist T7 puudub T-paarisfaagidel aga genoomi pakkimissignaal: pakkimine kapsiidi lähtub konkatemeeridest ja võib alata praktiliselt suvalisest genoomi osast, mistõttu on pakitud genoomide otsad erinevates virionides erisugused. Konkatemeer DNA lõigatakse katki, kui pea on DNA-ga täitunud. Vironi peasse mahtuva DNA hulk on veidi suurem kui kogu genoomi pikkus. Seetõttu on virioni pakitud genoomi otstes olevad alad topelt ehk duplitseerinud. Fikseeritud genoomi otste puudumise tõttu on T-paarisfaagide geneetiline kaart rõngakujuline (Joonis 67). See tuleneb asjaolust, et suletud kontuur (nt rõngas) on ainus moodus kujutada ilma alguse ja lõputa molekuli (või täpsemalt, molekulide populatsiooni). Siiski ei kajasta geneetiline kaart faag T4 genoomi füüsilist kuju: T-paaris-faagide DNA pole kunagi ei virionis ega rakus rõngakujuline! 

			Faagi T4 arvukatest geenidest on funktsioonid teada veidi üle pooltel. Geenid paiknevad dsDNA mõlemas ahelas ega ole funktsionaalselt klasterdunud. Erinevalt faagidest T7 ja lambda kasutab faag T4 iga geeni transkriptsiooniks individuaalseid promootereid. Ka varased ja hilised geenid on paigutunud läbisegi üle kogu genoomi (Joonis 67). Mittekodeerivaid järjestusi on T-paarisfaagide genoomis vähe. Paljud geenid kattuvad üksteisega, seda nii samas kui ka vastupidises orientatsioonis. Nagu suurtel dsDNA-viirustel ikka pole kõik T-paarisfaagide geenid laboratooriumis kultiveeritavates bakterirakkudes toimuvaks paljunemiseks vajalikud. Osa selliseid geene on „mitteolulised“, kuid võimendavad näiteks viiruse paljunemist. Teised geenid võivad olla olulised ainult spetsiifilistes tingimustes, näiteks mõõduka viiruse profaagi sisaldavates rakkudes toimuvaks infektsiooniks.

			 

			Faag T4 seondumine rakkudele ja DNA viimine rakku

			Faag T4 retseptoriks on E. coli pinnal paiknevad lipopolüsahhariidid (LPS). Virionide seondumine rakkudele (Joonis 69) toimub vähemalt kahes etapis. 

			-Kõigepealt moodustavad virionide peamiste sabakiudude tipud esmased kontaktid retseptoritega bakteri pinnal. See on pöörduv interaktsioon ja selliselt seondunud virion liigub („jalutab“) mööda raku pinda juhuslikus suunas. 

			-Sellele etapile järgneb lühikeste kiudude lahtivoltimine ja rakule seondumine ning lõpuks faagi saba alusplaadi seondumine raku pinnaga. Need sündmused muudavad faag T4 virioni seondumise rakule pöördumatuks.
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			Joonis 69: Faag T4 rakule seondumise ja DNA rakku sisestamise skeem.

			 

			Alusplaadil on faag T4 genoomi rakku tungimisel tähtis roll. Kui alusplaat kontakteerub raku pinnaga, siis toimuvad seda moodustavates valkudes konformatsioonilised muutused ja algselt kuusnurga moodustanud aluspaadi komponendid toimivad analoogiselt fotoaparaadi katikuga – liiguvad teineteisest eemale, mille tulemusena alusplaat omandab tähekujulise struktuuri. Tekkinud ava kaudu väljub saba südamiku ots. See on väga terav, mistõttu seda nimetatakse ka „nõelaks“. Kui saba välimine kest kokku tõmbub, tungib „nõel“ läbi raku välismembraani. Virioniga seotud lüsotsüüm (valk 5) teeb rakuseina peptidoglükaankihti augu, mille kaudu „nõel“ tungib raku sisemembraani ja käivitab DNA vabanemise rakku (Joonis 69). Seega meenutab T-paarisfaagide virion süstalt, mis toimetab viiruse genoomi peremeesrakku. Siiski on faagi T4 DNA genoom liiga suur, et tema sisestamiseks piisaks ühest mehaanilisest liigutusest. Nii on selle täielikul rakku sisenemisel tähtis roll ka bakteri membraani potentsiaalil.

			 

			Faag T4 geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			T-paarisfaagid ise RNA polümeraasi ei kodeeri ja seetõttu ekspresseeruvad nende geenid peremeesraku RNA polümeraasi abil. Tõsi, viirus sekkub oluliselt ja agressiivselt raku transkriptsiooni- ning translatsioonisüsteemide töösse: sellega tagatakse nii viiruse enda geeniekspressiooni regulatsioon kui ka peremehe geeniekspressiooni blokeerimine. Mõjutatakse kõiki transkriptsiooni etappe (initsieerimine, elongatsioon ja termineerimine), samuti mRNA transkriptide stabiilsust ja translatsiooni. Osa T-paaris-faagide infektsioonimehhanisme on iseloomulikud pigem eukarüootide viirustele kui faagidele. Nii leidub faag T4 pre-tRNA-des ja vähemalt kolmes pre-mRNA-s introneid. Vastavate RNA-de valimisel eemaldatakse intronid autosplaissingu teel.

			Nagu ka teistel suurtel dsDNA-genoomidega viirustel, jagatakse faagi T4 geenid kolme gruppi: otseselt varased geenid (ingl immediate early, IE), hilinenud varased geenid (ingl delayed early, DE), mida võib nimetada ka keskmisteks või vahepealseteks geenideks, ja hilised geenid (ingl late, L). Need geenide klassid eristuvad üksteisest erinevat tüüpi promooterite kasutamise poolest. IE- ja DE-geene kokku nimetatakse ka pre-replikatiivseteks geenideks: nende ekspressioon algab enne viiruse DNA replikatsiooni ega sõltu replikatsiooni toimumisest. Vastupidi, bakteriofaagi DNA replikatsioon sõltub hoopis pre-replikatiivsete geenide ekspressioonist, sest muu hulgas kodeerivad need geenid peremehe DNA-d degradeerivaid nukleaase, dNTP-de biosünteesi ensüüme, viiruse DNA replikatsioonikompleksi valke ja bakteriofaagi DNA-d modifitseerivaid ensüüme, mis tagavad kaitse raku restriktaaside ja viiruse enda nukleaaside eest. Lisaks sellele koordineerivad pre-replikatiivsed geenid ka viiruse geeniekspressiooni: nende produktide hulka kuuluvad peremehe RNA polümeraasi modifitseerivad valgud, ribonukleaas RegB, mis degradeerib selektiivselt osa faagi varajasi transkripte, translatsiooni represseerivad valgud (nt RegA) ja ka bakteriofaagi poolt kodeeritud tRNA-d. L-geene nimetatakse ka postreplikatiivseteks geenideks: nende ekspressioon sõltub bakteriofaagi DNA replikatsioonist. Nagu ka teistel viirustel, kodeerivad T-paarisfaagide hilised geenid virioni moodustumiseks vajalikke valke ja DNA pakkimisüsteemi valke. Hiliste valkude hulka kuulub ka osa DNA reparatsiooni ja rekombinatsiooni valkudest ning, nagu dsDNA-bakteriofaagidel ikka, rakkude lüüsimiseks vajalik holiin-endolüsiin-süsteem.

			Nagu ülal kirjas, toimub T-paarisfaagidel erinevatesse klassidesse kuuluvate geenide transkriptsioon erinevat tüüpi promooteritelt, mida kõiki transkribeerib peremehe RNA polümeraas. Sarnast mehhanismi on kirjeldatud ka selgroogseid loomi nakatavatel herpesviirustel. Herpesviirustel tagatakse erinevatesse klassidesse kuuluvate promooterite õigeaegne käivitumine ja ka mahasurumine spetsiifiliste transkriptsioonifaktorite abil (ptk II.41). T-paarisfaagide puhul toimub RNA polümeraasi modifitseerimine, selle käigus vahetatakse välja või lisatakse sinna kindlaid promootereid äratundvaid allühikuid (Joonis 70). 
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			Joonis 70. Faag T4 transkriptsiooni regulatsioon. Näidatud on erinevatesse klassidesse kuuluvate promooterite konsensusjärjestused ning nendele promooteritele seonduvate RNA polümeraaside modifikatsioonid, mis on põhjustatud faagispetsiifiliste valkude lisandumisest RNA polümeraasi koostisesse. Hiliste promooterite aktiveerumine sõltub ka faagi DNA replikatsiooni toimumisest.

			 

			T-paarisfaagidel on ligikaudu 40 varast promooterit, mis peavad konkureerima enam kui 600 aktiivse peremeesraku promooteriga. Faagi varased promooterid sarnanevad oma –35- ja –10-konsensustelt tugevate E. coli promooteritele ja neid transkribeerib E. coli RNA polümeraas, mis sisaldab raku peamist sigmafaktorit σ70 (Joonis 70). Faagi varaste promooterite eelistatud kasutamine, võrreldes raku promooteritega, toimub tänu mitmele asjaolule. 

			-Paljud T-paarisfaagide varased promooterid sisaldavad ülalpool promooterala (positsioonides 40 kuni -60) järjestusi, mis võimaldavad RNA polümeraasi α-subühikute C-terminaalsete osade efektiivset seondamist. 

			-Peremehe DNA on alati assotsieerunud raku valkudega, mis on DNA-ga seondunud kas mittespetsiifiliselt või nõrgalt spetsiifilised, samal ajal kui rakku tunginud faagi DNA on veel vaba RNA polümeraasiga seondumiseks. 

			-Lisaks neile passiivsetele mehhanismidele on ka aktiivseid mehhanisme. Nii toimub kohe pärast bakteriofaagi tungimist rakku RNA polümeraasi esimene modifitseerimine – polümeraasi α allühiku ADP-ribosüülimine. Selle eest vastutab faagi geeni Alt poolt kodeeritud valk, mis on koos viiruse genoomiga pakitud virioni peasse ja tungib rakku koos viiruse DNA-ga. Selline modifikatsioon ei blokeeri peremehe genoomi transkriptsiooni, pigem soodustab see tugevate promooterite, mille hulka kuuluvad ka faag T4 varased promooterid, aktiveerimist. 

			-Peremehe transkriptsiooni allasurumist ja koos sellega faagi geenide selektiivset transkriptsiooni põhjustavad ka de novo sünteesitud faagi varased valgud (nt Alc- valk), mis inhibeerivad selektiivselt peremehe transkriptsiooni elongatsiooni, kuid võimaldavad elongatsiooni faagi genoomil, mis sisaldab glükosüülitud HMC-d. 

			Kõige radikaalsemaks mehhanismiks peremehe geeniekspressiooni mahasurumisel on loomulikult raku DNA lagundamine. Lagundamine toimub väga kiiresti – infektsiooni paari esimese minuti jooksul – ja seda teevad faagi kodeeritud nukleaasid. Samas ei taga ei peremehe DNA lagundamine ega ülal loetletud mehhanismid faagi DE-geenide transkriptsiooni käivitamist.

			Faag T4 DE-geenide ekspressioon algab tegelikult kohe: see on detekteeritav vaid minut pärast infektsiooni algust. Osalt on see põhjustatud asjaolust, et peaaegu kõik DE- geenid paiknevad IE-geenide järel. Sellise paiknemise tõttu „sõidavad“ transkriptsioonikompleksid, mis on lõpetanud IE-geenide transkribeerimise, edasi DE-geenide alasse. Siiski pole see peamine DE-geenide ekspressiooni mehhanism. Põhiliselt kontrollitakse DE-geenide ekspressiooni spetsiifiliste promooterite kaudu. Kokku on neid faagil T4 üle 30. Faagi DE-geenide promooteritel on tavalise –35-konsensuse asemel MotA-box-järjestus TGCTT, millega seondub faagi valk MotA (Joonis 70). DE-geenide ekspressiooniks on lisaks MotA-valgule vajalik ka geeni asiA poolt kodeeritud valk. AsiA-valk seondub σ70-faktoriga, muudab selle konfirmatsiooni nii, et transkriptsiooni initsiatsioon on inhibeeritud nii peremehe kui ka bakteriofaagi promooteritelt, millel on standardsed –35-järjestused. MotA-box-järjestusele seondunud MotA aga interakteerub AsiA-valguga seondunud σ70-faktoriga ja võimaldab viiruse poolt modifitseeritud RNA polümeraasil initsieerida DE-geenide promooteritelt transkriptsiooni (Joonis 70). Ajaliselt kattub bakteriofaagi IE- ja DE-promooteritelt toimuv transkriptsioon osaliselt: transkriptsioon erinevatelt promooteritelt sõltub sellest, kui suur hulk RNA polümeraasist on mingil konkreetsel hetkel modifitseeritud. Üleminekut IE-geenide ekspressioonilt DE-geenide ekspressioonile soodustab ka bakteriofaagi RegB valk, mis lõikab paljusid IE transkripte, sealhulgas ka MotA-valku kodeerivat mRNA-d nende RBS-alades. Siiski võib mitmete IE-geenide ekspressioon jätkuda ka hilisemas infektsioonis, kuid seda peamiselt tänu sellele, et samal prereplikatiivsel geenil on sageli erinevat tüüpi (nii IE- kui DE-) promooterid. 

			Üleminek DE-geenide ekspressioonilt L-geenide ekspressioonile algab ~6 minutit pärast infektsiooni algust. Hiliste geenide promooteritel puuduvad tavalised –10- ja –35- konsensusele vastavad DNA järjestused. –10elemendi asemel on järjestus TATAAATA (Joonis 70). T-paarisfaagide hiliste geenide ekspressioon vajab kolme faagi DE geenide poolt kodeeritud valku: faagispetsiifilist sigmafaktorit (valk 55), adaptervalku (valk 33) ja transkriptsiooni aktivatsiooni faktorit (valk 45). Lisaks neile valkudele on vajalik ka DNA replikatsiooni toimumine (Joonis 70). Hiliste geenide ekspressioon käivitatakse järgnevalt.

			-Valk 45 moodustab DNA ümber rõngastruktuuri („klamber“, ingl clamp, Joonis 71), mis võib liikuda piki DNA-d üles- või allapoole. Valk 45 seondumine DNA-ga ei toimu promooteritel, vaid hoopis replikatsioonikomplekside moodustamise käigus, sest valk 45 kuulub T-paarisfaagide DNA replikatsioonikompleksi (replisoomi) koostisesse, toimides kui DNA polümeraasi matriitsil hoidev faktor (ingl polymerase clamp protein; Joonis 71).

			-Valk 55 tõrjub RNA polümeraasist välja peremehe σ70-faktori ning võimaldab RNA polümeraasil seonduda hilise promooteri –10 järjestusele. Ka valk 33 seondub RNA polümeraasiga. Kokku moodustavad valgud 55 ja 33 faagispetsiifilise σ-faktori (Joonis 70).

			-Mööda DNA-d liikuvad replisoomid aktiveerivad hilistele promooteritele seondunud bakteriofaagi σ55+33-faktorit sisaldava RNA polümeraasi mehhanismi abil, kus on oluline roll valkude 45 ja 33 interaktsioonil. Selle tulemusena moodustuvad avatud initsiatsioonikompleksid ja initsieeritakse hiliste geenide transkriptsioon.

			Koos RNA polümeraasi täiendava modifitseerimisega valkude 55 ja 33 poolt lakkab ka faagi DE-geenide transkriptsioon. Lisaks sellele blokeeritakse vahepealsete valkude süntees ka posttranskriptsiooniliselt. Seda teostab faagi valk RegA, mis konkureerib ribosoomidega vastavate mRNA-de seondamise pärast. 

			Faag T4 geeniekspressiooni regulatsioon toimub ka translatsiooni tasandil. Üheks komponendiks, mille abil bakteriofaag saavutab oma mRNA-de eelistatud translatsiooni, on viiruse-spetsiifilised tRNA-d. Need on vajalikud, sest bakteriofaagi ja peremehe koodonikasutused erinevad teineteisest. Seetõttu täiendavad viiruse poolt kodeeritud tRNA-d rakus olemasolevat tRNA-de varu ja võimaldavad efektiivselt transleerida bakteriofaagi mRNA-sid, mis sisaldavad E. coli jaoks harva kasutatavaid koodoneid. 

			Tänu sellele, et geenid paiknevad faag T4 genoomis läbisegi (Joonis 67), on paljudes transkriptides esindatud nii varaseid kui ka hiliseid valke kodeerivad järjestused. Samas on varases infektsioonis hiliste valkude süntees maha surutud. Üheks viisiks, kuidas seda saavutatakse, on hiliste lugemisraamide RBS-saitide ja/või initsiaatorkoodoni blokeerimine mRNA sekundaarstruktuuride (juuksenõelad) poolt, muutes need lugemisraamid ribosoomidele kättesaamatuks. Samade geenide hilised promooterid paiknevad aga selliselt, et vastavad hilised mRNA-d sünteesitakse 5’-otstest lühematena ja seetõttu nad juuksenõelastruktuure moodustada ei saa: nendes puudub RBS-ile komplementaarne regioon. Lisaks translatsiooni initsiatsiooni kontrollile mRNA sekundaarstruktuuride kaudu (selle poolest meenutavad T-paarisfaagid mõnevõrra väikesi ssRNA genoomseid faage, ptk II.1) on faag T4 puhul kirjeldatud veel mitmeid teisi translatsiooni kontrollimehhanisme. Näiteks toimub geenide 32 (SSB) ja 43 (DNA polümeraas) mRNA-de translatsiooni mahasurumine translatsioonilise autorepressiooni teel, mis tähendab, et nende mRNA-de translatsiooniproduktid suruvad maha iseenda juurdesünteesi.

			Kokkuvõtteks: nii nagu on kohane suure dsDNA-genoomiga viirustele, reguleeritakse ka T-paarisfaagide geeniekspressiooni erinevate mehhanismide kaudu ja mitmel eri tasandil. Kindlasti pole siin tegu ülereguleerimisega: kogu süsteem on ehitatud paindlikuks ja võimaldab bakteriofaagil väga erinevates tingimustes edukalt toime tulla. Lisaks on selline regulatsioonisüsteem kõike muud kui aeglane ja kohmakas: T-paarisfaagide geeniekspressioon on kiire ja efektiivne ning hilise geeniekspressiooni lõppedes, mis leiab aset ~20 minutit pärast infektsiooni algust, on uued virionid juba edukalt kokku pandud.

			 

			Faag T4 DNA replikatsioon ja rekombinatsioon

			T-paarisfaagide genoomi replikatsiooni initsieerimine võib toimuda mitmeid erinevaid radu pidi. Ilmselt kujutab alternatiivsete radade kasutamine endast kohastumist, mis peab tagama DNA replikatsiooni toimumise erinevates tingimustes. Kõige iseloomulikumaks jooneks on nende bakteriofaagide puhul DNA rekombinatsiooni kasutamine replikatsiooni initsieerimisel. Ehkki praeguseks on leitud sarnast mehhanismi ka mitmetel teistel (sealhulgas ka eukarüootide) viirustel, on T-paarisfaagide DNA replikatsioon siiani enim uuritud rekombinatsioonist sõltuva DNA replikatsiooni mehhanism. 

			Siiski ei alga T-paarisfaagide DNA replikatsioon kohe rekombinatsiooni kasutamisega: see pole enamasti isegi võimalik, sest rakus on infektsiooni alguses vaid üks viiruse genoomse DNA molekul. Seetõttu algab DNA replikatsiooni esimene ring klassikaliselt: DNA süntees initsieeritakse spetsiifiliselt ori-lõigult. Tegelikult on viiruse genoomis mitu (vähemalt neli) ori-lõiku; need erinevad üksteisest nukleotiidse järjestuste poolest. Seetõttu arvatakse, et erinevad ori-lõigud on ette nähtud replikatsiooni initsieerimiseks erinevates tingimustes. Ainus asi, mis on omane kõikidele ori-lõikudele, on see, et nende läheduses (umbes 1 kbp ori-lõigust ülalpool) paiknevad varased (kas IE- või DE-geenide) promooterid. Nendelt promooteritelt toimuv transkriptsioon tekitab praimeri juhtiva DNA-ahela sünteesiks. Et replikatsiooni käivitamiseks vajalike valkude hulk on piiratud, kasutatakse replikatsiooni initsieerimiseks enamasti vaid ühte ori-lõiku. 

			T-paarisfaagide replikatsioonikompleksi kuulub seitse viiruse poolt kodeeritud valku (Joonis 71). Neist valkudest koosnev kompleks on võimeline DNA replikatsiooni läbi viima ka in vitro tingimustes. Seitsmest viirusespetsiifilisest valgust koosnev replikatsioonisüsteem (ja suures osas samade valkude funktsioonid) on omased ka mitmetele teistele suure dsDNA- genoomiga viirustele. Faagil T4 on need valgud järgmised.

			-Viiruse DNA polümeraas (valk 43). Üllatuslikult puudub faag T4 DNA polümeraasil sarnasus peremehe (E. coli) DNA polümeraasiga. Selle asemel on leitud ühiseid motiive eukarüootse DNA polümeraasiga α ja herpesviiruste DNA polümeraasidega.

			-Valgud 44 ja 62 moodustavad kompleksi („klambri laadija“, ingl clamp loader), millel on ssDNA-st sõltuv ATP-aasne aktiivsus. Selle kompleksi peamiseks ülesandeks on valgu 45 DNA-ga sidumine. Valk 45, nagu juba ülal mainitud, paikneb klambrina ümber DNA matriitsi ja hoiab seal viiruse DNA polümeraasi ning seondub ka SSB-ga (valk 32) (Joonis 71). 

			-Faag T4 peamiseks DNA helikaasiks, mis harutab lahti dsDNA dupleksit, on valk 41. Nagu ka paljudel teistel dsDNA-viirustel, moodustab helikaas kompleksi primaasiga (valk 61), mis sünteesib sobivatesse kohtadesse pentanukleotiidsed praimerid järjestusega pppAC(N)3 (Joonis 71).

			Lisaks neile seitsmele valgule osaleb replikatsiooni käivitamisel ka valk 59, mis on vajalik helikaas/primaas (valgud 41 ja 61) -kompleksi seondumiseks DNA matriitsile (Joonis 71).

			Replikatsiooni algfaasis moodustuvad kaks teineteisest eemale liikuvat replikatsioonikahvlit. Nagu sellisel juhul ikka, on juhtiva ja mahajääva ahela süntees teineteisega seotud (Joonis 71); faagil T4 võimaldab seda asjaolu, et primaas ja helikaas ning DNA polümeraas moodustavad omavahel kompleksi. DNA polümeraas eemaldab ka kasutatud RNA praimerid ja täidab tühikud; Okazaki fragmendid mahajääva ahela sünteesil ligeerib üksteisega kokku T4 DNA ligaas (valk 30). Lõpptulemusena moodustub kaks lineaarset dsDNA molekuli, millel kummalgi on sünteesitud ahela 5’-otsast nukleotiide puudu: ka siin põhjustab seda ülalpool (Joonis 56) kirjeldatud matriitsahela 3’-otsa duplitseerimise probleem. 
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			Joonis 71. Faag T4 DNA replikatsioonikompleks. Näidatud on nii otseselt DNA replikatsioonis osalevad valgud kui ka nende DNA-le laadimiseks vajalikud valgud. Joonisel toodud numbrid vastavad valku kodeeriva geeni numbrile.

			 

			Sarnaselt faagiga T7 on ka T-paarisfaagidel genoomi 3’-otste duplitseerimise probleem lahendatud multimeersete tandeemses orientatsioonis paiknevate genoomide (konkatemeeride) moodustamise abil. Konkatemeeride moodustamiseks initsieeritakse T-paarisfaagide puhul järgmine DNA replikatsioon homoloogilise rekombinatsiooni teel (Joonis 72). Sündmused saavad alguse sellest, et replikatsiooni käigus duplitseerimata jäänud (ning seetõttu üheahelaline) DNA molekuli 3’-ots paardub teise DNA molekuli homoloogilise (komplementaarse) regiooniga, mille leiab genoomi otstes paiknevates terminaalsetes kordusjärjestustes. Teiselt DNA molekulilt pärit 3’-ots toimib edasisel DNA sünteesil praimerina, käivitades join-copy tüüpi replikatsiooni (Joonis 72). Loomulikult ei toimu taoline teiselt DNA molekulilt pärit DNA-ahela sissetung iseeneslikult, selleks on vajalik mitme viiruse valgu osalus. Nii osalevad selles protsessis valk UvsX (E. coli RecA-valgu analoog) ja ssDNA-d siduvad valgud UvsY ja 59. Rekombinatsiooniks vajaliku DNA-ahelate migratsiooni (ingl branch migration) teostab juba ülalmainitud helikaas (valk 41). Hilisemas infektsioonifaasis moodustub praimer sissetunginud ssDNA-ahela vastas-ahelasse endonukleaasse lõike tulemusel – seda protsessi nimetatakse join-cut-copy-replikatsiooniks (Joonis 72). Üleminek join-cut-copy-replikatsioonile vajab täiendavate, viiruse hiliste valkude juuresolekut. Join-cut-copy-replikatsioon ei vaja primaasi ega topoisomeraasi osalust ja on seetõttu efektiivne hilises infektsioonis, kui need komponendid on vaid vähesel hulgal kättesaadavad. Selliste replikatsiooni initsieerimise mehhanismide koostoimimise tagajärjel on T-paarisfaagide DNA replikatsiooni produktideks hargnevad konkatemeerid.
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			Joonis 72. Faagi T4 rekombinatsioonist sõltuva DNA replikatsiooni initsieerimise mehhanismid: join-copy (üleval) ja join-cut-copy (all). Mõlema mehhanismi puhul algavad replikatsiooni initsieerimisele viivad sündmused üheahelalise DNA 3’-otsa sissetungiga sama järjestust sisaldavasse dsDNA regiooni.

			 

			Nagu ülaltoodust näha, on rekombinatsioonil oluline osa T-paarisfaagide DNA replikatsiooniprotsessis. Teatav osa rekombinatsioonist ei ole siiski otseselt replikatsiooniga seotud ja siis on tegemist tavalise DNA rekombinatsiooniga. Selle kõige tõttu on T-paarisfaagidele iseloomulik suur rekombinatsiooni sagedus. 

			 

			Faag T4 virionide moodustamine ja DNA pakkimine

			Hargnevast DNA konkatemeerist individuaalsete genoomide moodustamine ja nende virionidesse pakkimine toimub faagi terminaasi (valkude 16 ja 17 poolt moodustatud kompleks) abil. Hargnevuste (ingl Y-junctions) ja Holliday struktuuride likvideerimiseks on vajalik ka endonukleaasi VII, viiruse valgu 20, endonukleaasi V, topoisomeraasi ja DNA ligaasi osalemine. 

			Terminaas seondub profaagi pea struktuuris asuva valk 20-ga ja kasutab pakkimiseks ATP hüdrolüüsist saadavat energiat. Pakkimine algab arvatavasti suvalisest DNA lõigust ja toimub headfull-mehhanismi abil, mis tähendab, et kapsiidi pakitakse täpselt nii palju DNA-d, kui sinna sisse mahub. Sarnaselt teiste sama tüüpi pakkimismehhanismi kasutavate viirustega mahutab T-paarisfaagi virioni pea DNA-d mõnevõrra rohkem, kui on viiruse genoomi monomeeri pikkus, seetõttu pakitakse igasse kapsiidi 103–105% genoomi mahust. Sellega tagatakse, et pakitud on kõik vajalikud järjestused. Loogika on siin lihtne: parem mõni tuhat nukleotiidi rohkem kui mõni nukleotiid liiga vähe. Samuti moodustuvad selle tulemusena pakitud genoomi otstesse korduvjärjestused. Kuna DNA pakkimine järgmisesse virioni algab kohast, kus eelmine pakkimine lõppes, põhjustab selline pakkimismehhanism ka T-paarisfaagidele iseloomulike permuteeritud genoomide (Joonis 68) tekkimise.

			 

			T-paarisfaagid ja DNA modifikatsioonisüsteemid

			Paljude dsDNA genoomiga bakteriofaagide puhul lülitatakse genoomi modifitseeritud nukleotiidijääke. Modifitseeritud nukleotiide sünteesivad alati viiruse enda poolt kodeeritud ensüümid ja nende lülitamine dsDNA-sse on üks mehhanismidest, millega bakteriofaagid kaitsevad oma genoomi peremehe kaitsesüsteemide (restriktaasid, CRISPR-Cas) eest. T-paarisfaagidele iseloomulik intensiivne DNA modifitseerimine kujutab seega endast evolutsiooni produkti ja on välja kujunenud „võitluses“ peremehe viirusvastaste kaitsesüsteemide vastu.

			T-paarisfaagide ensüümid lagundavad nakatatud rakus dCTP ja sünteesivad selle asemele dHMCTP. Sellise modifitseeritud nukleotiidi viimine DNA-sse kaitseb bakteriofaagi genoomi tema enda poolt kodeeritud endonukleaaside II ja IV eest, mis lagundavad tavalist tsütosiini sisaldavat peremehe DNA-d, samuti enamiku peremehe restriktaaside eest. HMC-d sisaldav DNA jääb siiski peremehe Mcr-restriktsioonisüsteemi suhtes tundlikuks: vastavad ensüümid lõikavad ka metüültsütosiini või HMC-d sisaldavat DNA-d. Samuti ei anna HMC genoomi lülitamine piisavat kaitset CRISPR-Cas-süsteemide eest. Ilmselt on see ka üheks põhjuseks, miks T-paarisfaagid glükosüülivad oma DNA-s paiknevaid HMC jääke. Erinevatel T-paarisfaagidel on erisugune HMC glükosüülimise tüüp (nt kasutavad mõned faagid mono-, teised disahhariide), kuid kõigil juhtudel on modifitseeritud enamus HMC jääkidest või isegi kõikjäägid. Sellisel viisil modifitseeritud DNA on kaitstud restriktaaside ja CRISPR-Cas9-süsteemide eest, kuigi modifitseeritud kujul võib CRISPR-Cas9-süsteem sellist DNA-d siiski lõigata. 

			Peale enda kaitsmise peremehe eest peavad viirused, T-paarisfaagid kaasa arvatud, kaitsma ennast ka konkureerivate viiruste, sealhulgas bakterites paiknevate latentsete profaagide eest, mis omakorda üritavad kaitsta peremeest uute sissetungijate eest. Nii kodeerib osa T-paarisfaage (nt faagid T2 ja T4) Dam-metülaasi, mis metüleerib adeniini ja seda mitte ainult tavalisest GATC-järjestusest. Selline metüleerimine võib olla kaitseks profaag P1 restriktsioonisüsteemi eest. T4-faagile on iseloomulik ka spetsiifiline interaktsioon lambdaprofaagi sisaldavate bakteritega. Nimelt takistavad faag lambda geenide rexA ja rexB produktid T4-faagi DNA replikatsiooni üleminekut join-cut-copy-mehhanismile. Faagi lambda valkude toimet takistavad faag T4 rII-geenide produktid. Kuigi see nähtus on teada juba ligi 70 aastat (ja seda kasutati nt geenide peenstruktuuri uurimiseks), pole siiani päris selge, kuidas täpselt rII valgud seda teevad. 

			 

			T-paarisfaagid biotehnoloogias

			T-paaris-faagid on oma avastamisest alates olnud väga oluliseks mudeliks mitmete molekulaarsete protsesside uurimisel. Ka on nende bakteriofaagide uurimise käigus välja töötatud mitmed tänapäeval laialt kasutusel olevad meetodid, nt tavaline SDS-PAGE (ingl SDS polyacrylamid-gel-electrophoresis). Praegusel ajal on T-paarisfaagid molekulaarseks kloonimiseks oluliste töövahendite, nagu T4 DNA polümeraas, T4 polünukleotiidi kinaas ja T4 DNA ligaas, allikaks. Ka on püütud T-paarisfaage (ja ka muid faage) kasutada faagiteraapias, et nad nakataksid ja hävitaksid inimest tõvestavaid baktereid.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on faag T4 genoomi kaart, mida kujutavad endast permutatsioonid ja korduvjärjestused?

			2.Kuidas on ehitatud faag T4 virionid, kuidas toimub nende rakule seondumine ja viiruse DNA rakku sisenemine?

			3.Kuidas toimub faag T4 geeniekspressioon ja selle regulatsioon?

			4.Millised on faag T4 DNA replikatsioonivalgud ja replikatsiooni initsieerimise mehhanismid?

			5.Millised mehhanismid kaitsevad faagi T4 DNA-d peremehe kaitsemehhanismide eest?

			 

			II.5.2. Bakteriofaag Mu, perekond Muvirus

			 

			Kokkuvõte 

			Faag Mu on mõõdukas kolifaag. Tal on pea ja kokkutõmbuva sabaga virionid ning lineaarne keskmise suurusega dsDNA genoom, milles on 56 geeni. Virioni pakitud faag Mu DNA molekul sisaldab lisaks viiruse genoomile ka peremeesrakust pärinevaid DNA lõike. Faag Mu replitseerub transpositsiooni teel ja ainsad replikatsioonis osalevad faagi valgud – MuA (transposaas) ja MuB ongi seotud transponeerumisega. Eristatakse konservatiivset transponeerumist ja replikatiivset transponeerumist. Konservatiivne transponeerumine toimub vahetult pärast infektsiooni algust. Selle tulemusena integreerub bakteriofaagi genoom suvalisse kohta peremehe kromosoomis. Integreerumisega kaasneb sihtmärk-järjestuses 5 bp pikkuse duplikatsiooni tekkimine. Sarnaselt teiste mõõdukate viirustega võib faag Mu valida kahe erineva infektsiooniviisi vahel: lüsogeniseerida baktereid või neid lüüsida. Neid protsesse reguleerivad faag Mu kodeeritud repressorid, c- ja Ner-valgud. Lüütilises tsüklis toimub enamiku bakteriofaagi geenide ekspressioon ja viiruse genoomi paljunemine replikatiivse transpositsiooni abil. Virionide moodustamine algab prokapsiidide moodustamisest, genoomi pakkimine toimub headfull-mehhanismi abil. DNA pakkimisüsteemi eripärad põhjustavad peremehe genoomist pärinevate järjestuste säilimise viiruse genoomi otstes. Faag Mu on olnud oluliseks mudeliks transponeerumismehhanismi uurimisel ja on kasutusel töövahendina, mis võimaldab juhuslike mutatsioonide tekitamist uuritavasse DNA järjestusse.

			 

			Aastal 1963 avastati bakteriofaag, mille infektsioon tekitas peremeesrakus (E. coli) arvukalt kõige erinevamaid mutatsioone. Selle omaduse järgi sai see nimeks faag Mu (ingliskeelsest sõnast mutator). Üsna varsti selgus ka selliste mutatsioonide tekkimise põhjus – faag Mu genoom integreerub peremehe genoomi juhuslikesse saitidesse ja ainsaks mehhanismiks, mida faag Mu oma genoomi taastootmiseks kasutab, on replikatiivne transpositsioon. Praegu klassifitseeritakse faag Mu sugukonda Myoviridae, perekonda Muvirus. 2020. a lõpu seisuga on selles perekonnas vaid kaks iseloomustatud viirust, tüüpesindaja faag Mu (liiginimetus Escherichia virus Mu) ja Shigella flexneri faag SfMu (liiginimetus Shigella virus SfMu). Lisaks on sekveneeritud veel kolm võimalikku liiget, sealhulgas faag Mu väga lähedane sugulane (järjestuste identsus >90%) Escherichia coli faag D108 ja Haemophilus parasuis faag SuMu. Kahtlemata kujutab see vaid väikest osa kõikidest looduses leiduvatest Mu-sarnastest faagidest ning on väga tõenäoline, et transponeerivaid bakeriofaage sisaldavaid viiruste perekondi tuleb tulevikus juurde. Näiteks on ainuüksi perekonda Pseudomonas kuuluvatel bakteritel leitud ligi 60 erinevat transponeeruvat bakteriofaagi; nendest enim uuritud on faagid B3 ja D3112. Tuntud on ka Burkholderia cenocepacia faagid BcepMu ja KSI0, Rhodobacter capsulatus faag RcapMu, Haemophilus influenzae faag FluMu, Neisseria meningitidis’e faag Pnm1, Deinococcus radiodurans’i R1 faag RadMu, Vibrio cholera faag VcA1 ning Shewanella oneidensis’e faagid MuSo1 ja MuSo2. Nende viiruste uurimine on näidanud, et transponeeruvad bakteriofaagid, mis nakatavad samasse perekonda kuuluvaid baktereid, on reeglina omavahel sarnased. Samas on nende bakteriofaagide kodeeritud valkude sarnasused faag Mu poolt kodeeritud valkudega minimaalsed. 

			Faag Mu on mõõdukas bakteriofaag, mis tähendab, et tal on kaks võimalikku infektsiooni varianti – lüütiline (lõpeb peremeesraku surmaga) ja lüsogeene. Lüsogeense infektsiooni puhul surutakse maha faag Mu geeniekspressioon ja koos sellega ka viiruse DNA replitseerumine. Faag Mu genoom võib eksisteerida bakteri genoomiga integreerunud transposooni kujul (profaagina) põhimõtteliselt piiramatu arvu rakkude paljunemistsüklite jooksul. Sarnaselt faag lambdaga ei toimu ka faagil Mu lüsogeense infektsiooni käigus uute virionide moodustamist. 

			 

			Faag Mu virion ja genoom 

			Faagil Mu on pea ja sabaga virionid (Joonis 73). Virioni pea on ikosaeedriline, diameetriks on 54 nm. Peamine kapsiidivalk kannab nimetust valk T. Peale kinnitub kokkutõmbuv saba, selle küljes on alusplaat, millele kinnituvad kuus fiibrit. Oluline on virionides paiknev valk N, mis seondub viiruse genoomi otstele.
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			Joonis 73. Faag Mu virionid. A. Faag Mu virion elektronmikroskoobis (foto H.-W. Ackermann). B. Faag Mu virioni ehituse skeem.

			 

			Virioni pakitud faag Mu dsDNA on lineaarne ja ~40 kbp pikkune. Viiruse-spetsiifilised järjestused moodustavad sellest 90% (ligikaudu 37 kbp), ülejäänu on peremeesraku genoomist pärinev DNA, mis on igas virionis erinev. Peremehe DNA järjestused on liitunud viiruse DNA otstega, mis tähendab, et ka virionis on faag Mu genoom peremehe DNA-sse integreeritud. Genoomi paremas otsas asub faagil Mu 1-3 kbp ja vasakus otsas 50-150 bp pikkune lõik peremehe DNA-d (Joonis 74). Tänu sellele on faag Mu ja teised transponeeruvad bakteriofaagid võimelised üldiseks transduktsiooniks. Meeldetuletuseks: transduktsiooniks nimetatakse viiruse vahendusel toimuvat mitteviirusliku DNA ülekannet ühest rakust teise rakku. Saidis, kuhu viiruse DNA on integreerunud, on peremehe DNA-sse tekkinud 5 bp pikkune duplikatsioon DR (ingl direct repeat, otsene korduvjärjestus).
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			Joonis 74. Faag Mu genoom. Näidatud on genoomi varased ja hilised regioonid, peamiste geenigruppide paiknemine ning genoomi otstes asuvad peremeesraku DNA-st pärinevad lõigud.

			 

			Sarnaselt T-paarisfaagidele leidub ka faag Mu genoomis modifitseeritud nukleotiid: selleks on keerulise nimetusega modifitseeritud adeniini analoog α-N-(9-β-D-2’-desoksüribofuranosüülpuriin-6-üül) glütsiinamiid. Selline modifikatsioon pole bakteriofaagi replikatsiooniks ega lüsogeensuseks vajalik, vaid on mõeldud kaitseks raku restriktsiooniensüümide eest. Modifitseerimist teostab viiruse kodeeritud ensüüm – geeni mom produkt. Erinevalt T-paarisfaagidest, mis lülitavad modifitseeritud nukleotiidid oma genoomi juba DNA sünteesi käigus, modifitseerib faag Mu juba sünteesitud DNA-d kindlates 4-nukleotiidilistes saitides (konsensus 5’-C/G A C/G C/T-3’). Seetõttu ei ole modifitseeritud kõik genoomis paiknevad A-nukleotiidid, vaid ainult osa neist. Mom-geeni ekspressioon on reguleeritud kompleksselt. Selles osalevad nii viiruse kui ka peremehe valgud, et tagada geeni kõrge ekspressioonitase lüütilise infektsiooni hilises faasis. 

			 

			Virionide rakule seondumine, DNA sisenemine ja integreerumine peremehe genoomi.

			Faag Mu retseptoriks on mitmed bakteri välismembraanil asuvad lipopolüsahhariidid. Virionide seondumine ja DNA rakku sisenemine meenutab T-paarisfaagide vastavaid protsesse: seondumine retseptorile indutseerib virioni saba välimise kesta kokkutõmbumise, mille tagajärjel saba sisemine jäik struktuur läbistab peremehe rakuseina. Rakku tungib DNA, mis on N-valgu poolt seotud mittekovalentseks rõngaks. Seondumine N-valguga on väga oluline, sest see võimaldab muidu lineaarse DNA molekuli osalist superspiraliseerumist, mis on vajalik viiruse genoomi peremehe genoomi integreerumiseks. Samuti kaitseb N-valk viiruse DNA-d peremehe nukleaaside eest. Rakku sisenenud DNA integreerub konservatiivse transpositsiooni teel suvalisse positsiooni peremehe genoomis, samuti võib faagi Mu genoom integreeruda rakus olevasse plasmiidi. Erinevalt faagist lambda on faag Mu infektsioonis integreerumine peremehe genoomi (või plasmiidi) kohustuslik: see leiab aset nii lüütilisel kui ka lüsogeensel infektsioonil, samas faagil lambdal vaid lüsogeensel. Integreerub ainult bakteriofaagi genoom (viirusespetsiifiline DNA), mitte selle külge kinnitunud peremehe DNA lõigud (vt allpool). Samuti on selge, et bakteriofaagi genoomi integreerumisele peab eelnema piiratud tasemel geeniekspressioon: virionis ei leidu transponeerumiseks vajalikke valke ja seega on vaja need sünteesida pärast viiruse DNA rakku sisenemist.

			 

			Valik lüütilise ja lüsogeense tsükli vahel

			Sarnaselt faagile lambda toimub ka rakku sisenenud faag Mu puhul valik lüütilise või lüsogeese infektsiooni vahel. Kui faagiga Mu nakatada tavalistes tingimustes kasvavaid E. coli rakke, toimub valdavalt lüütiline infektsioon; lüsogeniseeritakse alla 1% nakatunud rakkudest. Nagu ülal kirjas, algab viiruse varase operoni ekspressioon veel enne genoomi integreerumist. Peaaegu samal ajal – pole teada, kas enne või pärast faagi genoomi esmast integreerumist – toimub ka valik lüütilise/lüsogeese infektsiooni osas. Selle protsessi mehhanismist on vähem teada kui faag lambda puhul. On teada, et valikut mõjutavad sellised faktorid, nagu DNA superspiraliseerumine ja DNA lokaalne konformatsioon. Põhjus on lihtne – need faktorid osalevad lüütilise/lüsogeense infektsiooni valiku eest vastutava promooterite paari (Pe ja PcM) aktiivsuse regulatsioonis. 

			Promooter PcM asub faag Mu genoomi regulatoorses regioonis ja sealt transkribeeritakse repressorgeeni (geen Repc, vanemas kirjanduses ka lihtsalt c-geen) mRNA (Joonis 75). Repc transkriptsioon kulgeb piki genoomi paremalt vasakule ja toimub kogu lüsogeense infektsiooni jooksul. Repc-repressor seondub kolmele operaator-järjestusele – O1, O2, O3. Repc-repressori seondumine kahele esimesele järjestusele O1 ja O2 represseerib promooterilt Pe toimuvat varase operoni transkriptsiooni. Repc väga kõrgetel kontsentratsioonidel toimub seondumine ka operaatoralale O3, mis surub maha transkriptsiooni promooterilt PcM (see tähendab toimub autoregulatsioon). Seega on PcM- promooteri aktiivsus ja Repc-repressori süntees vajalik nii lüsogeense infektsiooni tekkimiseks kui ka selle püsimiseks. Siiski ei ole faag Mu puhul varaste geenide ekspressiooni mahasurumine täielik: ka lüsogeense tsükli jooksul esineb viiruse genoomi transpositsiooni, ehkki see toimub küllalt madala sagedusega. Transpositsiooni toimumine sõltub viiruse varaste valkude MuA ja MuB ekspressioonist. Faag Mu varaste geenide ekspressioon madalal tasemel ja sellest põhjustatud proviiruse transponeerumine ei too kaasa lüütilise infektsioonitsükli aktiveerimist. Nende protsesside kahjulik mõju peremehele piirdub vaid uues profaagi integreerumise saidis tekitatud mutatsioonidega. 

			 

			[image: ]

			Joonis 75. Faag Mu genoomi regulatoorse piirkonna ehitus ja regulatsiooni skeem. Näidatud on regulaatorgeenide, nende ekspressiooni käivitavate promooterite ja regulaatorelementide paiknemine.

			 

			Lüsogeensuse lõpetamine ei ole faagil Mu (erinevalt lambda profaagist) seotud DNA-d kahjustavate faktorite (UV, kemikaalid) toimega. Seda vahendavad hoopis raku proteaasid ClpX ja ClpP, mis rakkude stressi korral lagundavad Repc-valgu C-terminaalse regiooni. Lüütilises tsüklis (või lüsogeensuse lõppedes) toimub faagi Mu varaste geenide transkriptsioon promooterilt Pe. Saadud transkriptidelt sünteesitakse geenide Ner, MuA (transposaas) ja MuB valgud. Ner-valk seondub O2-operaatoriga ja surub maha PcM promooteri aktiivsuse, inhibeerides Repc-repressori sünteesi (Joonis 75). Seega meenutavad faag Mu regulaatorvalgud Repc ja Ner vastavalt faag lambda cI- ja Cro-repressoreid. Sarnaselt faag lambda Cro-ga inhibeerib (ehkki mitte täielikult) Ner ka iseenda promooterit Pe. Pe aktiisuse säilitamine tuleneb sellest, et O1 ja O2 operaatorite vahel paikneb järjestus, kuhu seondub bakterivalk IHF – sama valk, mis on oluline faag lambda profaagi integreerumisel. IHF painutab viiruse DNA-d ja see võimaldab RNApolümeraasil madalal, kuid kindlal tasemel Pe promooterile seonduda (Joonis 75). Milleks on selline regulatsioon – algul promooteri mahasurumine, siis selle mõningane aktiveerimine – vajalik? Ilmselt on asi selles, et Pe promooteri aktiivsus on vajalik MuA transposaasi pidevaks tootmiseks kompenseerimaks asjaolu, et MuA-valk on in vivo tingimustes ebastabiilne. Samas ei tohi seda valku olla rakus liiga palju, sest MuA ülehulk toob kaasa molekulisisese transpositsiooni, mis tähendab, et bakteriofaag hakkab transponeeruma iseenda genoomi. 

			 

			Faagi Mu DNA replikatsiooni mehhanism (transpositsioon)

			Faag Mu on olnud DNA transposeerumise mehhanismi uurimisel äärmiselt kasulik mudel, sest lüütilises tsüklis toimub faagi Mu genoomi transpositsioon kõrge sagedusega – ~50–100 korda infektsioonitsükli jooksul. Lisaks oli faagi Mu transpositsioonisüsteem esimene omataoline, mida edukalt in vitro modelleeriti. Nii ei valmista faagi Mu DNA replikatsioonimehhanismi mõistmine lugejale, kes tunneb hästi transposoonide transposeerumise mehhanisme, mingeid raskuseid. Kellel aga vastavad teadmised puuduvad, peab appi võtma teadmised DNA struktuurist ning kasu on ka heast ruumilisest ettekujutusest. 

			Et faag Mu DNA transpositsiooni on võimalik läbi viia katseklaasis, siis on täpselt teada ka kõik selles protsessis osalevad komponendid (Joonis 76A). Nendeks on valgud MuA (transposaas) ja MuB (abivalk, pole tingimata vajalik), E. coli histoonilaadne valk HU, korrektses orientatsioonis faagi Mu genoomi „õlad“ ning aktseptor-DNA molekul, mis peab olema soovitavalt superspiraliseeritud olekus. Lisaks on vajalik ka ATP (energiaallikas) ja Mg2+-ioonid. Kummaski faagi Mu DNA-genoomi otsas asub kolm MuA-valgu seondumise saiti: saidid L1–L3 genoomi vasakus ja saidid R1–R3 genoomi paremas otsas. Lisaks selle paikneb genoomi vasakust otsast 1 kbp kaugusel transpositisooni võimendav enhancer-element E(O), mis on tuntud ka kui IAS-järjestus (ingl internal activating sequence, IAS). IAS kattub Repc-repressorit siduvate operaatoritega ning soodustab genoomi otste teineteisele lähenemist, aidates sellega kaasa transposoomi (sünaptilise kompleksi) moodustamisele ja toimimisele (Joonis 76A). 
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			Joonis 76. Faagi Mu genoomi transponeerumise mehhanism. A. Transpositsioonis osalevate järjestuste paiknemine viiruse genoomis ja transponeerumisel osalevad viiruse valgud. Pac – genoomi pakkimissait; see ei osale otseselt transpositsioonis, kuid on oluline moodustunud genoomide virionidesse pakkimisel. B. Transpositsiooni skeem (AC – aktseptormolekul või -sait).

			 

			Transpositsiooni käigus toimuvad kindlas järjekorras järgmised sündmused. Kõigepealt seondub MuA-valgu N-terminaalne domeen bakteriofaagi genoomi otstes paiknevate seondumissaitidega ja IAS-järjestusega, mille tagajärjel omandab MuA-valk aktiivse tetrameerse vormi. Viiruse genoomi otsad tuuakse kokku. See toimub ühtemoodi nii rakku sisenenud DNA kui ka juba bakteri genoomi integreerunud profaagi puhul. Kompleksi – transposoomi – moodustamisel on oluline roll MuA-valgu seondumissaitidel; minimaalselt on vaja kolme saidi (L1, R1 ja R2) olemasolu. Olulised on ka DNA molekule õigesse konformatsiooni painutavad peremehe valgud HU ja IHF (Joonis 76A). Järgnevalt teeb MuA-valk üheahelalised katked täpselt faag Mu viirus-spetsiifilise DNA otstesse. Selle tulemusena moodustuvad 3’-hüdroksüülgrupid, mis järgnevalt atakeerivad aktseptor-DNA molekuli, mille tulemusena tekivad katked ning järgneb 3´-otste ligeerimine moodustunud 5’-otste külge (Joonis 76B). Katked aktseptor-DNA ahelatesse tehakse 5 bp pikkuste vahedega. Katkete tegemine nii, et lõikekohad asuvad teineteisest ligikaudu poole DNA spiraali pöörde kaugusel, iseloomustab kõiki transponeeruvaid elemente, sealhulgas retroviiruste proviiruse integreerumist. 

			Järgnevad sündmused sõltuvad sellest, millise transponeerumisega on tegu.

			-Faag Mu genoomi esmasel integreerumisel (Joonis 76B, vasak pool) järgneb veel üks katkete tegemine ja tekkinud 5 nukleotiidi pikkuste „aukude“ täitmine raku ensüümide poolt. Sellega kaasneb eelmise peremehe genoomist pärinevate DNA-lõikude eemaldamine faag Mu genoomi küljest.

			-Replikatiivsel transponeerimisel (Joonis 76B, parem pool) kasutatakse vabanevaid 3’-hüdroksüülgruppe praimeritena bakteriofaagi DNA replitseerimiseks. Ka siin teostavad DNA sünteesi raku DNA sünteesil osalevad ensüümid. Kuna sellisel juhul läbib süntees kogu profaagi genoomi, tekib replikatsiooni tulemusena kaks integreerunud faagi Mu genoomi koopiat.

			Nagu ülal mainitud, transponeerub faagi Mu genoom ühe infektsioonitsükli jooksul 50–100 korda. Selle arvu mõte saab selgeks, kui võrrelda E. coli genoomi (4600 kbp) ja faagi Mu genoomi (37 kbp) pikkusi. Nii on näha, et 100 transposeerumise tulemusena on bakteri genoomis viiruse ja peremehe DNA-st pärinevaid järjestusi ligikaudu võrdsel hulgal. Et bakteriofaag transponeerub juhuslikesse kohtadesse, pole edasisel transposeerumisel suuremat mõtet: tõenäosus sattuda iseenda genoomi koopiasse, millega see loomulikult ära rikutakse, muutub sedavõrd suureks, et korrektsete genoomi koopiate arvu suurenemist praktiliselt enam ei toimu.

			 

			Hiline geeniekspressioon ja virionide moodustumine

			Geeniekspressiooni hilises faasis surub Ner-valk maha varase transkriptsiooni. Sünteesitakse C-aktivaator, mis aktiveerib mitu hilist promooterit ja käivitab hilise transkriptsiooni. Faag Mu hilised geenid kodeerivad, nagu dsDNA genoomsetel viirustel ikka, virioni moodustumiseks vajalikke valke. Peale selle kuulub hiliste valkude hulka ka ülal kirjeldatud DNA-d modifitseeriv Mom-valk. 

			Faag Mu puhul on tähelepanuväärne see, et see bakteriofaag suudab moodustada erinevate peremeesrakkudega seonduvaid virione. Need virionid erinevad antiretseptori (fiibri) valkude poolest (Joonis 77). Faag Mu suudab sünteesida kahte erinevat tüüpi antiretseporit. Seda võimaldab asjaolu, et osa neid valke kodeerivatest järjestustest paikneb inverteeruvas G-segmendis. G-segment kujutab endast 34 bp pikkuste inverteeritud korduvjärestustega (ingl inverted repeat, IR) ümbritsetud DNA lõiku, mis võib bakteriofaagi ülejäänud genoomsete järjestuste suhtes paikneda kahes erinevas orientatsioonis (Joonis 77). Et Pp promooter, millelt toimub antiretseptori valke kodeerivate alade transkriptsioon, asub G-segmendist väljaspool, ekspresseeritakse G-segmendi ühe orientatsiooni puhul S- ja U-geenid; vastavaid valke sisaldavad virionid seonduvad E. coli K12 tüve bakteritele. G-segmendi teise orientatsiooni puhul ekspresseeritakse aga S’- ja U’-geenid, nende geenide kodeeritud valke sisaldavad virionid seonduvad bakterile Citrobacter freundii (Joonis 77).
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			Joonis 77. Faag Mu kodeerib kahte erinevat antiretseptorit, korraga saab ekspresseeruda üks nendest. Erinevat tüüpi antiretseptorite ekspressioon sõltub inverteeruva segmendi G orientatsioonist hilise Pp promooteri suhtes. Erinevaid antiretseptoreid kandvad virionid seonduvad erinevatele peremeesrakkudele. 

			 

			G-segmendi inverteerimine toimub saidispetsiifilise rekombinatsiooni abil. Seda protsessi katalüüsib geeni gin (ingl G-inversion), mis asub G-segmendist paremal (Joonis 77), produkt. Gin-valk on tüüpiline DNA invertaas, mis on homoloogne Salmonella hin- invertaasi ja transposooni Tn3 resolvaasiga. Selle valgu seondumis- ja toimimiskohaks on G-segmendi IR-järjestused. G-segmendi inverteerimine on suhteliselt aeglane ja väheefektiivne protsess. Produktiivse infektsiooni tulemusena saadud uues viiruste põlvkonnas on enamikes genoomides G-segmendi orientatsioon sama, mis esialgse bakterofaagi genoomis. Lüsogeense infektsiooni puhul, mis kestab kauem, on profaagi aktiveerumise tulemusel tekkivate uute bakteriofaagide genoomides G-segmentide erinevate orientatsioonide suhe enam-vähem 50 : 50.

			Virionide moodustamine toimub faagil Mu sarnaselt teiste pea ja sabaga virione omavate bakteriofaagidega. Esmalt moodustavad tühjad prokapsiidid, millesse järgnevalt pakitakse viiruse genoomid. On teada, et see pakkimine toimub efektiivselt ainult juhul, kui viiruse DNA asub tsirkulaarse DNA koostises. Pakkimisprotsessi poolest erineb faag Mu oluliselt konkateemeere (genoomide multimeere) moodustavatest viirustest. See on ka arusaadav, sest kui konkatemeerid sisaldavad viiruse genoome puhtal kujul, siis faagi MuDNA replikatsiooni produkt kujutab endast DNA mosaiiki, kus viiruse genoomid paiknevad vaheldumisi peremehe genoomi lõikudega. Sellise olukorra lahendab faagi Mu DNA pakkimissüsteem. Viiruse genoomis on üks pakkimissignaal (Pac), mis asub genoomi vasakus otsas transposaasi seondumissaitide L1 ja L2 vahel (Joonis 76A). Pakkimine algab Pac järjestuse äratundmisest faagi pakkimissüsteemi (terminaas) poolt. Sellele järgneb DNA lõikamine genoomi vasakust otsast 50–150 bp kaugusel, mis tähendab, et lõigatakse peremehe, mitte viiruse enda DNA-d. Sellise lõikamise tulemuseks on peremehelt pärinevad DNA järjestused, mis paiknevad pakitud genoomi vasaku otsa küljes. DNA pakkimine prokapsiidi toimub, genoomi vasak ots ees, ja kestab senikaua, kuni pea saab täis (headfull mehhanism). Et faagi Mu virioni pea mahutab nagu ka T-paarisfaagidel rohkem DNA-d, kui kuulub viiruse genoomi, siis pakitakse virioni ka 1–3 kbp pikkune lõik proviirusest paremal pool paiknenud peremehe DNA-st. Tulemuseks on peremehe-spetsiifilised DNA järjestused pakitud genoomi paremas otsas. Kui pakkimine on lõppenud, lõigatakse ülejäänud DNA ära, virioni peale lisatakse saba ja virion ongi valmis. 

			Valminud virionid vabanevad raku lüüsimise teel. Selleks kodeerib faag Mu sarnaselt teiste dsDNA bakteriofaagidega holiin-endolüsiin-süsteemi. Rakkude lüüsimisel on olulised ka viiruse poolt kodeeritud väikesed membraanivalgud ja võimalik, et ka viiruse kodeeritud spaniin.

			 

			Transponeeruvate bakteriofaagide kasutamine geenitehnoloogias

			Transponeeruvate bakteriofaagide proviiruste võimet integreeruda suvalistesse DNA saitidesse kasutatakse uuritavatesse DNA järjestustesse juhuslike insertsiooniliste mutatsioonide tekitamiseks. Süsteem põhineb asjaolul, et transpositsiooni on võimalik läbi viia ka in vitro tingimustes. Et selleks piisab vaid faagi genoomi „õlgadest“, on transpositsiooni suhteliselt lihtne läbi viia. Sellist meetodit kasutatakse näiteks viiruste genoomide (aga ka muude järjestuste) funktsionaalsel kaardistamisel ja/või markergeenide lisamiseks sobivate positsioonide otsimisel.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on faagi Mu-genoomi struktuur?

			2.Kuidas toimuvad faagi Mu konservatiivne ja replikatiivne transpositsioon (millised valgud osalevad, milline on mehhanism)?

			 

			II.5.3. Bakteriofaag P1, perekond Punavirus

			Kokkuvõte

			Faag P1 on mõõdukas bakteriofaag. Nagu ka teistel Myoviridae sugukonda kuuluvatel bakteriofaagidel, on tal pea ja kokkutõmbuva sabaga virionid. Saba tipus paikneb alusplaat, millele kinnituvad kuus fiibrit (antiretseptorid). Rakupinnal olevaks retseptoriks on lipopolüsahhariidid. DNA tungib rakku saba kokkutõmbumise tulemusel. Faagil P1 on dsDNA-genoom, mis jääb oma suuruselt (93 kbp) keskmiste ja suurte genoomide vahele. Geene on 117, neist 112 kodeerivad valke. Virionidesse pakitud dsDNA on lineaarne ning selle otstes asuvad 17 kbp pikkused otsesed terminaalsed korduvjärestused, mistõttu virionis olev DNA on genoomi monomeerist oluliselt pikem (kokku ca 110 kbp). Faag P1 genoomid on sarnaselt faag T4 genoomiga tsükliliselt permuteeritud. Rakku sisenenud faag P1 genoom tsirkulariseerub ja püsib lüsogeense infektsiooni puhul rakus ühekoopialise plasmiidina. Lüsogeensel infektsioonil on enamiku bakteriofaagi geenide ekpressioon maha surutud: ekspresseeritakse plasmiidset replikatsiooni ori-lõiku äratundvat valku, DNA segregatsioonisüsteemi valku ja plasmiidi rakus püsimist soodustavaid valke. Lüütilisel infektsioonil ekspresseerub enamik viiruse geene, DNA replitseerub veereva rõnga mehhanismi abil ja moodustuvad konkatemeerid. DNA pakkimine prokapsiidi algab kindlast saidist ja toimub headfull-mehhanismiga, kus järgmine pakkimine algab konkatemeeri kohast, milles eelmine pakkimine lõppes. Faag P1 on olnud kasutusel peremehe geenide ülekandevektorina (transduktsiooni läbiviiv bakteriofaag) ja on geenitehnoloogias vajaliku Cre-Lox-rekombinatsiooni süsteemi allikaks.

			 

			Perekonda Punavirus kuulub (2020. aasta) neli iseloomustatud liiget, tüüpesindajaks on E. coli faag P1 (liiginimetusega Escherichia virus P1) mis avastati juba 1951. aastal. Faag P1 on mõõdukas bakteriofaag, millel on kaks infektsioonitüüpi: lüütiline ja lüsogeene. Algul oli faag P1 tuntud eelkõige kui transduktsiooni läbiviiva (transdutseeriva) bakteriofaagi näidis – ta on võimeline kandma ühest bakterirakust pärinevat geneetilist materjali teise bakterirakku. Erinevat faagist Mu ei tulene see omadus peremehe DNA liitmisest bakteriofaagi genoomile. Transduktsiooni võimaldab hoopis selliste virionide moodustumine, millesse on bakteriofaagi DNA asemel pakitud viiruse genoomi suurune suvaline lõik bakteri DNA-st. Faag P1 vahendatud transduktsiooni kasutati ajalooliselt E. coli geneetiliseks modifitseerimiseks. Vähemal määral on see meetod kasutusel ka tänapäeval. 

			 

			Faag P1 virion ja genoom 

			Faag P1 virionidel on ikosaeedriline pea (diameeter 85 nm, T = 16) ja 230 nm pikkune saba (Joonis 78). Saba läbimõõt on 18 nm ning see koosneb sisemisest jäigast struktuurist ja kokkutõmbuvast väliskihist. Saba otsale kinnitub alusplaat, mille külge on kinnitunud 6 fiibrit. Nagu sellise ehitusega virionidel ikka, kujutavad fiibrid endast faag P1 antiretseptorit. Sarnaselt faagiga Mu suudab ka faag P1 vahetada fiibri tippude aminohappelisi järjestusi, mis võimaldab tema virionidel seonduda erinevatele retseptoritele ja seega nakatada erinevaid peremehi. Järjestuste vahetamise mehhanism sarnaneb faagil Mu kirjeldatud mehhanismiga. Ka faagi P1 genoomis paikneb inverteeruv segment, mis muudab oma orientatsiooni saidispetsiifilise rekombinatsiooni teel. P1 puhul nimetatakse seda segmenti C-segmendiks ja inversioone teostav rekombinaas kannab nimetust Cin, sõnadest C-inversion.
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			Joonis 78. Faag P1 virionid. A. Faag P1 virion elektronmikroskoobis (M. Wurtz, Baseli Ülikooli biokeskus). B. Faag P1 virioni ehituse skeem.

			 

			Virionis paiknev dsDNA on lineaarne ja bakteriofaagi genoomi monomeerist (93601 bp) tunduvalt pikem: ligikaudu 110 kbp pikkune. See ligikaudu 17 kbp suurune vahe tuleneb väga pikkade otseste terminaalsete korduvjärjestuste olemasolust. Sarnaselt faag T4 genoomile on ka faag P1 genoom täielikult permuteeritud: genoomi otsad ei ole fikseeritud ja põhimõtteliselt võib ükskõik milline järjestus viiruse genoomist paikneda pakitud DNA molekuli otsas (Joonis 68). 

			Faag P1 genoomis on kokku 117 kodeerivat järjestust (Joonis 79). Valke kodeerib 112 geeni, kokku 92% genoomi mahust. Ülejäänud viis geeni kodeerivad mittetransleeritavaid RNA-sid, nende hulgas kolme tRNA-d. Kodeerivad järjestused jagunevad 45 operoni vahel, millest enamikul on tugevad E. coli σ70 tüüpi promooterid. Funktsionaalselt jagunevad faagi P1 operonid lüütilise ja lüsogeense tsükli vahel valiku tegemise (kokku 4 operoni), lüsogeense replikatsiooni ja genoomi säilimise (samuti 4 operoni) ning lüütilise infektsiooni (ülejäänud 37 operoni) läbiviimise eest vastutavaid valke kodeerivateks operonideks.
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			Joonis 79. Faag P1 genoomi kaart. Kaart ei ole mõeldud meeldejätmiseks, see on toodud andmaks ettekujutust faag P1 genoomi keerukast ehitusest. Genoom on näidatud lineaarsena (nagu virionis), kuid nakatatud rakus moodustab see rõngamolekuli. Pöörake tähelepanu geenide suurele arvule ja nende grupeerumisele (erinevalt faagist T4) operonideks. C1-repressorit kodeeriv geen, mis asub genoomi paremas otsas, on märgitud tumepunasega, kollasega on märgitud muud lüsogeenses infektsioonis ekspresseeruvad geenid. Genoomis on kaks ori-lõiku – üks plasmiidse (OriR) ja teine lüütilise (OriL) replikatsiooni jaoks. Joonis pärineb Łobocka et al., 2004, Journal of Bacteriology, https://doi.org/10.1128/JB.186.21.7032-7068.2004.

			 

			Faag P1 virioni seondumine rakule, DNA rakku sisenemine ja genoomi tsirkulariseerimine

			Faag P1 retseptoriks on raku välismembraanil asuvad lipopolüsahhariidid. Antiretseptoriks on, nagu ülal mainitud, virioni fiibrid. Rakule seondumiseks on vajalik retseptorite seondumine vähemalt kolme fiibri poolt. Seondunud virioni saba väliskiht tõmbub kokku, saba sisemine struktuur läbistab raku välismembraani ja rakuseina. Rakuseina läbistamist soodustab asjaolu, et sarnaselt faagiga T4 paikneb faag P1 virionis rakuseina lagundav lüütiline ensüüm. Alguses siseneb viiruse DNA raku periplasmassse, kust ta hiljem liigub raku tsütoplasmasse. On tähelepanuväärne, et faag P1 kodeerib DNA periplasmast tsütoplasmasse sisenemist inhibeerivat Sim-valku. Sim-valk sünteesitakse varases infektsioonis ja liigub seejärel raku periplasmasse. Selline mehhanism võimaldab blokeerida superinfektsiooni – ainult esimesena rakku nakatanud virionis paiknev DNA saab rakku siseneda, hiljem rakule seonduvate viiruste DNA periplasmast edasi ei pääse.

			DNA rakku sisenemisele järgneb selle kiire tsirkulariseerimine, mis võib toimuda kahel erineval viisil. Osades virionides paikneb DNA, milles on kaks loxP saiti. Sellised genoomid muudab rõngakujuliseks faagi rekombinaas Cre (Cre-lox-süsteemi kohta vt allpool). Et faagi P1 monomeerses genoomis on vaid üks loxP sait, siis esineb see pakitud DNA-s kahe koopiana vaid juhul, kui see on sattunud korduvjärjestuse alasse (15–20% kõikidest pakitud DNA molekulidest). Muudel juhtudel on virioni pakitud DNA-des vaid üks loxP saidi koopia. Kuna selliseid molekule Cre kasutada ei saa, sõltub nende tsirkulariseerimine peremeesraku homoloogilise rekombinatsiooni süsteemist: rekombinatsioon toimub kahe otsese terminaalse korduvjärjestuse vahel. Ilmselt on see ka üheks põhjuseks, miks faagi P1 genoomis leidub palju E. coli RecBCD rekombinaasi poolt äratuntavaid järjestusi.

			 

			Faag P1 DNA replikatsioon ja säilimine lüsogeenses infektsioonis

			Sarnaselt faagile lambda on ka faag P1 võimeline baktereid lüsogeniseerima. Mehhanismid, kuidas toimub valik lüsogeense ja lüütilise infektsiooni vahel, pole faag P1 puhul nii hästi tuntud kui faag lambda puhul. On teada, et sarnaselt faagile lambda sõltub valik keskkonnatingimustest (nakatatud rakkude füsioloogilisest seisundist) ja et valiku tegemise protsessis osalevad nelja operoni poolt kodeeritud produktid. Need valgud määravad, kas faag P1 peamise repressori – C1-valgu – süntees aktiveeritakse või mitte. Erinevalt faag lambdacI-repressorist on faag P1 C1- repressor monomeerne valk. C1-repressor seondub vähemalt 17 erineva lüütilise operoni regulaatorjärjestustega. Teine oluline erinevus faagist lambda on sees et faagi P1 C1-repressor ei toimi üksinda. C1-repressori aktiivsust reguleerivad lüsogeense infektsiooni käigus vähemalt kaks antirepressorit (geenide Ant1/2- ja Coi-valgud, vastavad geenid on joonisel 79 esile tõstetud roosa värviga) ning üks kaasrepressor (geeni Lxc-valk). 

			Erinevalt faagist lambda ei integreeru P1 profaagi DNA raku genoomi, vaid jääb rakus püsima plasmiidi kujul. Lüsogeenses rakus on seda plasmiidi (profaagi) ainult üks koopia. Plasmiidikujuline profaagi genoom vajab oma replitseerumiseks latentse replikatsiooni ori-lõigu (oriR) olemasolu ja faagi replikatsioonivalku RepA. OriR toimib analoogselt suurte plasmiidide replikatsiooni ori-lõikuidega ja tagab P1 profaagi replikatsiooni, mis on sünkroniseeritud raku genoomi replikatsiooniga. OriR- ja RepA-valku kodeerivad alad paiknevad samas 1,5 kbp pikkuses genoomi lõigus (Joonis 79). RepA-valku kodeeriv järjestus on ümbritsetud kahe elemendi poolt, mis mõlemad koosnevad 19 bp pikkustest korduvjärjestustest (iteronidest) ja mida nimetatakse incC- ja incA-elementideks. RepA seondumine incC-elemendile on vajalik replikatsiooni initsieerimiseks, RepA seondumine incA-elemendile kontrollib faagi genoomi koopiaarvu. Replikatsiooni initsiatsiooni reguleerivad ka peremehe valgud DnaA ja HU, mis soodustavad ori-lõigu lahtisulatamist ning šaperon-valgud. Viimased on vajalikud RepA konformatsiooni muutmiseks – tavaliselt on RepA rakkudes mitteaktiivse dimeerina, DNA replikatsiooni käivitamisel omandab ta aga raku šaperonide osalusel aktiivse monomeerse DNA-d siduva vormi. P1 profaagi DNA sünteesi viib läbi raku DNA replikatsioonisüsteem. See kulgeb samamoodi kui plasmiididel, kus moodustuvad kaks teineteisest eemale suunduvat replikatsioonikahvlit. Seega toimub P1 profaagi replikatsioon theta-mehhanismi alusel. Sellise replikatsiooni tulemusena tekkivad agregaadid, milles DNA tütarmolekulid on üksteisega läbi põimunud. Replitseerunud plasmiidide segregatsiooniks lahutab faagi Cre-lox-rekombinatsioonisüsteem need agregaadid individuaalseteks molekulideks.

			Lisaks P1 genoomi replikatsioonile peab olema tagatud ka sünteesitud genoomide jagunemine tütarrakkude vahel: peremeesraku jagunedes peab kumbki tütarrakk saama ühe P1 profaagi koopia. Selle tagamiseks on faagil P1 kaks mehhanismi.

			1.Plasmiidse genoomi segregatsioon, mis sõltub kahest faagi poolt kodeeritud valgust (ParA ja ParB) ja cis-aktiivsest järjestusest parS, mis paikneb ParA/ParB-valke kodeeriva regiooni lähedal (Joonis 79, 80). ParB on dimeerne valk, mis seondub parS järjestusele. Esimesele seondunud ParB dimeerile seonduvad täiendavad ParB dimeerid. ParA on ParB poolt aktiveeritav ATPaas. ParA–ATP moodustab dimeere, mis seonduvad ParB/parS- kompleksidele. Interaktsioon ParB-ga toob kaasa ATP hüdrolüüsi, kahest tütarplasmiidist koosneva kompleksi lagunemise ja plasmiidide lahknemise tütarrakkude vahel. Moodustunud ParA-ADP toimib autorepressorina, surudes maha iseenda (ja ParB) ekspressiooni (Joonis 80).
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			Joonis 80. Faag P1 plasmiidset segregatsiooni vahendava regiooni ehitus (A) ja selle toimimise skeem (B). ParA ja ParB on kodeerivad regioonid (ja vastavad valgud), parS on ParB valku seondav cis-aktiivne järjestus.

			 

			2.Plasmiidist sõltuvuse mehhanism, mis seisneb selles, et P1 profaag kodeerib stabiilset toksiini ja ebastabiilset antitoksiini, mis seondub pöörduvalt toksiinile ja inhibeerib seda. Raku jagunemisel sattub tütarrakkudesse nii antitoksiini kui ka toksiini molekule. Kui rakku sattus ka P1 profaagi koopia, sünteesitakse mõlemat juurde ja rakk püsib elus. Kui aga üks tütarrakkudest mingil põhjusel P1 profaagi kaasa ei saanud, ei toimu seal antitoksiini juurdesünteesi. Et algsest peremeesrakust kaasasaadud antitoksiin laguneb kaasasaadud toksiinist kiiremini, siis viimane aktiveerub ja tapab P1 profaagi mitteomava tütarraku.

			Kokkuvõtvalt võib öelda, et plasmiidi kujul püsimise hinnaks on see, et P1 profaag ekspresseerib oluliselt suuremat arvu valke, kui seda teeb lambda profaag (Joonis 79). 

			 

			Faag P1 lüütiline infektsioon ja virionide moodustamine 

			Lüütilise infektsiooni läbiviimiseks vajalikud geenid on faagi P1 genoomis grupeeritud 37 operoni; nendesse kuuluvad lüütilise DNA replikatsiooni läbiviimise, virioni moodustamise, genoomi pakkimise ja rakkude lüüsimise eest vastutavaid valke kodeerivad geenid. Lüütilised geenid jagunevad varasteks ja hilisteks ning kõiki neid transkibeerib peremeesraku RNA polümeraas. Siiski vajab hiline transkriptsioon täiendavalt ka faag P1-genoomi poolt kodeeritud aktivaatorit (valk Lpa) ja RNA polümeraasiga seonduvat rakuvalku SspA. 

			Faagil P1 on lüütilise replikatsiooni jaoks eraldi replikatsiooni alguspunkt (ori-lõik) – OriL. Ka lüütilises infektsioonis toimub bakteriofaagi DNA süntees peremehe DNA replikatsioonil osalevate valkude abil. Alguses kulgeb replikatsioon samamoodi kui lüsogeenses infektsioonis: moodustuvad kaks vastandsuundades liikuvat replikatsioonikahvlit. Sarnaselt faag lambda DNA replikatsioonile lülitatakse selline replikatsioon varsti ümber „veereva rõnga“ replikatsioonile. Ümberlülitumine toimub raku DNA rekombinatsiooni süsteemi kasutades ja selle tulemusena sünteesitakse faag P1 genoomide multimeerid – konkatemeerid. 

			Virionide moodustamine algab tühja prokapsiidi moodustamisest, sellele kinnitub pakkimiskompleks. Pakkimiskompleks tunneb ära spetsiifilise pakkimissaidi (pac), lõikab DNA ja algatab selle sisenemise kapsiidi. Pakkimine toimub headfull-mehhanismiga; kui virioni pea on DNA-ga täidetud (nagu ülal kirjeldatud, on see genoomi monomeerist tublisti pikem), toimub konkatemeeri lõikamine. Järgmise prokapsiidi täitmine ei alga enam pac-saidist, vaid kohast, kus eelmine pakkimine lõppes. Tsükkel – ühe pakkimise lõpetamine ja järgmise samast kohast alustamine – kordub. Et iga uue pakkimise alguspunkt nihkub piki genoomi umbes 17 kbp võrra edasi, tekivad tsüklilised permutatsioonid. Valminud kapsiididele liidetakse sabad ja fiibrid, virionid vabanevad rakkudest nende lüüsimise tulemusena. Faagil P1 on selleks tavaline holiin-endolüsiin-süsteem. 

			 

			Faag P1 Cre-Lox-süsteem ja selle kasutamine geenitehnoloogias

			Ülalpool on korduvalt mainitud faagi P1 Cre-lox-süsteemi, mis osaleb nii rakku sisenenud viiruse genoomi tsirkulariseerimisel kui ka plasmiidse profaagi replikatsiooniproduktide „lahtiharutamisel“. See süsteem koosneb kahest komponendist.

			1.Cre (38 kDa) on integraaside hulka kuuluv valk, mis on oma toimelt türosiini rekombinaas. Cre kasutab topoisomeraasi I tüüpi mehhanismi, viimaks läbi saidispetsiifilist rekombinatsiooni kahe sihtmärkjärjestuse (lox) vahel. Cre on aktiivne dimeerina ega vaja reaktsiooni läbiviimiseks ei abifaktoreid ega ATPst saadavat energiat.

			2.Lox (tuntud ka kui LoxP) on Cre-rekombinaasi äratundmise sait. See koosneb 34 aluspaarist – kahest 13 bp pikkusest palindroomist ja neid eraldavast 8 bp pikkusest vahealast, speisserist, mida nimetatakse ka core-järjestuseks.

			Iga Cre dimeer seondub ühte lox-saiti. Seega on kahe lox-saidi vahelise rekombinatsiooni läbiviimiseks vaja nelja Cre monomeeri, mis kokku moodustavad sünaptilise tetrameeri (Joonis 81). Reaktsiooni vaheetapina moodustab Cre-valgu aktiivsaiti kuuluv türosiini jääk kovalentse fosfodiestersideme lõigatud DNA-ahela 3’-otsaga ning vabanevad 5’-hüdroksüülrühmad, mis atakeerivad rekombinatsiooni märklauda. Fosfodiesterside lõhutakse ning moodustub Holliday struktuur. Seejärel Holliday struktuur lahutatakse järgmiste lõigetega ning protsessi lõpptulemuseks on kahe rekombinantse DNA molekuli moodustamine. Selle protsessi toimumise kohta on internetis palju häid videomaterjale, ühte sellist saab vaadata aadressil https://www.youtube.com/watch?v=zOStRhccn6M.
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			Joonis 81. Cre-lox sünaptilise tetrameeri struktuur (PDB ID 3C29). Näha on Cre-valgu dimeerid ja nendega seondunud lox-saitidele vastavad DNA lõigud.

			 

			Nagu ülal öeldud, koosneb lox-sait 34 aluspaarist. Kuigi 8 bp pikkuses vahealas (speisseris) on konserveerunud vaid 2 keskmist aluspaari, moodustavad ülejäänud 28 nukleotiidi lox-saidis ikkagi unikaalse järjestuse, mille juhusliku esinemise tõenäosus on isegi väga suures genoomis praktiliselt olematu. Sõltuvalt lox-saitide paiknemisest saab Cre-rekombinaasi abil läbi viia kolme tüüpi reaktsiooni (Joonis 82):

			-fragmendi inversiooni, kui lox-saidid paiknevad samas DNA molekulis ja on teineteise suhtes inverteeritud;

			-fragmendi väljalõikamist, kui lox-saidid paiknevad samas DNA molekulis ja on teineteise suhtes samas orientatsioonis;

			-fragmentide translokalisatsiooni, ümberpaigutamist, kui lox-saidid paiknevad erinevatel DNA molekulidel.
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			Joonis 82. Cre-lox-süsteemi kasutamine DNA fragmentide inversiooniks, väljalõikamiseks ja ümberpaigutamiseks.

			 

			Et Cre ei vaja kofaktoreid, saab ta funktsioneerida ka eukarüootsetes rakkudes. Eksisteerib ka palju võimalusi Cre-lox-süsteemi kasutamiseks. Näiteks konstrueeritakse Cre-valgu abil suure mahutavusega viirusepõhiseid geeniülekandevektoreid. Siiski on Cre-lox- süsteemi kasutamine kõige levinum transgeensete loomade tehnoloogias, sest see võimaldab soovitud geene koe- või arenguspetsiifiliselt sisse või välja lülitada. Selleks otstarbeks on loodud palju hiireliine, mis ekspresseerivad Cre rekombinaasi kas koespetsiifiliste või näiteks tetratsükliini poolt reguleeritavate promooterite abil. Ristates neid loomi hiirtega, kes kannavad loxitud geene (nii nimetatakse geene, mis sisaldavad lox-saite), võib saada erinevate fenotüüpidega järglasi. Et lox-saidid võivad hiire genoomis paikneda erinevalt, siis võib Cre poolt läbiviidaval rekombinatsioonil olla erinevaid tagajärgi. Näiteks kui lox-saidid ümbritsevad geeni samas orientatsioonis, siis see geen eemaldatakse ja tekib knock-out-fenotüüp. Kui aga samas orientatsioonis paiknevad lox-saidid ümbritsevad näiteks geeniekspressiooni blokeerivat järjestust, mis on paigutatud promooteri ja geeni kodeeriva ala vahele, siis viib Cre poolt läbiviidav rekombinatsioon geeni aktiveerimisele ja tekib knock-in-fenotüüp (Joonis 83).
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			Joonis 83. Cre-lox-süsteemi kasutamine knock-in-fenotüübi tekitamiseks. Esialgu on uuritav geen (joonisel GFP) välja lülitatud. Kui Cre eemaldab geeniekspressiooni blokeeriva järjestuse, siis käivitub uuritava geeni ekspressioon.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kuidas toimub lüsogeenses infektsioonis faag P1 genoomi replikatsioon ja püsimine rakus?

			2.Mida kujutab endast faag P1 Cre-lox-rekombinatsiooni süsteem; milline on selle tähtsus faagile ja kuidas seda saab kasutada geenitehnoloogias?

			 

		

	
		
			II.6. SUGUKOND TECTIVIRIDAE, BAKTERIOFAAG PRD1

			Andres Merits

			Sugukonda Tectiviridae (valdkond Varidnaviria, riik Bamfordvirea, hõimkond Preplasmiviricota, klass Tectiliviricetes, selts Kalamavirales) kuulub ainult kolm faagide perekonda: Alphatectivirus, kuhu kuulub kaks erisugust faagi; Betatectivirus, millest on teada neli esindajat, ja Gammatectivirus ühe tuntud esindajaga. Neid faage on suhteliselt vähe uuritud ja seetõttu pole nende kohta kuigi palju informatsiooni. Sellest on aga kahju, sest tectiviirustel on mitmeid eripärasid, mis muudavad nad seni tuntud faagide hulgas unikaalseks. Enimuuritud tectiviirus on perekonna Alphatectivirus tüüpesindaja faag PRD1 (liiginimetusega Pseudomonas virus PRD1), millel on leitud palju sarnasusi eukarüoote nakatavate adenoviirustega. Kui mitte muul põhjusel, siis viiruste mitmekesisusest (ja evolutsioonist) suurema pildi saamiseks on seda faagi vaja kindlasti lühidalt tutvustada.

			Beetatectiviirused, näiteks Bacillus virus Bam35, nakatavad gram-positiivseid baktereid. Alfatectiviirused, sealhulgas faag PRD1, nakatavad gram-negatiivseid baktereid, nagu E. coli, Salmonella ja Pseudomonas. Samas ei nakata PRD1 mitte kõiki oma potentsiaalseid peremehi, sest tegemist on plasmiidist sõltuva faagiga. PRD1 nakatab ainult neid peremehi, mis sisaldavad sobivusgruppidesse IncP, IncW või IncN kuuluvaid konjugatiivseid antibiootikumiresistentsusgeene kandvaid plasmiide. Sarnaselt inoviirustega (ptk II.2) vajab ka PRD1 raku nakatamiseks plasmiidi poolt kodeeritud retseptoreid. 

			Tectiviirustel on ikosaeedrilised virionid, millele on saadud kõrge lahutusega kristallstruktuurid (Joonis 84). Virioni läbimõõduks on 65 nm, igas ikosaeedri tipus paiknevad 20 nm pikkused ogad. Välikapsiidi karkassi (T = 25) moodustab viiruse peamine kattevalk P3. Ikosaeedri tippudes paikneb pentameerne P31-valk (penton), sellele kinnituvad P5 (trimeer) ja peamine ogavalk P2 (monomeer). Kokku moodustavad P2 ja P5 ogastruktuuri, mis, nagu on taolise ehitusega virionidele tüüpiline, toimib viiruse antiretseptorina. 

			Nii PRD1-virioni karkassi kuuluvate valkude ruumilised struktuurid kui ka karkassi ülesehitus on väga sarnased adenoviiruste (ptk II.40) virionide omaga. PRD1-virioni eristab aga kapsiidi all asuv membraan (Joonis 84). Membraani, mida tema paiknemise tõttu on siin raske ümbriseks nimetada, kuulub ligi 30 000 lipiidimolekuli, mis kokku moodustavad virioni massist ligikaudu 15%. Kokku on PRD1-virionist leitud 18 erisugust viirusekodeeritud valku, millest ligi pooled on seotud membraaniga.
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			Joonis 84. Tectiviiruse (PRD1) virioni ruumiline struktuur (PDB ID:1W8X) (A) ja virioni ehituse skeem (B).

			 

			Faagi PRD1 genoomiks on lineaarne dsDNA pikkusega veidi alla 15 kbp. Genoomi peamised eripärad on järgmised.

			-110 nukleotiidi pikkused inverteeritud terminaalsed korduvjärjestused (ingl inverted terminal repeats, ITR)

			-Kovalentselt mõlema DNA- ahela 5’-otsa seotud terminaalse valgu olemasolu. Terminaalse valgu ja DNA vahel on türosiinijäägi hüdroksüülgrupi ja genoomi 5’-nukelotiidi fosfaatrühma poolt moodustatud fosfodiesterside. 

			Ka nende omaduste poolest meenutab faag PRD1 adenoviirust. 

			Faagi PRD1 genoomis on üle 30 lugemisraami, mis valdavalt paiknevad ühes dsDNA- ahelas ja on orienteeritud vasakult paremale. Teises DNA-ahelas (kulgevad paremalt vasakule) on vähemalt kaks lugemisraami (Joonis 85). Faagi PRD1 geenid on grupeeritud operonidesse, mis võimaldab nende koordineeritud ekspressiooni. Teada on kaks varast ja kolm hilist promooterit.
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			Joonis 85. Faagi PRD1 genoomi ehituse skeem. ITR – inverteeritud terminaalne korduvjärjestus. Varased promooterid on tähistatud jämedate, hilised peente nooltega. Katkendjoontega nooled näitavad tuntud funktsioonidega geenide asukohti. Nooled kahe genoomi paremas otsas paikneva geeni sees tähistavad nende geenide transkriptsiooni suunda (kõik ülejäänud geenid on orienteeritud vasakult paremale).

			 

			Faag PRD1 on lüütiline viirus ja tema infektsioonitsükkel kestab ligikaudu 60 minutit. Retseptoriks on Mpf- (ingl mating pair formation) kompleks, mille koostisesse kuuluvaid valke kodeerivad ülalmainitud IncPgruppi kuuluvad plasmiidid. Antiretseptoriteks on virioni tippudes paiknevad ogastruktuurid, täpsemalt nendesse kuuluv P2valk. Rakku siseneb viiruse genoom, tühi kapsiid kinnitub raku pinnale. DNA sisenemine rakku toimub nelja etapina. Selles protsessis osalevad mitmed bakteriofaagi kodeeritud valgud:

			-esmalt läbitakse peremehe välismembraan;

			-sellele järgneb peptidoglükaankihi lokaalne lagundamine virionis paikneva ensüümi poolt;

			-järgnevalt leiab aset sisemembaani läbimine; 

			-genoomi sisenemise lõpetab viiruse DNA vabanemine tsütoplasmasse.

			PDR1-geenide transkriptsiooni viib läbi raku RNA polümeraas. Nagu dsDNAgenoomsetel viirustel ikka, on ka PRD1 geeniekspressioon reguleeritud: algul sünteesitakse varased valgud, hiliste valkude (suures enamuses virioni valgud) süntees aktiveerub 15 minutit pärast infektsiooni algust. Erinevalt paljudest teistest lüütilistest bakteriofaagidest ei põhjusta PDR1infektsioon peremehe valgusünteesi üldist mahasurumist. Osa raku valkude, nagu stressivalgud ja šaperonid, sünteesi faag PDR1 isegi aktiveerib. 

			DNA replikatsiooni alguspunktidena (ori-lõikudena) toimivad ITR-id ja praimeriks on viiruse terminaalne valk TP (tuntud ka kui valk P8). Praimerile lisab esimese nukleotiidijäägi viiruse DNA polümeraas; sarnaselt adenoviirustega ei toimu see genoomi otsas, vaid genoomi otsast lugedes neljanda nukleotiidi kohal. TP koos tema külge sünteesitud kolmest nukleotiidist koosneva DNA-lõiguga paigutub seejärel genoomi otsa. DNA sünteesi elongatsiooni viib läbi viiruse DNA polümeraas, mida abistavad kaks viiruse kodeeritud ssDNA-d seondavat valku. DNA süntees on semikonservatiivne. Väljatõrjutud ssDNA ahel moodustab tänu ITR-idele uue ori-lõigu, millel toimub uus praimimine ja komplementaarse ahela süntees. Seega sarnaneb PRD1-genoomi replikatsioonimehhanism väga adenoviiruste genoomi replikatsioonimehhanismiga (ptk II.40).

			Virionid pannakse kokku tühjade kapsiidide moodustumise ja genoomide pakkimise teel. See on keeruline protsess, milles on oluline koht virioni sisemembraani moodustumisel. Partikli moodustamisel osavad peale struktuurivalkude ka muud viiruse poolt kodeeritud valgud. Vajalik on ka peremehe šaperonvalkude osalus. Membraan, milles paiknevad viiruse membraanivalgud, paigutatakse tühja kapsiidi enne DNA sisenemist. DNA siseneb kapsiidi ühe kindla kapsiiditipu kaudu, millele kinnitub pakkimiskompleks. Peamine pakkimisvalk on P9, veel osalevad vähemalt kolm abivalku. 

			Ka rakkude lüüsimise süsteem on keeruline. Faagi PRD1-valgud mõõdavad rakkude metaboolset seisundit (ATP taset) ja lüüs käivitub, kui rakkude metaboolne aktiivsus langeb. Otseselt vastutab rakkude lüüsimise eest viiruse kodeeritud endolüsiin (P15-valk) – holiin (P35-valk) süsteem. Sarnaselt teiste dsDNA bakteriofaagidega on ka faagi PRD1- holiinid valgud, mis tekitavad raku sisemembraanis poore ja võimaldavad peptidoglükaani lagundaval ensüümil (endolüsiin) juurdepääsu rakukestas asuvale peptidoglükaanikihile. Bakteriraku välismembraani lagundamiseks kodeerib PRD1 veel kahte lüüsivalku (P36 ja P37), mis on faag lambda Rz/Rz1-valkude funktsionaalsed analoogid. 

		

	
		
			II.7. ARHEDE VIIRUSED

			Aare Abroi

			Kokkuvõte

			Arusaadavatel põhjustel leidub arhede (ürgide) viiruseid kohtades, kus on levinud nende peremehed. Sageli on tegemist ekstreemsete keskkondade, ookeanide süvakihtide ja setetega. Et sellistes tingimustes kasvavaid arhesid on raske kultiveerida, on ka nende viiruseid, võrreldes bakterite ja eukarüootide viirustega, vähe uuritud. Enamiku seni tuntud arheviiruste kohta käiv informatsioon piirdub genoomijärjestuse ja virioni morfoloogiaga. Informatsiooni nende paljunemise protsessi ja molekulaarbioloogia kohta on väga vähe. Kõikidel seni tuntud arheviirustel on DNA-genoomid (suures enamuses on dsDNA-genoomid). Osa selliseid viiruseid kuulub sugukondadesse, kus leidub ka baktereid nakatavaid viiruseid; selliste arheviiruste virionide morfoloogia sarnaneb vastavate bakteriofaagide omaga. 2018. aasta seisuga oli teada 12 viiruste sugukonda, kuhu kuuluvad viirused nakatavad vaid arhesid. Nende hulgas on nii lüütilisi, kroonilist infektsiooni tekitavaid kui ka mõõdukaid viiruseid. Virionide morfoloogia on arheviirustel väga mitmekesine, enamiku (või paljude) sugukondade puhul unikaalne. Et arhed kasvavad sageli ekstreemsetes tingimustes, on arhede viiruste virionid enamasti väga stabiilsed, taludes hästi näiteks kõrget temperatuuri.

			 

			Arhede levik ja omapärad

			Arhed, mida mõnikord eesti keeles nimetatakse ka ürgideks, on prokarüoodid ehk ilma tuumata rakud. Seisukoha, et arhed on eubakteritest ja eukarüootidest eraldi seisev ja samaväärne superriik, esitas 1977. aastal Carl Woese ja on nüüdseks üldtunnustatud. Esmalt kirjeldati arhesid kui tavamõistes ekstreemsetes keskkonnatingimustes elavaid organisme. Inimese seisukohast vaadatuna on tõesti tegemist imelikes tingimustes elavate organismidega, kuid see-eest ja sellele vaatamata on arhed globaalselt biosfääri väga oluline osa. Hinnanguliselt moodustavad arhed kokku ligikaudu 20% kogu maakera biomassist. Arvatakse, et arhed domineerivad keskkondades, kus valitseb krooniline energeetiline stress. Neile meeldib kõrge temperatuur, soolasus, happelisus jne nii eraldi võetuna kui ka kõikides kombinatsioonides. Enamik meie praeguseid teadmisi arhedest ja nende viirustest on pärit kultiveeritavatest arhedest, mis ongi enamasti isoleeritud ekstreemsetest keskkonnatingimustest. Hiljem on arhesid leitud pea igast biotoobist, sealhulgas inimese mikrobioomist. Paljudes anaeroobsetes biotoopides on arhed rohkelt esindatud. Nad arvatakse olevat ookeanide setete sügavamate kihtide peamised asukad ning sealse aineringe väga oluline komponent. Meresetetes elunevate rakkude arvu ja seal paikneva süsiniku hulka hinnatakse võrreldavaks kogu ookeanis ja kogu maakera mullas leiduvaga. Ookeanides ühest kilomeetrist sügavamal (70% ookeanide ruumalast on sügavamal kui 1 km) domineerivad arhed bakterite üle. Paraku ei ole ookeanides elunevad arhed, mis moodustavad arhede biomassi peamise osa, hetkel veel kultiveeritavad ning on ka molekulaarselt iseloomustamata. Arhede taksonoomias on seni (2019. a) kirjeldatud nelja hõimkonda (Eury-, Cren-, Nano- ja Thaumarchaeota), kuid süstemaatikaga tegelevate teadlaste töölaual oli lausa 17 ettepanekut uute hõimkondade moodustamiseks. 

			Viiruste molekulaarbioloogilised omadused on alati seotud nende peremeeste omadustega. Seetõttu on oluline meelde tuletada, et erinevalt eubakteritest puudub arhedel tavaliselt peptidoglükaankest. Selle asemel on neil parakristallilisest valgulisest kihist moodustunud S-kiht (ingl proteinaqeous S-layer), mis on ankurdatud raku membraani. Erinevalt eubakterite peptidoglükaanist, mille koostis on erinevatel bakteritel suhteliselt sarnane, on arhede S-kiht märkimisväärselt mitmekesine. Ka arhede membraan on eripärane, koosnedes eetersidemega lipiididest, samal ajal kui eubakterite ja eukarüootide membraan koosneb estersidemega lipiididest.

			 

			Arhede viiruste avastamine ja mitmekesisus

			ICTV-poolse tunnustamise saanud viiruseid on seni (2019. a) leitud vaid Cren- ja Euryarchaeota esindajatel. Teistel rühmadel pole neid ka eriti uuritud; samas pole mingit põhjust arvata, et neil viiruseid ei leiduks. 

			Paradoksaalsel kombel avastati esimesed arhede viirused veel enne, kui arhesid endid eraldi jaotusena tunnustati/kirjeldati. Juba 1970-ndate alguses raporteeriti Halobacterium’i halofiilsetel liikidel (liigid mis armastavad soolast keskkonda) pea ja sabaga virione omavate faagide olemasolust. Pärast Archaea tunnustamist eraldi taksonina klassifitseeriti nende hulka ka Halobacterium. Esimene molekulaarselt iseloomustatud (või eraldatud) arheviirus oli ϕH (algse nimega faag ϕH, loe ’fii H’; liiginimetusega Halobacterium virus phiH), mis nakatab arhet Halobacterium salinarum. ϕH on nüüdseks klassifitseeritud perekonda Myohalovirus, mis kuulub sugukonda Myoviridae seltsis Caudovirales ja millel on nagu ka teistel sellesse seltsi kuuluvatel viirustel, tüüpilised pea ja sabaga virionid (Joonis 86). Tegemist on mõõduka viirusega. Infektsiooni lüsogeenses faasis paikneb proviiruse DNA rakus umbes 57 kbp pikkuse plasmiidi kujul, seega kaunis sarnaselt faag P1 proviirusega (ptk II.5). Seega ei olnud selles viiruses, mis hiljem osutus esimeseks arheviiruseks, tema avastamise ajal midagi iseäraliku. Isegi ϕH osutumine arheviiruseks ei olnud mingil kombel kummaline: esmane bakteriofaagide ja arheviiruste sarnasus tundus olevat igati kooskõlas nende peremeeste morfoloogilise sarnasusega. Kuid nagu näitas edaspidine arheviiruste iseloomustamine, on käesolevaks ajaks teadaolev olukord hoopis teistsugune (Joonis 87).

			 

			[image: ]

			Joonis 86. Esimese iseloomustatud arheviiruse, Halobacterium salinarum’it nakatava arheviiruse ϕH virion. A. Virioni elektronmikroskoopia pilt (skaalajoon 50 nm). B. Virioni skemaatiline ehitus.
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			Joonis 87. Arheviiruste morfotüüpide mitmekesisus võrreldes bakteriofaagidega. Joonisel on näidatud prokarüoote nakatavate viiruste morfotüübid. Vasakus tulbas asuvad baktereid nakatavad viirused ja paremas tulbas arhesid nakatavad viirused. Keskel musta joonega ümbritsetuna on näidatud viiruste sugukonnad, mille mõned esindajad nakatavad ainult baktereid ja mõned vaid arhesid. Seni ei ole teada veel ühtegi viiruse liiki, mis nakataks nii baktereid kui arhesid. Pleolipoviridae esindajad nakatavad vaid arhesid, kuid sellesse sugukonda kuulub nii dsDNA- kui ssDNA-viiruseid. 

			 

			Enamik teadmisi arhede viirustest on tekkinud pisut teistmoodi kui meie valdavad teadmised bakterite ja eukarüootide viirustest. Nagu ka õpiku sissejuhatuses ja peatükis I.9 märgitud, on kuni viimase ajani enamasti kirjeldatud ja iseloomustatud peremeesorganismil selget fenotüüpset tunnust tekitavaid viiruseid. Arhede viiruste korral on lood aga teistsugused. 

			Väga paljud klassikalised molekulaarbioloogilised tööriistad on viiruslikku päritolu. Esimesed suunatud arheviiruste otsingud olidki ajendatud bakteriofaagidest kui tööriistadest bakterite uurimisel. Samasuguseid tööriistu soovisid oma kasutusse ka arhede uurijad. Kuumad happelised allikad olid (ja on) hea koht arhede puhaskultuuri saamiseks – see tähendab, et on võimalik eraldada üks liik ja seda kultiveerida. Selgus, et arhede viiruste levik on globaalne. Vaatamata spetsiifilisele elukeskkonnale on sama viiruse partiklid, mis pärinevad maailma eri otstest, sarnased. Samas erinevad individuaalsed arheviirused sarnasest keskkonnast/korjekohast pärinevatest teistest viiruste liikidest. Paraku ei töötanud klassikalised viroloogilised meetodid, nagu lüüsilaikude meetod ja kultuuri optilise tiheduse mõõtmisel põhinev sõeltest, esimestes arhede (täpsemalt crenarhede) puhaskultuurides kuigi hästi. Teadlased muidugi ei jätnud oma jonni ning kasutasid sõeltestiks elektronmikroskoopiat. Arhede puhaskultuure nakatati peremehega sarnasest keskkonnast võetud ja viiruste suhtes rikastatud proovide lahjendustega ning uuriti tekkivaid osakesi. Tõsi küll, elektronmikroskoop detekteerib kõiki viirusesarnaseid osakesi (sealhulgas VLP-sid – viirust meenutavad osalesed, ingl virus-like particles). Selleks, et teada saada, millised neist osakestest on tõelised viirused, on vaja kasutada täiendavaid meetodeid. See on väga oluline, sest kaugeltki mitte kõik keskkonnaproovist eraldatud VLP-d ei ole viirused. Olgu siinkohal toodud näiteks Thermotoga maritima enkapsuliini ja Acidianus hospitalis’e tetrathionaathüdrolaasi sisaldavad partiklid. Sellise käsitluse tulemuseks on see, et enamasti ongi hästi kirjeldatud elektronmikroskoopia ja muude meetoditega arheviiruse virion ning tänu NGS kasutamisele ka nende genoom; samas on nende funktsionaalsusest väga vähe teada. Teisisõnu: arheviiruste puhul on enamasti tegemist pigem partiklite ja genoomide kirjeldamisega, mitte nende kui funktsionaalsete üksuste iseloomustamisega. Viirusvalkude annotatsioonid on arheviirustel kas bioinformaatikapõhised (ilma eksperimentaalse tõestuseta) või puuduvad hoopis, sest väga paljudele geeniproduktidele ei suudeta bioinformaatiliste meetoditega leida homolooge ega ennustada funktsiooni. Vaid üksikutel juhtudel õnnestub funktsiooni ennustada rohkem kui kolmandikule arheviiruse geenidest; enamasti jääb ennustatud funktsiooniga geenide osa alla ühe viiendiku. Näiteks kaheksale arheviiruste sugukonnale (Clavaviridae, Tristromaviridae, Portogloboviridae, Globuloviridae, Spiraviridae, Turriviridae, Sphaerolipoviridae ja Lipothrixviridae) ei suudeta ennustada ühtegi replikatsioonivalku ning seega puudub ka usaldusväärne ennustus nende viiruste genoomide replikatsioonimehhanismide kohta. 

			 

			Arheviiruste mitmekesisus

			Nagu ülal mainitud, kuulub esimene avastatud arheviirus, ϕH, perekonda Myohalovirus, mis kuulub Myoviridae sugukonda seltsis Caudovirales. Ka mõned teised arhesid nakatavad viirused kuuluvad samadesse sugukondadesse kui eubaktereid nakatavad faagid. Näiteks nakatavad kaks sugukonda Sphaerolipoviridae kuuluvat viiruste perekonda arhesid, samal ajal kui kolmanda perekonna esindajad nakatavad termofiilseid eubaktereid. Seltsi Caudovirales kuuluvaid arheviiruseid on seni isoleeritud eranditult eurarheotadest. Siphoviridae sugukonnast leiame kümmekond arheviirust, neist ühel (Methanobacterium virus psiM1) on ka oma perekond: Psimunavirus. Kõigi sugukonda Siphoviridae kuuluvate arheviiruste peremeesteks on halofiilid, välja arvatud ülal nimetatud Methanobacterium virus psiM1, mille peremeheks on Methanothermobacter marburgensis. Sugukonnas Podoviridae on teada vaid üks arhesid (halofiili) nakatav viirus ja seegi ilma perekonnata. Et valdav enamik seltsi Caudovirales esindajaid nakatab baktereid, tekitab see küsimuse, kas arhesid nakatavate esindajate puhul on tegemist peremehe vahetusega või nakatasid nende viiruste kauged eellased juba bakterite ja arhede ühiseid eellasi. Samuti ei saa välistada, et tegemist on lihtsalt praeguse toorevõitu klassifitseerimise ja taksonoomia iseärasustega.

			Käesolevaks ajaks on kirjeldatud 12 viiruste sugukonda, mille kõik senituntud esindajad nakatavad ainult arhesid. Kõik need on DNA-genoomiga viirused; valdavalt on kirjeldatud kaheahelalise DNA-genoomiga, harvem üheahelalise DNA-genoomiga arheviiruseid. Hüpertermofiilset ja aeroobset Acidianus pernix’it nakatavad Spiraviridae esindajad on seejuures suurimad teadaolevad ssDNA-genoomiga viirused. Nende genoomi pikkus on ligikaudu 25 000 nukleotiidi, samas kui bakteriofaagide ja eukarüootide ssDNA-viiruste genoomid on üle kahe korra lühemad. Arheviirustel on nii lineaarseid kui ka rõngakujulisi DNA genoome. Nagu eubakteritel on ka arhedel lüütilisi viiruseid. Näiteks on kõik seltsi Caudovirales kuuluvad arheviirused ja kolme Crenarheota’sse kuuluvaid peremehi nakatavatesse viiruste sugukondadesse (Tristroma-, Gutta- ja Turriviridae) kuuluvad viirused võimelised oma peremehi lüüsima. Nii nendes viiruste gruppides kui ka muudes sugukondades leidub aga ka mõõdukaid viiruseid, mis tekitavad kestva lüsogeense infektsiooni ehk siis viiruse genoom püsib nii kaua arhe rakus, kuni mingi keskkonnatingimus indutseerib genoomi replikatsiooni, virionide tekke ja rakust vabanemise. Lisaks sellele leidub ka arvukalt mittelüütilisi viiruseid, mille puhul peremehe lüüsi ei ole täheldatud. Seetõttu ei ole termini faag (phage – kr õgija) kasutamine arhede viiruste kohta paljudel juhtudel põhjendatud. 

			Nagu viiruste puhul üldse, nii on ka arheviiruste puhul sageli raske aru saada, mis on viirus ja mis on mobiilne DNA-element. Nii on erinevused arheviiruste ja plasmiidide vahel sageli veelgi ebamäärasemad kui bakteriofaagide ja plasmiidide puhul. Nii mõnigi arheviirus on algul kirjeldatud plasmiidina ning alles hiljem on leitud, et tegelikult on tegemist viirusega: kas siis on vastavad virionid eraldatud keskkonnast või on leitud tingimused, mis indutseerivad virionide moodustamist. Huvitaval kombel ei püsi Crenarchaeota’de viirustel viirus ja konjugatiivne plasmiid enamasti samas rakus. Seega esineb neil midagi plasmiidide mittesobivusmehhanismilaadset. 

			Vaatamata arheviiruste suurtele erinevustele, on neil ka sarnaseid omadusi. Rudi- ja clava-viiruste kapsiidivalgud on glükosüülitud. Fusello-, Gutta- ja Bicaudaviridae esindajad on mõõdukad viirused, mille DNA integreerub viiruse poolt kodeeritud integraasi abil raku genoomi, kusjuures integratsioon katkestab viiruse integraasi geeni (integratsiooni sait asub integraasi geeni sees). Rudi- ja Globuloviridae genoomide ITR-ide lõpud on sarnaselt poksviiruste omadega kovalentselt suletud/seotud. Lineaarse genoomiga arheviirused kaitsevad sarnaselt adeno- ja tectiviirustega oma DNA otsi ka kovalentselt seotud valkudega. Enamike mittelüütiliste arheviiruste virione küpseb samal ajal rakumembraani läbimisega. Seltsi Caudovirales kuuluvad arheviirused nakatavad hüperhalofiile ja metanogeene, kuid mitte hüpertermofiilseid eurarhesid. Sulfolobus turreted icosahedral virus 1 (STIV1, sugukond Turriviridae) ja Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV2, sugukond Rudiviridae) moodustavad viiruslikest valkudest „püramiide“, mis tõrjuvad membraaniga seotud S-kihi valgud nendest regioonidest eemale. „Püramiide“ kasutavad need viirused rakust väljumiseks; selle käigus tekivad raku seina küll augud, kuid sellele vaatamata rakk ei lüüsu. Sellised rakkude jäänused on eluvõimetud („varjud“, ingl ghosts), kuid visuaalselt elusate rakkude sarnased. Seetõttu ei vähene viiruse väljumise käigus rakukultuuri optiline tihedus. 

			Nimekiri omadustest, mille poolest arhede viirused üksteisest erinevad, tuleb sarnasuste nimekirjast kindlasti oluliselt pikem. Alustada võib genoomide mõõtmetest (Joonis 88). Suurim seni teada arheviiruse genoom on 144 kbp pikkune (haloviirus HGTV-1) mis jääb küll ilmselgelt alla eukarüootide hiidviirustele (ptk II.44) ja on väiksem kui suurim bakteriofaagide (500 kb) genoom. Lühimad tuntud arheviiruste genoomid on aga vaid 5,2 kb pikkused (Aeropyrum Pernix bacilliform virus 1, APBV1) ehk siis umbes sama pikad kui lühimad eukarüootide dsDNA viiruste (sugukond Polyomaviridae) genoomid. Rudiviirus Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV2) ja Lipothrixvirus AFV1 virionides asuv DNA on A-vormis, mida rakulistes organismides pole täheldatud (rakkudes on DNA B-vormis). See omapära on seletatav asjaoluga, et üldiselt omandab DNA A-vormi veevabas keskkonnas ning ka antud viiruste virionides on DNA pakitud nii, et see ei ole keskkonnale, sealhulgas veele, eksponeeritud. 
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			Joonis 88. Erinevate arheviiruste genoomide pikkuse jaotus ning virionide morfotüübid. Genoomide pikkused on esitatud karp-vurrud-diagrammi kujul. Joon kasti sees näitab aritmeetilise keskmise asukohta, karp näitab keskmise 50% väärtuste asukohta, s.t et karbist välja nii üles- kui allapoole jääb 25% väärtustest ning vurrud näitavad minimaalset ja maksimaalset väärtust. Joonise tegemisel kasutatud viirusgenoomide arv n on toodud iga sugukonna kohta. Arhede virosfääri kosmopoliitne ja arhede spetsiifiline osa on värvitud erisuguse taustavärviga. Peremeeste ja morfotüübi järgi kosmopoliitsed viirused on tähistatud tumehallide toonidega, ainult morfotüübi järgi kosmopoliitne Turriviridae helehalli tooniga. Joonise alus: Mart Krupovic, Virginija Cvirkaite-Krupovic, Jaime Iranzo, David Prangishvili, Eugene V. Koonin, Viruses of archaea: Structural, functional, environmental and evolutionary genomics, Virus Research, 244, 2018, p. 181–193, https://doi.org/10.1016/j.virusres.2017.11.025.

			 

			Arheviirustel on morfotüübid, mida bakteriofaagidel ja eukarüootide viirustel pole veel kirjeldatud (Joonis 87). On selge, et nende virionide morfoloogia on oluliselt mitmekesisem kui bakteriofaagidel ja see vahe suureneb. Kui viimase 50 aastaga ei ole bakteriofaagidel uusi virionide morfotüüpe avastatud, siis arheviiruste korral tuleb vähemalt esialgu uusi morfotüüpe pidevalt juurde. Vaid ühel arhede spetsiifilisel viiruste sugukonnal (Turriviridae) on ka muude viiruste puhul väga laialt levinud ikosaeedriline kapsiid; ülejäänud sugukondadesse kuuluvate arheviiruste virionid on sageli väga omapärase ja ebatavalise kujuga (Joonis 87). Peamisi arheviiruste sugukondi on lühidalt kirjeldatud alljärgnevates alapeatükkides.

			 

			Sugukond Spiraviridae 

			Sugukonna nimetus tuleneb kreekakeelsest sõnast speira (keerutatud nöör); 2020. a kehtiva süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Tegemist on seni ainsa arhesid nakatava viiruste sugukonnaga, mis praegustel andmetel kuulub täielikult ssDNA-genoomiga viiruste hulka. Tulevikus ei pruugi see siiski nii jääda. Sugukonda kuulub praegu vaid üks perekond (Alphaspiravirus), milles on praegu teada ainult üks esindaja: Aeropyrum coil-shaped virus (ACV). ACV peremeheks on aeroobne hüpertermofiil Aeropyrum pernix (hõimkond Creanarchaeota).

			Nii ACV-virioni morfoloogia kui ka tema genoomi struktuur erinevad oluliselt teiste viiruste omadest. Virion on ümbriseta ja filamentse ehitusega (valguga kaetud DNA), mis moodustab omakorda heeliksi (Joonis 89). ssDNA genoom on rõngakujuline ja ssDNA kohta erakordselt pikk – 24900 nukleotiidi. Partiklisse pakitud genoomis, milleks on positiivne DNA-ahel, on ennustatud 57 ORF-i, mis ühe erandiga paiknevad kõik samas orientatsioonis. Nagu juba eespool mainitud, ületab ACV ssDNA-genoom nii oma pikkuse kui ka geenide arvu poolest seni teada olevate bakterite ja eükarüootide ssDNA-viiruste genoome üle kahe korra. 
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			Joonis 89. Aeropyrum coil-shaped virus’e (ACV) virioni ülesehitus ja ACV rõngakujulise nukleoproteiini organiseerituse (korraldatuse) tasemed. A) rõngakujuline nukleokapsiid kujutab endast valkudega kaetud ssDNA-d; B) rõngakujulise nukleoproteiini kaks poolt põimuvad (keerduvad) teineteise ümber, moodustades filamendi; C) filament omakorda kondenseerub virioni moodustavaks heeliksiks, mis näeb välja, nagu oleks keskmisel skeemil kujutatud filament keerutatud ümber silindri. Virioni keskosas paikneb õõnsus ja virioni mõlemas otsas on valgulist päritolu jätke. 

			 

			Sugukonnad Rudiviridae ja Lipothrixviridae 

			Sugukonnad Rudiviridae ja Lipothrixviridae kuuluvad seltsi Ligamenvirales, mis ise praegu (2020. a) kõrgematesse taksonitesse ei kuulu. Sugukonna Rudiviridae nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast rudis (’väike kepp, segamispulk, spaatel’). Õpiku kirjutamise ajal (2020. a) kuulus sugukonda üks perekond (Rudivirus) kolme viiruste liigiga; tuntuim esindaja on Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV2). Nagu ütleb sugukonna nimi, on nende viiruste virionid kepikesekujulised; virionide läbimõõt on 23 nm ja pikkus 400–600 nm (Joonis 90). Virioni pikkus on proportsionaalne viiruse lineaarse dsDNA-genoomi suurusega (24–36 kbp). Virion, mis on välimuselt toru-sarnane superheeliks, on moodustunud dsDNA-st ja sellele seondunud peamisest struktuurivalgust. Partikli mõlemas otsas on korgistruktuur, millele kinnituvad kolm fiibrit. Nende fiibrite abil seondub virion kiiresti (mõne minuti jooksul) peremeesraku retseptorile, milleks on piilid. Rudiviiruste peremeesteks on vulkaanilistes allikates elunevad ebaregulaarse kujuga ja flagellaarne Sulfolobus islandicus, Acidianus pozzuoliensis ja Stygiolobus azoricus, mis kõik kolm kuuluvad hõimkonda Crenarchaeota ja seltsi Sulfolobus. Kõik peremehed on termo- ja atsidofiilid ja nende kasvukeskkonna ekstreemsed tingimused kajastuvad ka rudiviiruste virionide omadustes: rudiviiruste partiklid on ekstreemsete olude suhtes väga resistentsed. Näiteks säilitavad nad oma aktiivsuse, kui neid töödelda 6-molaarse uureaga või etanooliga. Virionis asuv DNA on A-vormis ning kaetud valguga nii, et DNA ei ole keskkonnale eksponeeritud (meenutagem, et DNA-ahelas oleva fosfodiestersideme lõhkumine algab, kui vee molekul atakeerib fosforit).
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			Joonis 90. Rudiviridae virionide ehitus. A) Vasakul elektronmikrograaf Stygiolobus rod-shaped virus virionist, skaalajoon 100 nm. Parempoolsel pildil sama viiruse elektrontomograafiline kujutis, skaalajoon 20 nm. Virioni otsas paiknevate fiibrite kinnituskohad on näidatud noolekesega. Joonis pärineb https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/dsdna-viruses-2011/w/dsdna_viruses/132/rudiviridae-figures. B) Virioni ehituse skeem. 

			 

			Sugukonda Lipothrixviridae kuulub kolm perekonda Alpha, Beta-, Gamma- ja Deltalipothrixvirus kokku üheteistkümne seni teadaoleva viiruseliigiga. Lipothrixviridae esindajate virionideks on painduvad filamendid, mille pikkus varieerub 410-st kuni 2200 nm-ni ning diameeter on vahemikus 24–38 nm. Virionil on ümbris, mille koosseisu kuuluvad viiruslikud valgud ja peremeesrakust pärinevad lipiidid. Virionide otstes asuvad spetsiifilised struktuurid, mis perekonniti erinevad; need struktuurid vastutavad peremeesrakuga seondumise eest (Joonis 91A, B). Acidianus filamentous virus 1 (AFV1) virionil on ümbrise paksus 2,0–2,5 nm, mis on ligikaudu pool arhede membraani paksusest. Ümbrises puudub arhede membraanides tavapärane tsüklopentaan, ümbrise peamiseks koostisosaks on hoopis glütserool-dibifütanüül-glütserool-tetraeeter. Oletatakse, et see molekul moodustab U-kujulise konformatsiooni abil ebatavaliselt väikese paksusega membraane (Joonis 91C). Genoomiks on lineaarse dsDNA molekul, mis virionides on A-vormis. Genoomi pikkus eri perekondades varieerub suurel määral (20–56 kbp). Kõik selle sugukonna esindajad nakatavad ekstreemsetes tingimustes kasvavaid arhesid: beetalipothrixviirused hüpertermofiilsete perekondade Sulfolobus ja Acidianus esindajaid ning gamma- ja deltalipothrixviirused perekonna Acidianus esindajaid. Gammalipothrixviiruste virionid seonduvad peremeesraku piilile, samas deltalipothrixviiruste peremeestel piilid puuduvad ning virionid seonduvad otse raku pinnale. Virionide vabanemisega ei kaasne rakkude lüüsi.
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			Joonis 91. Lipothrixviiruste virionide ning virioni koostisosade ehitus. A) Negatiivne elektron--kontrastmikrograaf gammalipothrixviirusest Acidianus filamentous virus 1 (AFV1). Skaalajoon 100 nm. Joonis pärineb: Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni skeem. C) AFV1membraani peamise lipiidi struktuur ja oletatav konformatsioon membraanis (skemaatiliselt).

			 

			Sugukond Clavaviridae

			Sugukonna nimi tuleneb ladinakeelsest sõnast clava (’kaigas, malakas; pulk’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonda kuulub (2020. a seisuga) üks perekond – Clavavirus, millel on seni kirjeldatud ainult üks esindaja – Aeropyrum pernix bacilliform virus 1 (APBV1). 

			APBV1-virioni morfoloogial ja genoomil on võrreldes teiste viirustega mitmeid iseärasusi. Virionid on ümbriseta, jäigad batsillikujulised osakesed mõõtmetega 140 × 20 nm. Erinevalt teiste viiruste (nt luste mosaiigiviirus, BMV, ptk II.15) batsillikujulistest virionidest on APBV1-virioni üks ots teravnev ja teine ümaram; seega meenutab virion teritatud pliiatsit, millel on teises otsas on pisut pruugitud kustukumm (Joonis 92). Põhiline kapsiidivalk (ingl major core protein, MCP) moodustab genoomi ümber spiraalse sümmeetriaga torusarnase moodustise. Tõenäoliselt paikneb dsDNA mööda toru sisekülge (Joonis 92C). Seega meenutab APBV1 dsDNA-genoomiga virion mõnevõrra ssRNAgenoomiga tubakamosaiigiviiruse (TMV) partiklit (Joonis 2). Virioni kuuluv MCP on glükosüülitud. Virion laguneb 0,1%-lises SDS-s, kuid jääb infektsioonilisteks ka pärast 5-minutilist töötlemist 70% piiritusega temperatuuril 37 °C. Infektsioonilisus ei kao ka 3-tunnise inkubeerimisega temperatuuril 100 °C; virionid inaktiveeruvad alles temperatuuril 120 °C.

			Clavaviirused on seni teadaolevatest arheviirustest lühima genoomiga. Genoomiks on relakseerunud dsDNA rõngasmolekul pikkusega ligikaudu 5 kbp. Siiski sisaldab genoom ennustuste kohaselt 14 geeni. Võrdluseks: sama suurtel selgroogseid nakatavatel polüoomiviirustel on üldjuhul 4–6 geeni (ptk II.38). Kõik lugemisraamid paiknevad ühes ahelas. Infektsiooniga Aeropyrum pernix’i puhaskultuuris ei kaasne, vaatamata virionide tootmisele, peremeesraku lüüsimist ega isegi rakkude kasvupeetust. Integratsiooni peremeesraku kromosoomi ei toimu. 

			 

			[image: ]

			Joonis 92. Clavaviridae esindaja Aeropyrum pernix bacilliform virus 1 (APBV1) virioni struktuur. A) APBV1 virionid krüoelektronmikroskoobis ning vastava 3D-rekonstruktsiooni vaade küljelt ning ristlõikelt. Skaalajoon 20 nm. Viis VP1-monomeeri (iga viies monomeer on sama värvi) moodustavad peaaegu täisringi. B) virioni skeem, mis põhineb väikese lahutusvõimega elektronmikroskoopia andmetel. C) Virioni otste erinevad peenstruktuurid ning genoomse DNA (roheline) paiknemine MCP (sinine) torukujulises struktuuris. Joonise paneelid A ja C pärinevad Ptchelkine et al., 2017, Nature Communications, https://doi.org/10.1038/s41467-017-01668-0.

			 

			Sugukond Tristromaviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb kreekakeelsetest sõnadest tria (’kolm’) ning stroma (’kiht’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonda kuulub (2020. a seisuga) üks perekond (Alphatristromavirus) kahe esindajaga: Pyrobaculum filamentous virus 1 (PFV1) ja Thermoproteus tenax virus 1 (TTV1). Peremeesteks on vastavalt perekonna Pyrobaculum esindajad ja hüpertermofiilne arhe Thermoproteus tenax, mis mõlemad kuuluvad Creanarheota’de hulka. 

			Virionid on ümbrisega, pulgakujulised ja mõõtmetega 400 nm × 32 nm. Spiraalset nukleokapsiidi ümbritseb valguline „varjestus“ (ingl sheath), mis meenutab mõneti eukarüootsete viiruste maatriksvalku (Joonisel 93 tähistatud kui VP3); varjestust ümbritseb omakorda membraan. Seega meenutab virioni arhitektuur Filoviridae (negatiivse polaarsusega RNA genoomsed viirused, ptk II.28) virione, mis tähendab, et ka Tristromaviridae esindajatel on nukleokapsiid, maatriksvalgusarnane valk ja ümbris. Nagu seda membraani olemasolust saab eeldada, on need virionid detergentide poolt (~0,3% Triton-X100 ja 0,1% SDS) inaktiveeritavad. Samas, nagu hüpertermofiilide viirustele kohane, on nende viiruste virionid väga vastupidavad kõrgele temperatuurile, olles stabiilsed ka temperatuuril 100 °C. Samuti ei lagune virionid ei 6-molaarse uurea ega 7-molaarse guanidiniumhüdrokloriidi juuresolekul. Siiski on selge, et nakkuse käigus virionid dissotsieeruvad ja viiruse geneetiline materjal, milleks on 14–18 kbp pikkune lineaarne dsDNA, vabaneb. Tristromaviirused on oma peremeestele lüütilised.
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			Joonis 93. Tristromaviiruste virioni ehituse skeem. Nukleokapsiidi valgud VP1 ja VP2 kondenseerivad DNA genoomi nukleoproteiiniks ja VP3 moodustab nukleoproteiini ja ümbrise vahel paikneva varjestuse.

			 

			Sugukond Fuselloviridae

			Sugukonna nimetus tuleb ladinakeelsest sõnast fusello (’väike värten’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonnas on kaks perekonda – Alfafusellovirus ja Beetafusellovirus, kus on iseloomustatud kokku 9 viiruse liiki (2020. a seisuga). Enimuuritud esindajaks on Sulfolobus spindle-shaped virus 1 (SSV1), mis nakatab vulkaanilistes happelistes kuumaveeallikates (80 °C ja pH 3) elavat Sulfolobus solfactaricus’t (hõimkond Crenarheota). 

			Virionid on ümbrisega ja kujult sidruni- või värtnakujulised; mõõtmed on 5560 nm × 80–100 nm. Ühes virioni otsas paikneb lühike saba (Joonis 94). Virion on stabiilne temperatuurini kuni 97 °C ja on vastupidav uureale, happelisele keskkonnale (pH 2) ning membraaniga virioni jaoks üllatuslikult ka eetrile. Käesolevaks ajaks ei ole sarnast (sidrunikujulist) morfotüüpi kirjeldatud ei bakteriofaagidel ega eukarüootide viirustel; küll aga esineb see ka arhesid nakatavas sugukonnas Bicaudaviridae. Seetõttu võib eeldada, et tegemist on arheviirustele spetsiifilise morfotüübiga.

			Genoomiks on tsirkulaarne dsDNA pikkusega 1518 kbp. Geene on üle 30, kuid mitte kõik need ei ole viirusele absoluutselt vajalikud: laboritingimustes võib ükshaaval inaktiveerida peaaegu pooled geenid, kuid viiruse infektsioonilisus siiski säilib. DNA on virionis superspiraliseerunud ja seotud polüamiinide ning tugevalt aluselise viirusliku valguga. Viiruse replikatsioonitsükli käigus integreerub viiruse genoom saidispetsiifiliselt peremeesraku genoomi, integreerumise koht paikneb ühes tRNA-d kodeerivas geenis. Selle tunnuse järgi on SSV1 lüsogeene viirus. Viiruse DNA replikatsiooni saab SSV1 puhul aktiveerida UV-kiirguse abil. SSV1 DNA replikatsioonist on teada vähe ning ka geeniekspressiooni kohta on andmeid napilt. Eristada saab varast ja hilist geeniekspressiooni. Omapärane on virionide valmimine ja vabanemine, mis toimub ilma peremeesraku lüüsita: sarnaselt paljude eukarüoote nakatavate viirustega kasutab SSV1 nakatatud rakust vabanemiseks pungumist. 
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			Joonis 94. Fuselloviiruste virionide ehitus. A) Negatiivne elektronkontrastmikrograaf Sulfolobus spindel-shape virus 1 virionidest. Vasakpoolsel pildil on virionid seondunud membraansele vesiikulile. Skaalajoon 100 nm. Joonis pärineb Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni skeem.

			 

			Sugukond Bicaudaviridae

			Nagu arhede viirustel tavaline, on ka selle sugukonna nimetus tuletatud virionide morfoloogiast, antud juhul ladinakeelsest sõnast cauda (’saba’; bicauda ’kahe sabaga’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonnas on 2020. a seisuga üks perekond (Bicaudavirus), millel ainsaks seni teada esindajaks on Acidianus two-tailed virus (ATV). Viirus on algselt eraldatud kuumadest happelistest allikatest (87–93 °C ja pH 1,5–2,0), kus tema peremeheks on Acidianus convivator (hõimkond Crenarchaeota). 

			ATV-virionid on sidrunikujulised ja vähemalt praegustel andmetel ümbriseta. Rakust vabanedes on nende mõõtmed 120 × 80 nm (Joonis 95). Viirusele nimetuse andnud sabad ilmuvad virioni otstesse pärast rakust vabanemist. Seega on ATV-virionidele iseloomulik viiruste maailmas harva esinev nähtus: virioni kuju oluline muutumine rakuvälises keskkonnas. Virioni sabad on heterogeensed ja võivad olla kuni 400 nm pikad (Joonis 95A). Virioni morfoloogilised muutused tekivad temperatuuril üle 75 °C, mis on lähedane viiruse peremehe optimaalsele kasvutemperatuurile ning EI VAJA peremeesrakku, väliseid energiaallikaid ega kofaktoreid. Sarnast fenomeni on kirjeldatud veel ka seni klassifitseerimata Sulfolobus monocaudaviirus 1-l, mis kasvatab rakuvälises keskkonnas virionile ühe või kaks saba. 

			ATV genoomiks on rõngakujuline dsDNA pikkusega 62 kbp, oletatavaid geene on 72. Võib olla nii lüütiline kui ka lüsogeene infektsioon, viimasel juhul integreerub viiruse DNA peremehe genoomi. Lüsogeensus võib katkeda mitmete stressifaktorite, näiteks UV-kiirguse ja temperatuuri alanemise mõjul.
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			Joonis 95. Bicaudaviiruste virionide ehitus. A) Acidianus two-tailed virus (ATV) virionid vahetult pärast rakust vabanemist (üleval paremal) ja sabade moodustumist. Ülemistel elektronmikroskoopiapiltidel on skaalajoon 100 nm, alumisel 200 nm. Joonis pärineb Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) ATV-virioni ehituse skeem.

			 

			Sugukond Guttaviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast gutta (’tilk, piisk’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonnas on kaks perekonda – Alphaguttavirus ja Betaguttavirus, kummaski neist on 2020. a seisuga üks esindaja. Seni kirjeldatud guttaviirused nakatavad Sulfolobus’e perekonna (hõimkond Crenarchaeota) üksikuid esindajaid. Beetaguttaviiruste esindaja, Aeropyrum pernix ovoid virus 1 (APOV1) peremeheks on Aeropyrum pernix.

			Virionid on ümbriseta, pleiomorfsed (enamasti tilgakujulised) mõõtmetega 75–90 × 110–185 nm. Tilga teravnevas otsas paiknevad fiibrid (Joonis 96). Mõnevõrra üllatuslikult on need virionid arhesid nakatava viiruse jaoks suhteliselt ebastabiilsed ega talu kõrget soolade (nt CsCl) kontsentratsiooni. 

			Guttaviiruste genoomiks on ~1420 kbp pikkune rõngakujuline dsDNA molekul. Virionis paiknev DNA on tugevalt metüleeritud. Rakus integreerub APOV1 genoom peremehe tRNALeu-geeni. Seega on tegemist mõõduka viirusega. Proviiruse väljumist peremehe genoomist ja lüütilise infektsiooni käivitamist indutseerivad suboptimaalsed kasvutingimused, nagu vähenenud aeratsioon. Virionide vabanemine on seotud ilmselt raku lüüsiga.
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			Joonis 96. Guttaviiruste virionide ehitus. A) Guttaviiruse Sulfolobus newzealandicus droplet-shaped virus’e (SNDV) virion elektronmikroskoobis vaadelduna. Joonis pärineb Arnold and Zillig, 2000, Virology, https://doi.org/10.1006/viro.2000.0375. B) Virioni ehituse skeem.

			 

			Sugukond Ampullaviridae

			Piisab nende viiruste virionide vaatamisest (Joonis 97), et mõista: selle sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast ampulla (kera- või pirnikujuline kahe kõrvaga pudel). Praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. 2020. a seisuga kuulub sugukonda üks perekond – Ampullavirus – ühe esindajaga, milleks on Acidianus bottle-shaped virus (ABV). Nagu viiruse nimetusest näha, on tema peremeheks perekonna Acidianus esindajad.

			ABV-ümbrisega virion on pudelikujuline ning ligikaudu 230 nm pikkune. „Pudeli põhja“ läbimõõduks on 75 nm, „pudeli suu“ läbimõõduks on samal ajal vaid 4 nm. Erinevalt enamikust arheviiruste virionidest ei ole need virionid eriti stabiilsed. 

			Viiruse genoomiks on ~24 kbp pikkune lineaarne dsDNA, milles on 56 oletatavat geeni; nende hulgas valgu poolt praimitavat DNA polümeraasi (DNAPolBp) kodeeriv geen. ABV- infektsioonist on väga vähe teada. Peremeesrakkude puhaskultuuris vabanevad virionid ainult statsionaarses faasis, kusjuures rakkude lüüsi seejuures ei toimu.
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			Joonis 97. Ampullaviiruste virionide ehitus. A) Negatiivne elektronkontrastmikrograaf Acidianus bottle-shaped virus’e virionidest. Skaalajoon 100 nm. Joonis pärineb Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni ehituse skeem.

			 

			Sugukond Globuloviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast globulus (’väike kera’); praeguse (2020. a) süstemaatika järgi ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse. Sugukonnas on 2020. a seisuga vaid üks perekond (Globulovirus), milles on teada kaks esindajat: perekonna tüüpesindaja Pyrobaculum spherical virus (PSV) ning Thermoproteus tenax spherical virus 1 (TTSV1). Kummagi viiruse väljumine nakatatud rakust ei põhjusta raku lüüsi.

			Virionid on ümbrisega ning kujult sfäärilised, 70–100 nm diameetriga. Iseloomulik on väikeste (diameeter u 15 nm) sfääriliste mügarate (ingl protrusion) olemasolu virioni pinnal (Joonis 98), nende arv virionis ei ole fikseeritud. Vaatamata sellele, et PSV eraldati rangelt anaeroobsest peremeesorganismist, ei mõjuta hapnikule eksponeerimine virionide infektsioonilisust.

			Viiruse genoom on 28 kbp pikkune lineaarne dsDNA. PSV-genoomi otstes paiknevad 190 aluspaari pikkused ITR- (ingl inverted terminal repeats) järjestused. DNA genoom on seotud valkudega (moodustab nukleoproteiini). 
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			Joonis 98. A. Globuloviiruste virionide ehitus. A) Negatiivne elektronkontrastmikrograaf Pyrobaculum spherical virus virionidest. Skaalajoon 100 nm. Nooled näitavad sfääriliste mügarate asukohta. Joonis pärineb Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni ehituse skeem.

			 

			Sugukond Portogloboviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsetest sõnadest porto (’kandma; edasi toimetama’) ja globulus (’väike kera’). 2020. a süstemaatikas ei kuulu see sugukond kõrgemate taksonite koostisesse ning siis kuulub üks perekond (Alphaportoglobovirus) kahe seni kirjeldatud esindajaga, milleks on Sulfolobus alphaportoglobulovirus 1 (SPV1) ja Alphaportoglobovirus SPV2. SPV1 nakatab hüpertermofiilseid arhesid perekonnast Sulfolobus. Virionide vabanemine nakatud peremeesrakust ei ole lüütiline.

			Virion on polüeeder. Selle mõõtmed tipust tippu on 87 nm ja tahust tahuni 83 nm. Virion koosneb kapsiidist, mille sees asub sisemine membraan ning nukleoproteiinist filament. Partikli sees olev kondenseerunud filament on ilmselt suure korrapäraga ja spetsiifiliselt struktureeritud valk-DNA-kompleks, mis on elektronmikroskoobis selgesti nähtav (Joonis 99). Virionis paikneva membraani koostis erineb märgatavalt nakatamata peremeesrakkude membraanide koostisest. 

			Viiruse genoomiks on 20 kbp pikkune rõngakujuline dsDNA. Genoomis on 45 lugemisraami. Nagu arheviirustele tavaline, on vaid 20%-le SPV1-valkudest leitud homolooge teiste viiruste ja organismide valkude hulgast.
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			Joonis 99. Portogloboviiruste virionide ehitus. A) Elektronmikrograafia Sulfolobus alphaportoglobulovirus 1 (SPV1) virionidest. Seest tühi nooleke osutab kõrval oleva skeemi järgi orienteeritud virioni pealtvaatele ning täidetud nooleke külgvaatele. B) Virioni ehituse skeem. Joonise paneelid A ja B pärinevad Liu et al., 2017, Journal of Virology, https://doi.org/10.1128/JVI.00589-17.

			 

			Sugukond Turriviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast turricula (’väike torn’; lad turris tähendab ka ’torn, loss, linnus’) ja selle süstemaatiline kuuluvus on järgnev: valdkond Varidnaviria, riik Bamfordvirae, hõimkond Preplasmiviricota, klass Tectiliviricetes, selts Belfryvirales. Sugukonda Turriviridae kuulub 2020. a seisuga üks perekond (Alphaturrivirus) kahe tuntud viiruste liigiga: Sulfolobus turreted icosahedral virus 1 (STIV1) ja Sulfolobus turreted icosahedral virus 2 (STIV2). Mõlemad viirused nakatavad happelises ja kuumas keskkonnas elavaid Sulfolobales’te (hõimkond Crenarchaeota) esindajaid. 

			Virionil on ikosaeedrilne kapsiid diameetriga 74 nm (pseudo T = 31 sümmeetria). Kapsiidi all paikneb sisemine membraan (Joonis 100). Genoomiks on ~16–18 kbp pikkune rõngakujuline dsDNA, milles on 37 avatud lugemisraami.

			Paljud Turriviridae sugukonna viiruste omadused sarnanevad Tectiviridae ja Adenoviridae sugukondadesse kuuluvate viiruste omadustega, nagu näiteks virioni morfoloogia, peamise kapsiidivalgu struktuur (nn double jelly roll, DJR) ja viiruse kodeeritud ensüümid: valgulist praimerit kasutav DNA polümeraas (DNAPolBp) ning DNA pakkimisel osalev valk, mis tarvitab ATP energiat (ATPaas). Sellel põhjusel kuulub Turriviridae nende sugukondadega samasse viiruste klassi (Tectiliviricetes).

			STIV-geenide ekspressioon on detekteeritav 8 tundi pärast peremehe nakatamist ja maksimaalne geeniekspressiooni tase saavutatakse 24 tunni möödudes. Virionide (on nakatatud rakkudes elektronmikroskoobi abil nähtavad) moodustamine muutub aktiivseks 32 tundi pärast peremeesraku nakatumist. Virionide vabanemine ja rakkude lüüs toimub viiruse poolt indutseeritud püramiidilaadsete struktuuride kaudu (Joonis 100C). Nende moodustamise eest vastutab viiruse valk c92. Tegemist on unikaalse mehhanismiga, mille sarnast ei ole kirjeldatud ei bakteritel ega eukarüootidel. 
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			Joonis 100. Turriviiruste virionide ehitus (A ja B) ja Sulfolobus turreted icosahedral virus 1-ga (STIV1) nakatatud rakus moodustuvad püramiidjad struktuurid. A) STIV2-virioni elektronmikroskoopia andmetel tehtud 3D-rekonstruktsiooni läbilõige. Skaalajoon on 20 nm. Joonis pärineb Prangishvili, 2013, Annual Review of Microbiology, https://doi.org/10.1146/annurev-micro-092412-155633. B) Turriviiruste virioni ehituse skeem. C) Viirusvalgu c92 initsieeritud püramiidja struktuuri a) pealtvaade; b) külgvaade; c) avatud püramiidi pealtvaade. Skaalajoon (a ja c) 100 nm. Joonis pärineb Prangishvili and Quax, 2011, Current Opinions in Microbiology, https://doi.org/10.1016/j.mib.2011.04.006.

			 

			Sugukond Sphaerolipoviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb kreekakeelsetest sõnast sphaira (’kera, sfäär’) ja lipos (’rasv’) ja see kuulub valdkonda Varidnaviria, riiki Helvetiavirae, hõimkonda Dividoviricota, klassi Laserviricetes, seltsi Halopanivirales. Sugukonda kuulub 2020. a seisuga kolm perekonda: Alpha-, Beta- ja Gammasphaerolipovirus; seni on iseloomustatud kokku 7 liiki. Siiski pole need kõik arhede viirused: gammasphaerolipoviirused (kaks liiki) nakatavad hoopis termofiilseid baktereid hõimkonnast Deinococcus. Alfa- ja beetasphaerolipoviirused nakatavad Haloarcula esindajaid (hõimkond Eurarchaeota). Peremeesrakule seondumine on neil viirustel võrreldes bakteriofaagidega suhteliselt aeglane. 

			Virion koosneb T = 28 sümmeetriaga kapsiidist (diameeter 50–80 nm), mille all paikneb sisemine membraan (Joonis 101). Sisemise membraani moodustavad peremeesrakust pärit, kuid selektiivselt inkorporeeritud lipiidid. Membraani koostisesse kuuluvad ka viiruslikud valgud.

			Genoomiks on alfasphaerolipoviirustel 28–31 kbp pikkune lineaarne dsDNA, mis kodeerib 56 valku, ning beetasphaerolipoviirustel oluliselt lühem, 16 kbp pikkune rõngakujuline dsDNA. Replikatsiooni kohta on vähe teada. Beetasphaerolipoviirus on ilmselt mõõdukas viirus (võib integreeruda peremehe genoomi), mis lüütilises infektsioonis replitseerub veereva rõnga mehhanismi abil. Alfasphaerolipoviiruste virioni ja genoomi ehitus meenutab tectiviiruste ja turriviiruste oma. Seetõttu võib eeldada ka sarnasusi replikatsioonimehhanismis.
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			Joonis 101. Alfasphaerolipoviirus PH1 virionide elektronmikroskoopia pilt. Joonis pärineb Porter et al., 2013, Archaea, https://doi.org/10.1155/2013/456318.

			 

			Sugukond Pleolipoviridae

			Sugukonna nimetus tuleneb kreekakeelsetest sõnadest pleo ja lipos (lipiid) ja see kuulub valdkonda Monodnaviria, riiki Trapavirae, hõimkonda Saleviricota, klassi Huolimaviricetes, seltsi Haloruvirales. Sugukonda kuulub 2020. a seisuga kolm perekonda – Alpha-, Beta- ja Gammapleolipovirus – kokku viieteistkümne seni iseloomustatud liigiga. Need viirused nakatavad soolalembeseid arhesid Haloarcula, Halorubrum ja Halogeometricales, mis kõik kuuluvad Eurarchaeota’de hulka. Enamik pleolipoviiruseid on kitsa peremeeste ringiga ning persistentse (rakke mittelõhkuva) infektsioonitsükliga. Virionide vabanemine algab 3–4 tundi pärast raku nakatamist ja toimub mittelüütiliselt pungumise teel. Nakkusega kaasneb peremehe kasvukiiruse aeglustumine, selle ulatus sõltub viirusest ja peremehest.

			Sfääriline virion (40–70 nm) koosneb ümbrisest ja DNA-st (Joonis 102), valguline kest (kapsiid) puudub. Ümbrise membraani koostis on väga sarnane peremehe membraani omaga, mis tähendab, et viirusel puudub selektiivsus ümbrisesse liidetavate lipiidide suhtes. Ümbrise olemasolu tõttu on virionide infektsioonilisus tundlik detergentite ja kloroformi suhtes. Samas on virionid stabiilsed kuni temperatuurini 60° C. Kuigi virionidel puudub valguline kest, on virioni koostises enamasti kaks struktuurivalku: ogavalk ja sisemine membraanivalk. Ogad on membraanis paigutunud ebaregulaarselt. Sisemised membraanivalgud, mis ilmselt on seotud DNA-ga, on funktsionaalselt käsitletavad maatriksivalguna. 

			Sugukond on lisaks omapärastele virionidele iseäralik ka teisel põhjusel: samas sugukonnas leidub nii ssDNA- kui dsDNA-genoomiga viiruseid. Genoomiks võib erinevatel pleolipoviirustel olla rõngakujuline ssDNA, rõngakujuline dsDNA, lineaarne dsDNA või isegi midagi kahe esimese vahepealset – rõngakujuline dsDNA, mis sisaldab ka üheahelalisi piirkondi. Selline mitmekesisus võib tuleneda asjaolust, et omapärased kapsiidi ja kattevalguta virionid võimaldavad viirusel pakkida nii genoome (ssDNA) kui ka replikatsioonil, mis toimub ilmselt veereva rõnga mehhanismi abil, tekkivaid dsDNA vahevorme. Genoomi suurus jääb vahemikku 7–17 kb(p). Kodeeritavate valkude arv on 8–35. Viiruspartiklis asuv DNA ei ole valkudega seotud ega kaitstud.
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			Joonis 102. Pleolipoviiruste virionide ehitus. A) Haloarcula hispanica pleomorphic virus 4 virionide läbiva elektronmikroskoopia pilt. Skaalajoon 100 nm. Joonis pärineb Atanasova et al., 2018, Genes, https://doi.org/10.3390/genes9030131. B) Pleolipoviiruste virionide skeem. Pleolipoviridae esindajatel võib olla virioni pakitud nii dsDNA kui ka ssDNA.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on arheviiruste leviku ja nende uurimise peamised eripärad?

			2.Mille poolest arheviirused sarnanevad ja mille poolest nad erinevad bakteriofaagidest?

			3.Milliseid unikaalse ehitusega (morfotüübiga) virione esineb arheviirustel?

			 

		

	
		
			II.8. PIKORNAVIIRUSED: SUGUKOND PICORNAVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Pikornaviirused on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused. Virion on alalise ümbriseta ja korrapärase struktuuriga ikosaeeder. Sugukonda kuuluvas viirused nakatavad inimesi ja/või loomi. Genoomne RNA pikkusega umbes 7–8,5 tuhat nukleotiidijääki on 3’-otsast polüadenüleeritud ning sisaldab ühte avatud lugemisraami. Genoomi 5’-otsa on kovalentselt seotud VPg valk, mis on olnud RNA replikatsioonil praimeriks. Genoomi 5’-otsas asuv mittekodeeriv ala moodustab IRES-struktuuri ja vahendab cap-sõltumatult genoomi translatsiooni. Peamise avatud lugemisraami 5’-otsapoolne kolmandik kodeerib nelja virioni moodustavat struktuurivalku (VP1-4) ning 3’-otsapoolsed kaks kolmandikku kodeerivad replikatsiooniks vajalikke mittestruktuurseid valke. Genoomi replikatsioon toimub nakatatud raku tsütoplasmas siledapinnalise endoplasmaatilise retiikulumi membraanidel läbi negatiivse RNA-ahela sünteesi. Pikornaviiruste replikatsiooni käigus toimub sageli ka RNA genoomide rekombinatsioon. Uued virionid vabanevad enamiku pikornaviiruste puhul peremeesraku purunemisel. Meditsiiniliselt/veterinaarselt tähtsad pikornaviiruste esindajad on polioviirus (lastehalvatuse ehk poliomüeliidi tekitaja), hepatiit A viirus, suu- ja sõrataudiviirus, rinoviirus (ülemiste hingamisteede infektsioonid), Coxsackie viirused (seedetraktiinfektsioonid, müokardiit, entsefaliit, meningiit) ja mitmed teised.

			 

			Sugukonda Picornaviridae kuuluvad väikesed, alalise ümbriseta virioni ja positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused. Sugukonna nimetus tuleneb sõnadest pico – väike (mõõtühik 10-12), RNA ja virus. Sellesse sugukonda kuuluvad mitmed olulised inimese ja loomade patogeenid, nagu hepatiit A viirus (hepatitis A virus, HAV), suu- ja sõrataudiviirus (foot-and-mouse disease virus, FMDV), polioviirus, rinoviirused jt.

			Pikornaviirustel on olnud viroloogia ajaloos märkimisväärne osa. FMDV, mida kirjeldasid Loeffler ja Frosch 1898. aastal, oli üldse esimene avastatud selgroogsete-viirus. Polioviirus avastati 10 aastat hiljem seoses 20. sajandi alguses alanud poliomüeliidi- (lastehalvatuse-) puhanguga. 1940-ndate lõpus tehtud avastus, et polioviirust on võimalik paljundada in vitro koekultuuri tingimustes, pani alguse loomsete viiruste replikatsiooni uurimisele. Kvantitatiivne viroloogia sai samuti alguse polioviiruse uurimisest; seda tänu Enderi ja Dulbecco arendatud meetodile viiruse infektsioonilisuse mõõtmiseks lüüsilaikude lugemise abil (ingl plaque assay). Polioviiruse uurimine võimaldas Jonas Salkil ja Albert Sabinil välja töötada kaks efektiivset polioviiruse vaktsiini; see oli 20. sajandi üks silmapaistvamaid meditsiinisaavutusi. Nende vaktsiinide abil on poliomüeliit arenenud riikides praeguseks praktiliselt likvideeritud. 1960-ndate alguses näitasid David Baltimore ja Richard Franklin esmakordselt RNAst sõltuva RNA polümeraasi olemasolu pikornaviirusega nakatatud rakkudes, tõestades sellega, et viiruse RNA genoom võib replitseeruda autonoomselt, mitte transkribeeruda DNA matriitsil. Ühed esimesed ikosaeedriliste virionide 3-mõõtmelised röntgen-kristallstruktuurid avaldati polioviiruse ja rinoviiruse kohta. Polioviiruse genoomse RNA näitel näidati esmakordselt, et sellel puudub 5’-cap struktuur ning et selle RNA interaktsioon raku ribosoomiga ja viiruse liitvalgu translatsioon toimub sisemise ribosoomi seondumissaidi (ingl internal ribosome entry site, IRES) kasutamise kaudu. 

			 

			Süstemaatika, peamised esindajad, nende levik ja tähtsus

			Sugukond Picornaviridae kuulub koos sugukondade Dicistroviridae, Ilfaviridae, Marnaviridae, Polycipiviridae, Calicivirdae, Solinviviridae ja Secoviridae seltsi Picornavirales (ICTV, august 2020), mis ühendab sarnaseid replikatsiooni- ja geeniekspressioonistrateegiaid kasutavaid looma-, taime- ja putukaviiruseid. Selts Picornaviriales kuulub klassi Pisoniviricetes, hõimkonda Pisuviricota, riiki Orthornavirae valdkonnas Riboviria. Nagu ka muude viiruste puhul muutub pikornaviiruste süstemaatika praegusel ajal kiiresti; igal aastal lisandub mitu uut viiruste perekonda. Hetkel (2020. a) on sugukonnas 63 perekonda ligikaudu 150 tunnustatud viiruste liigiga, mis kõik põhjustavad loomade või inimese haigusi. Olulisemate perekondade esindajad on toodud Tabelis II.8.1.

			 

			Tabel II.8.1. Sugukonda Picornaviridae kuuluvad tähtsamad viiruste perekonnad ja nende esindajad

			
				
					
					
				
				
					
							
							Perekond

						
							
							Liikmed

						
					

				
				
					
							
							Aphtovirus

						
							
							Suu- ja sõrataudiviirus (FMDV)*

							Hobuste riniidi viirus A

							Veiste riniidi viirused A ja B

						
					

					
							
							Avihepatovirus

						
							
							Partide hepatiit A viirus*

						
					

					
							
							Cardiovirus

						
							
							Kardioviirus A (entsefalomüokardiidi viirus)*

							Kardioviirus B (Theiloviirus)

							Kardioviirus C

						
					

					
							
							Enterovirus

						
							
							Enteroviirus A (Coxsackie viirus, enteroviirus)

							Enteroviirus B (Coxsackie viirus, echoviirus, enteroviirus)

							Enteroviirus C – prototüüp-esindaja (polioviirus, Coxsackie viirus)*

							Enteroviirus D

							Enteroviirus E (veiste enteroviirus grupp A)

							Enteroviirus F (veiste enteroviirus grupp B)

							Enteroviirus G (sigade enteroviirus B)

							Enteroviirus H (ahvide enteroviirus A)

							Enteroviirus J

							Inimese rinoviirus A, -B ja -C

						
					

					
							
							Erbovirus

						
							
							Erboviirus A (Hobuste riniidi viirus B)*

						
					

					
							
							Hepatovirus

						
							
							Hepatoviirus A (Hepatiit A viirus)*

						
					

					
							
							Kobuvirus

						
							
							Aichiviirused A*, -B ja -C

						
					

					
							
							Parechovirus

						
							
							Parechoviirus A*, -B

						
					

					
							
							Sapelovirus

						
							
							Sapeloviirus A*, -B

							Lindude sapeloviirus

						
					

					
							
							Senecavirus

						
							
							Senecaviirus A*

						
					

					
							
							Tremovirus

						
							
							Tremoviirus A*

						
					

					
							
							Teschovirus

						
							
							Teschoviirus A*

						
					

				
			

			* Perekonna tüüpesindaja

			 

			Perekonna Aphtovirus esindajatest on majanduslikult kõige suurema tähtsusega FMDV, millel eristatakse seitset serotüüpi ja paljusid alltüüpe ja mis nakatab sõralisi (veised, kitsed, sead, lambad). FMDV on erakordselt kergesti leviv viirus ja ehkki ta üldjuhul inimesi ei nakata, kuulub ta siiski kõige kõrgema (neljanda) bio-ohutustaseme viiruste hulka. 

			Perekonda Enterovirus kuulub 15 viiruste liiki, millest osa on esitatud Tabelis II.8.1. Nagu tänapäeval on tavaline, ei lange viiruste ametlikud (süstemaatilised) liiginimetused ja praktikas kasutusel olevad nimetused alati kokku. Kasutades tavalisi kirjanduses ja meditsiinis kasutatavaid nimetusi, saab siin välja tuua polioviiruse (3 serotüüpi), Coxsackie viiruse (ligi 30 serotüüpi), echoviiruse (ligi 30 serotüüpi), inimese enteroviirused (üle 50 serotüübi), inimese rinoviirused A, -B ja -C (kokku kaugelt üle 100 serotüübi). Rinoviirused on kõige sagedasemad külmetuse tekitajad: üle 50% ülemiste hingamisteede ägeda viirusnakkuse juhtudest on just nende põhjustatud. Polioviirusinfektsioon on reeglina asümptomaatiline, kuid võib põhjustada poliomüeliiti ja tekitada raskekujulist halvatust. 20. sajandi esimesel poolel oli poliomüeliit väga sage haigus, mis kõige raskematel juhtudel nõudis intensiivravi, eelkõige hingamise abistamisel (nn raudkopsud). 1950. aastatel ilmunud polioviiruse vaktsiinide erakordne efektiivsus viis poliomüeliidi likvideerimisele läänemaailmas, kuigi mõnedes arengumaades, näiteks Nigeerias, Indias ja Afganistanis, on polioviirus jäänud praeguseni endeemiliseks. Coxsackie viirused võivad olla terve rea väga erinevate haiguste tekitajateks, näiteks külmetuslaadne haigus, seedekulglapõletikud (gastriit, gastroenteriit), aju- ja/või ajukelmete põletik (entsefaliit/meningiit) ning südamelihase põletik (müokardiit).

			Perekonda Parechovirus kuuluvate viiruste tekitatud infektsioonid on inimestel enamasti asümptomaatilised või väljenduvad kergekujulise ülemiste hingamisteede või seedetraktinakkuste näol. Harva võivad parechoviirused olla ka raskete haiguste põhjuseks, eelkõige vastsündinutel ja väikelastel: sepsisetaoline sündroom, meningiit, entsefaliit, hepatiit. Perekond Hepatovirus sisaldab üheksat viirust, mille hulka kuulub ka HAV, mis nakatab seedetraktiepiteeli rakke ja hepatotsüüte, põhjustades ägedat maksapõletikku (A-hepatiiti). Haigus möödub üldjuhul ise ning erinevalt B- ja C-hepatiidist ei muutu krooniliseks.

			 

			Virion

			Pikornaviiruste virion on suhteliselt lihtsa ehitusega ja umbes 30-nm diameetriga ikosaeedriline pseudo T = 3 sümmeetriaga partikkel (Joonis 103). Valmis virionidel puudub ümbris, mistõttu nad ei ole orgaaniliste lahustite suhtes tundlikud. See pole siiski absoluutne: viimaste aastate uurimused on näidanud, et HAV ja enteroviirused moodustavad infektsiooni käigus ka ümbrisega virione. Seejuures on ümbrisega ning ümbriseta virionidel viiruse levikul erinevad rollid: ümbrisega virionid on ette nähtud levikuks organismi sees, ümbriseta virionid aga levikuks väliskeskkonna kaudu. Paljude pikornaviiruste, nt kardio-, entero-, parecho- ja hepatoviiruste, ümbriseta virionid on väga happekindlad. Vastandina on rino- ja aftoviiruste virionid madala pH suhtes väga tundlikud ning lagunevad kiiresti juba pH 6.0 juures. Erinevused pH stabiilsuses korreleeruvad pikornaviiruste puhul viiruse replikatsioonikohaga: 

			-pH-tundlikud rino- ja aftoviirused replitseeruvad ülemistes hingamisteedes, mistõttu nad ei vaja happekindlust; 

			-kardio- entero-, parecho- ja hepatoviirused replitseeruvad seedetrakti limaskestas, milleni jõudmiseks peavad nende virionid olema mao happelises keskkonnas stabiilsed.

			Pikornaviiruse virioni kapsiid koosneb protomeeridest, mille moodustavad struktuurivalgud VP1, VP2, VP3 ja VP4. VP1–3 moodustavad kapsiidi karkassi (Joonis 103C), samal ajal kui VP4 asub protomeeri sisepinnal (Joonis 103B). Parechoviiruste virioni moodustavad VP1-, VP3- ja VP0- (VP4–2 eellasvalk) valgud. Protomeerid omakorda moodustavad pentameere. Pikornaviiruste kapsiidi kuulub kokku 12 pentameeri, ja et igaüks nendest koosneb viiest protomeerist, siis kokku 60 protomeeri. Vaatamata sellele, et VP1-, VP2-, ja VP3 valgud on oma järjestuste poolest erinevad (siit ka termin pseudo T = 3 sümmeetria), on neil üsna sarnane kiilu meenutav ruumiline struktuur (Joonis 103C). Sellised kiilukujulised koostisosad on koos sisepinnal paikneva VP4-ga kokku pakitud väga kompaktseteks „klotsideks“, millest moodustub jäik valgust koosnev kapsiidi sein. VP4-valk on oma N-otsast müristüülitud, mis aitab veelgi stabiliseerida pikornaviiruste kapsiidi struktuuri.

			Polio- ja rinoviiruste virioni iga protomeeri pinnal asub iseloomulk kanjonistruktuur – süvend, mille moodustab VP1-valk (Joonis 103C). Kanjoni põhjas paikneb hüdrofoobne tasku, mille seest on leitud peremeesrakust pärinevaid lipiide. Nimetatud struktuuril on oluline osa viiruse rakule seondumisel, olles rakulise retseptori seondumiskohaks. Hüdrofoobset taskut kasutatakse ka pikornaviirusevastaste ravimikandidaatide seondumiskohana. Näiteks blokeerivad nn WIN-ühendid virionides paiknevat „kanjonit“ ning takistavad selle kaudu virioni seondumist rakule ja hilisemat lahtipakkimist. Osa pikornaviiruste (nt kardio-, aftoviirused) virionidel kanjonistruktuur puudub, mistõttu nende virionide pinnad on palju siledamad. Selliste virionide seondumisel ja rakku sisenemisel osalevad teistsugused struktuurid.
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			Joonis 103. Polioviiruse virionid. A. Virionid elektronmikroskoobis (foto Robert Alain). B. Virioni ehituse skeem. C. Kapsiidi pinna ehitus ja sellel pinnal paiknev kanjonistruktuur. 

			 

			Pikornaviiruste genoom ja selle poolt kodeeritud valgud

			Pikornaviiruste genoom on positiivse polaarsusega RNA molekul pikkusega 7000–8500 nukleotiidijääki. Nagu ka teistel positiivse polaarsusega RNA genoomiga viirustel on pikornaviiruse genoomne RNA infektsiooniline: selle viimine raku tsütoplasmasse käivitab translatsiooni, mille tulemuseks on kõigi viiruse replikatsiooniks vajalike viirusvalkude süntees ja infektsiooni käivitumine. Pikornaviiruse genoomsel RNA-l puudub 5’-cap-struktuur; selle asemel on RNA 5’-otsa kovalentselt seondunud väike 22–24 aminohappejäägi pikkune VPg-valk (ingl viral protein, genome linked), mis kujutab endast viiruse RNA sünteesil kasutatud praimeri jäänukit. Genoomi 3’-otsas on 30–100 nukleotiidijäägi pikkune polü(A) järjestus (Joonis 104). Pikornaviiruste genoomi 5’-mittetransleeritav osa (ingl untranslated region, UTR) on 600–1200 nukleotiidijäägi pikkune ja sisaldab hulgaliselt RNA sekundaarseid ja tertsiaarseid struktuure. Need struktuurid moodustavad replikatsiooniks kasutatava promooteri ning IRES-elemendi, mis võimaldab genoomse RNA seondumist ribosoomidele ning selle cap-sõltumatut translatsiooni. Pikornaviiruste IRES-elemendid võib nende primaar- ja sekundaarstruktuuri, initsiatsioonikoodoni asukoha ja aktiivsuse alusel erinevates rakutüüpides jagada nelja rühma (Joonis 105). Afto- ja kardioviirustel sisaldab 5’-UTR ka polü(C)-järjestust, mille suurem pikkus on kardioviiruste puhul seotud suurema virulentsusega. Pikornaviiruste genoomi 3’-UTR on suhteliselt lühike, 14–125 nukleotiidijäägi pikkune, ning sisaldab samuti viiruse RNA replikatsiooniks olulisi RNA sekundaarstruktuure („juuksenõel“, „pseudoknot“). 
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			Joonis 104. Polioviiruse genoomi skeem ja selle poolt kodeeritud liit- ja valmisvalgud. IRES – internal ribosome entry site. Mõnedel pikornaviirustel paikneb VP4-valgu ees L-valgu (liiderproteaas) järjestus. Polioviirusel ja paljudel teistel pikornaviirustel on ka peamise lugemisraamiga kattuv uORF (ingl upstream ORF) – hiljuti avastatud lugemisraam, milles kodeeritud valk on oluline moodustuvate virionide levikuks.

			 

			5’- ja 3’-UTR-ide vahel paikneb üks pikk avatud lugemisraam, mis kodeerib ühte 2178–2332 aminohappejäägi pikkust liitvalku, mida translatsioonijärgselt lõigatakse individuaalseteks valkudeks (Joonis 104). Täispikk liitvalk ei ole nakatatud rakkudes detekteeritav, sest selle lõikamine algab niipea, kui transleeritakse proteaasi kodeeriv järjestus. Eellasvalku lõigatakse kotranslatsiooniliselt primaarsete intramolekulaarsete (in cis) reaktsioonide käigus, millele järgneb sekundaarne in cis või in trans (intermolekulaarne) protsessing. Lõikamist teostavad viiruse proteaasid on erinevatel pikornaviirustel osaliselt erinevad: alati osalevad protsessingus 3C- või 3CD-proteaasid, sõltuvalt viirusest teostab osa lõikamisi ka kas 2A- ja/või L- (liider-) proteaas. Kuni aastani 2018 oli üldlevinud seisukoht, et kõigil pikornaviirustel ongi genoomis vaid üks lugemisraam. Praeguseks on aga veenvalt näidatud, et mitmetel pikornaviirustel, sealhulgas polioviirustel ja mitmetel teistel enteroviirustel, asub peamisest lugemisraamist eespool sellega osaliselt kattuv väike uORF (ingl upstream ORF) (Joonis 104). 
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			Joonis 105. Pikornaviiruste IRES-elemendid. A – tüüp I IRES (rino- ja enteroviirused); B – tüüp II IRES (afto-, kardioviirused); C – tüüp III IRES (hepatiit A viirus); D – tüüp IV (sigade teschovirus). Näidatud on RNA sekundaarstruktuur ja initsiatoor AUG koodoni paiknemine.

			 

			Pikornaviiruste genoomide ja nende poolt kodeeritud valkude organisatsioon on suhteliselt sarnane. Suurimaks erinevuseks uORF olemasolu või puudumine ja asjaolu, et kardio- ja aftoviiruste (nt FMDV) genoom kodeerib esimese valguna liidervalku (L), mis toimib proteaasina, lõigates iseennast ülejäänud liitvalgu küljest lahti. Nende viiruste puhul lõikab L-valk ka translatsiooni initsiatsioonifaktorit eIF4G, põhjustades sellega rakulise translatsiooni mahasurumist (vt allpool).

			uORF kodeerib ühte lühikest membraaniseoselist valku. Nendel viirustel, millel vastav lugemisraam on olemas, aitab uORF-produkt kaasa valminud virionide rakkudest vabanemisele, võimalik, et moodustades ajutise membraaniga ümbritsetud virione.

			Polioviiruse 2A on proteaas. Ta osaleb enda liitvalgu küljest lahtilõikamisel. Peale selle mõjutab 2A-valk vähemalt osal pikornaviirustel ribosoomse raaminihke toimumist: hilises infektsioonis suunab 2A-valk ribosoomid alternatiivsele ja palju lühemale lugemisraamile, see toob kaasa mittestruktuursete valkude sünteesi vähenemise. Afto- ja kardioviiruste 2A-valk on väga lühike, pikkus alla 20 aminohappejäägi. Et nii lühike valk (peptiid) ei ole proteolüütiliselt aktiivne, lõikab nende viiruste puhul VP1- ja 2A-valkude vahelist sidet 3C-proteaas. Küll aga teostab 2A-valk iseenda „lahtilõikamise“ 2B-polüpeptiidi küljest. See toimub unikaalset mehhanismi – ribosoomisisest hüdrolüüsi, mis väldib peptiidsideme tekkimist 2A viimase ja 2B esimese aminohappejäägi vahel - kasutades. Seda FMDV 2A-valgu „proteaasset“ omadust kasutatakse laialdaselt biotehnoloogias.

			2B-valk on väike hüdrofoobne membraaniseoseline valk, mis osaleb RNA sünteesi varastel etappidel. Seda nimetatakse ka viroporiiniks, sest ta on võimeline oligomeriseerumise käigus moodustama membraanis poore, mis võivad olla seotud viiruse vabanemisega rakust. Samas pole 2B-valgu täpne roll pikornaviiruste RNA sünteesil teada.

			2C-valk on tugevalt konserveerunud ja osaleb RNA replikatsioonil, omades NTPaasset aktiivsust ning ankurdades pikornaviiruste replikatsioonikompleksid rakumembraanide külge. 2C-järjestuses on leitud ka RNA helikaasidele iseloomulikke motiive, kuid tema RNA-helikaasset aktiivsust pole siiamaani katseliselt näidatud. Suur osa 2BC-eelvalgust jääb replikatsiooni käigus lahti lõikamata ja tal on spetsiifiline, valmisvalkude omadest erineva funktsioon: 2BC põhjustab rakumembraanide permeabiliseerimist ning vesiikulite moodustumist. Seetõttu on selle liitvalgu lõikamise vaheprodukti olemasolu ning piisav stabiilsus pikornaviiruste replikatsiooni jaoks oluline.

			3AB-polüpeptiid on VPg (3B) eelvalk, mille funktsiooniks on VPg ankurdamine membraani külge enne RNA sünteesi algatamist. Peale selle stimuleerib 3AB-valk tugevalt 3D-valgu RNA polümeraasset ja 3CD-liitvalgu proteaasset aktiivsust.

			3C-valk on kümotrüpsiini tüüpi proteaas, mis individuaalsel kujul või 3CD eelvalguna vastutab enamiku liitvalgus olevate saitide lõikamise eest. 3C-valk on oluline ka rakuliste sihtmärkvalkude lõikamisel.

			3D-valk on pikornaviiruste replikatsioonikompleksi katalüütiline allühik – RNA-st sõltuv RNA polümeraas (ingl RNA-dependent RNA polymerase, RdRp). Erinevalt enamikust teistest RNA genoomsete viiruste RdRp-dest on pikornaviiruse 3D-valk praimerist sõltuv ensüüm, see tähendab, ta vajab RNA sünteesi algatamiseks praimerit. Ruumilise struktuuri poolest sarnaneb pikornaviiruste 3D-polümeraas teiste RdRp-dega, omades tüüpilist „parema käe“ tüüpi konformatsiooni milles on eristatavad peopesa, pöidla ja sõrmede domeenid.

			 

			Infektsioonitsükli algus: rakule seondumine ja rakku sisenemine

			Pikornaviirustel ei ole looduses vektoreid ning ülekanne toimub väliskeskkonna (saastunud objektide ja/või piisknakkuse) kaudu. Näiteks polioviiruse ja FMDV puhul võib nakkuse allikaks olla reostunud vesi või toit; rinoviirused levivad aga aerosoolide kujul või piisknakkusena.

			Infektsioonitsükkel algab virioni seondumisega raku pinnaretseptorile. Erisugused pikornaviirused kasutavad retseptoritena väga erinevaid peremeesraku pinnamolekule; samas võivad erinevatest perekondadest pärit pikornaviirused kasutada ka samu retseptoreid või isegi jagada neid teistesse sugukondadesse kuuluvate viirustega. Näiteks on raku pinnamolekul CD55 Coxsackie viiruste A ja B, echoviiruste ja enteroviiruse 70 retseptoriks; polioviiruse retseptorit CD155 (polioviiruse retseptor, PVR) kasutab rakku sisenemiseks ka osa alfaherpesviiruseid ning mitmete Coxackie viiruste retseptorit CAR (ingl Coxsackie-Adeno Receptor) kasutab rakule seondumiseks ka enamik adenoviiruseid. Mõnede pikornaviiruste jaoks piisab rakku sisenemiseks ühest retseptorist, teised vajavad ka abiretseptori(te) olemasolu. Mõned kindlakstehtud pikornaviiruste retseptorite näited:

			-FMDV – vitronektiin (integriinimolekul);

			-polioviirus – CD155 (immunoglobuliini-sarnane molekul);

			-entsefalomüokardiidi viirus – VCAM-1 (immunoglobuliini-sarnane molekul);

			-enamus rinoviiruseid (vähemalt 91 serotüüpi) – ICAM-1 (immunoglobuliini-sarnane molekul;

			-osa rinoviiruseid (vähemalt 10 serotüüpi) – LDL (madala tihedusega lipoproteiini)-retseptor; 

			-rinoviirus 87 – siaalhape;

			-enteroviirus 70, Coxsackie viirus 21 – CD55 (faktor komplemendi kaskaadist);

			-Coxsackie viirused B1-B6 – CAR;

			-echoviirused – FcRn molekul. 

			Polio- ja rinoviiruste virionis vastutab retseptori sidumise eest kanjoni struktuuri põhjas olev hüdrofoobne tasku, mis sisaldab rakust pärit lipiide. Need pikornaviirused, mille kapsiididel ei ole kanjonilaadset struktuuri, seondavad oma retseptorit virioni pinna peal olevate „silmuste“ abil. Näiteks FMDV puhul seondub Arg-Gly-Asp-jääkidest koosnev „silmus“ VP1-valgus raku pinnal asuvale vitronektiiniretseptorile.

			Pärast retseptoriga seondumist vabastatakse viiruse genoom raku tsütoplasmasse. Polioviiruse puhul on selle protsessi esimeseks etapiks oletatavasti endotsütoos. Samas ei vaja polioviirus oma genoomi rakku sisestamiseks pH taseme langust: virioni interaktsioon PVR-retseptoriga toob kaasa rea muutusi, mille tulemuseks on kapsiidi järkjärguline lahtipakkimine. Esimesena väljub virionist VP4-valk ning selle tagajärjel paigutub VP1-valgu N-ots kapsiidi välispinnale. VP1-valgu N-otsapoolne osa on väga hüdrofoobne, mis võimaldab sellel tungida rakumembraani lipiidsesse kaksikkihti. Nende protsesside tulemusena moodustub rakumembraani läbiv kanal, mille kaudu genoomne RNA väljub virionist ja siseneb nakatatud raku tsütoplasmasse (Joonis 10). Sellised mehhanismid pole omased kõikidele pikornaviirustele. Näiteks siseneb FMDV rakku samuti retseptorivahendatud endotsütoosi teel, kuid viiruse genoom vabaneb virionist pH-st sõltuvat mehhanismi kasutades: endosoomide madala pH juures laguneb FMDV kapsiid pentameerideks, genoomne RNA vabaneb ning liigub tsütoplasmasse. 

			 

			Genoomse RNA translatsioon ja liitvalgu protsessimine

			Vahetult pärast genoomse RNA vabanemist raku tsütoplasmasse eemaldatakse rakuliste fosfodiesteraaside poolt genoomi 5’-otsas olev VPg-valk. Sellest järeldub, et pikornaviiruste VPg ei saa 5’-cap-struktuuri puudumist kompenseerida. Seetõttu transleeritakse pikornaviiruste RNA IRES-i vahendatud mehhanismi kasutades: RNA seondumine ribosoomi 40S allühikule toimub otseselt IRES-i struktuuri kaudu. Tüüp I IRES-i puhul (rino- ja enteroviirused) järgneb RNA seondamisele selle skannimine IRES-ist allapoole kuni uORF-i või peamise ORF AUG-koodonini; tüüp II IRES-i puhul (afto- ja kardioviirused) kuulub AUG-koodon IRES-i koostisesse ning 40S allühik seondub sellega otseselt (Joonis 105). Pikornaviiruste sisemises translatsiooni initsieerimises osalevad peale IRES-i elementide ka rakulised translatsiooni initsiatsioonifaktorid; sageli on vajalik peaaegu täielik komplekt selliseid faktoreid. Erandiks sellest reeglist on alati eIF4E, mis raku mRNA-de puhul vastutab 5’-cap-struktuuri seondamise eest. Siiski on selge, et erinevatesse perekondadesse kuuluvate pikornaviiruste – ja erinevat tüüpi IRES-elementide – puhul osalevad translatsiooni initsieerimises mõnevõrra erinevad faktorid. Peale translatsiooni initsiatsiooni faktorite pole siiani leitud mingit muud rakulist valku, mis oleks kõikide viiruslike IRES-ite funktsioneerimiseks universaalselt hädavajalik. IRES-elemendi aktiivsuse jaoks vajalikke rakulisi partnereid ühendab see, et nad on kõik RNA-d siduvad valgud, mis on võimelised moodustama multimeere ning võivad kontakteeruda IRES-iga mitmes kohas. Seega toimivad rakulised valgud, sealhulgas translatsiooni initsiatsioonifaktorid, pigem RNA šaperonidena, aidates kujundada IRES-i struktuuri nii, et see saaks efektiivselt ja otseselt translatsioonimasinale seonduda.

			Pikornaviiruste valgud, välja arvatud uORF-valk, sünteesitakse esmalt ühe pika liitvalguna (eelvalguna). Järgneb liitvalgu lõikamine (töötlemine ehk protsessimine) vahevormideks ja siis üksikvalkudeks. Seda teostavad viiruse poolt kodeeritud proteaasid (Joonis 104) ja see protsess algab juba liitvalgu sünteesi käigus. Pikornaviiruste genoomid kodeerivad kahte või kolme proteaasi (L, 2A ja 3C/3CD). Proteolüüsiprotsess on hästi reguleeritud ja erinevaid lõikesaite lõigatakse eri aegadel ja erisuguse efektiivsusega. Esmase proteolüüsi käigus moodustub kolm vahevormi, mida algul nimetati P1-, P2- ja P3-liitvalkudeks; selle alusel jagatakse ka edasise protsessimise produktid kolme rühma (Joonis 104). Kõigepealt lõikab algset liitvalku P1- ja P2-regioonide vahel kas 2A-proteaas (polioviirus) või 3C-proteaas (afto- ja kardioviirused). Edasi toimub 3CD-proteaasi autokatalüütiline vabanemine. 3CD lõikab P1-liitvalgu VP0-, VP3- ja VP1-valkudeks. 3CD- ja 3C-proteaasid teostavad ka ülejäänud lõikamised P2- ja P3-liitvalkudes. Viimasena toimub VP0-valgu autokatalüütiline lõikamine VP4- ja VP2-valkudeks, see leiab aset virionide valmimisel.

			Pikornaviiruste valgusünteesi strateegia vaatlemine tekitab paratamatult küsimuse: „Miks nii?“ Näiliselt puudub siin ju igasugune regulatsioon – kõik valgud sünteesitakse samal ajal ja ekvimolaarsetes kogustes. Oleme juba näinud, et paljud viirused (nt faag MS2, ptk II.1) näevad kõvasti vaeva selle nimel, et ekspresseerida viiruse valke selleks sobival ajal ja vajalikes hulkades. Miks siis pikornaviirused seda ei tee? Praeguseks on selgunud, et vähemalt osa pikornaviiruseid reguleerivad valkude sünteesi 2A-valgu kontrollitud ribosoomse raaminihke abil. See toimib järgmiselt.

			-Infektsiooni alguses sünteesitakse ainult terviklikku (täispikka) liitvalku. Üks selle lõikamise produkte on 2A-valk.

			-2A-valk koguneb rakku. Kui tema kontsentratsioon saavutab kriitilise taseme, seondub 2A genoomses RNA-s asuvale raaminihke signaalile, mis paikneb üsna tihedalt 2A-valku kodeeriva järjestuse järel. Selle tulemusena raaminihkesignaal aktiveerub.

			-Aktiveerunud raaminihkesignaal põhjustab liitvalku transleerivate ribosoomide ülekandumise alternatiivsele ja palju lühemale lugemisraamile; selle tulemusena termineeritakse translatsioon üsna raaminihkesignaali läheduses. 

			-Protsess on väga efektiivne ja seetõttu sünteesitakse hilises infektsioonis peamiselt struktuurivalke VP1-VP4, mis on vajalikud virioni moodustamiseks, ja 2A-valku, mis on raaminihke regulaator. Muid mittestruktuurseid valke sünteesitakse hilises infektsioonis palju väiksemates kogustes.

			Seega on vähemalt osal pikornaviirustel olemas ajaline ja proportsionaalne valgu sünteesi regulatsioon. Samas pole praegusel ajal kindel, et kõigil pikornaviirustel on selline või mõni teistsugune regulatsioonimehhanism. Seega võib oletada, et ühe liitvalgu süntees ja selle protsessimine on hea strateegia ehk see peab andma viirusele mingeid eeliseid. Kuid milliseid nimelt? Ühest vastust siin paraku ei ole. Võimalik, et selle strateegia peamiseks eeliseks on lihtsus: see on kõige lihtsam viis üle saamaks asjaolust, et eukarüootsed RNA-d on funktsionaalselt monotsistroonsed. Ilmselt pole see aga ainus argument. Tegelikult on siin olemas ka täiendav regulatsioon, mis ei väljendu küll valkude erinevas ekspressiooniajas, vaid valmisvalkude erinevas moodustamise kiiruses; see tuleneb liitvalgu lõikamise regulatsioonist. Peale selle võimaldab liitvalkude ekspresseerimise strateegia viirusel toota ka funktsionaalselt tähtsaid lõikamise vahevorme, milleks on pikornaviiruste puhul 2BC-, 3AB- ja 3CD-valgud. Nagu ülal kirjeldatud, on niisugustel valkudel unikaalsed omadused, suurendades sellega erinevate funktsioonidega viirusevalkude hulka. Igatahes, kas nendel ja/või muudel põhjustel on liitvalkude tootmine ja lõikamine igati edukas strateegia, mille kasutamist näeme peale pikornaviiruste veel ka paljudes teistes viiruserühmades.

			 

			RNA replikatsioon

			Igal positiivse polaarsusega RNA-viirusel on vaja lahendada üks ja seesama probleem: viiruse RNA genoom on matriitsiks nii viiruse valkude sünteesil kui ka temale komplementaarse negatiivse polaarsusega RNA sünteesil. Paraku liiguvad neid sünteese läbiviivad kompleksid piki matriitsi eri suundades: ribosoomid 5’ → 3’-suunas ja replikaas 3’ → 5’-suunas. Seetõttu on selge, et mõlemat samal ajal teha ei saa: toimuks kokkupõrge ja midagi head see viirusele kaasa ei tooks. Et positiivse polaarsusega RNA-viiruste infektsioon algab alati translatsioonist, taandub probleemi lahendus küsimusele: „Kuidas vabastada genoomne RNA seda transleerivatest ribosoomidest?“ Enamiku viiruste puhul ei ole vastus sellele küsimusele teada. Pikornaviirused on meeldivaks erandiks: mehhanism, millega matriits vabastatakse ribosoomidest, on mitmete pikornaviiruste puhul üsna hästi tuntud. Minemata detailidesse, on sündmused järgmised. Nagu mainitud, osalevad IRES-ist sõltuvas translatsioonis mitmed peremeesraku päritolu valgud, mis seonduvad IRES-i struktuurile. Viirus aga kodeerib proteaase, mis lõikavad peale viiruse enda liitvalkude ka rakulisi valke. Nii ongi näidatud, et infektsiooni kulgedes lõikavad viiruse proteaasid ka IRES-i struktuurile seondunud raku valke. Selle tulemusena muutub sellel elemendil paikneva kompleksi struktuur nii, et ribosoomid ei saa enam RNA-matriitsile seonduda. Selle tõttu vabaneb genoom teda transleerivatest ribosoomidest ning on valmis minema RNA replikatsiooni.

			Pikornaviiruste RNA süntees (replikatsioon) toimub replikatsioonikompleksides, mille moodustumises osalevad kõik viiruse mittestruktuursed valgud. Replikatsioonikompleksi katalüütiliseks allühikuks on 3D RNA polümeraas, mille aktiveerimiseks on vajalik interaktsioon 3AB-eelvalguga. 3AB-polüpeptiid on ka VPg allikaks. VPg omakorda algatab mõlema polaarsusega RNA-ahelate sünteesi ning kinnitatakse seetõttu nii positiivse kui ka negatiivse RNA-ahela 5’-otsa.

			Negatiivse RNA-ahela süntees algab genoomi 3’-otsa, 3CD-proteaasi ja genoomi 5’- otsas asuva ristikheinalehesarnase struktuuri interaktsioonist (Joonis 106A). Toimub genoomi tsirkulariseerimine ja tekib ribonukleoproteiinikompleks, mille sees VPg (3B-valgu) kolmas türosiin uridüleeritakse 3D-polümeraasi poolt. VPg lõigatakse 3AB-eellasvalgu küljest ära ning moodustub VPg-pUpU praimer (Joonis 106B). Seda praimerit kasutataksegi RNA sünteesi alustamiseks: praimer paigutatakse vastastikku genoomi 3’-otsas paikneva polü(A)sabaga; sellele järgneb negatiivse ahela süntees genoomi 5’-otsa suunas (Joonis 106B, C). Praimeri sünteesimisel ja RNA sünteesi käivitamise protsessis osalevad ka rakulised (nt PCBP2) ja teised viiruse valgud (nt 2C-valk). Elongatsiooni alustamisel ribonukleoproteiinikompleks laguneb, selle abil välditakse korduvat negatiivse ahela sünteesi initsieerimist. Pikornaviiruse RNA süntees on kiire ja kestab alla minuti. Selle tulemuseks on tõenäoliselt kaheahelalise RNA-dupleksi (dsRNA) tekkimine, mille moodustavad positiivne ja temaga paardunud negatiivne ahel (Joonis 106D). 

			Positiivse ahela süntees toimub dsRNA matriitsil, praimeriks on ka siin VPg-pUpU. Paraku ei saa seda praimerit enam sünteesida samal moel, nagu tehti negatiivse ahela sünteesi initsieerimisel: matriitsiks on nüüd dsRNA. Sellepärast kasutatakse Vpg-pUpU sünteesiks matriitsina ka genoomi kodeerivas alas asuvat lühikest CRE-järjestust (ingl cis-acting replication element). See kujutab endast juuksenõelastruktuuri, mille silmus sisaldab järjestust AAACA. CRE-element interakteerub 3CD-valgu ja genoomi 5’-otsas paikneva ristikheinalehe struktuuriga, moodustades ribonukleoproteiinikompleksi, mis interakteerudes 3AB-ga vabastab VPg ja 3D-polümeraasi, mille koostoime viib uridüleeritud VPg-pUpU praimerite kogunemisele (Joonis 106B). See protsess leiab aset veel enne negatiivse ahela sünteesi ja samal ajal selle algusega ning lõpeb, kui negatiivse ahela elongatsiooniprotsess jõuab CRE-järjestuseni, sest see viib dsRNA moodustamisele ja koos sellega ka ribonukleoproteiinikompleksi lagunemisele (Joonis 106C). Ehkki pikornaviiruse RNA süntees on kiire, on praimimisprotsessi läbiviimiseks aega siiski rohkem kui piisavalt: ühe negatiivse ahela sünteesi initsieerimise / algse elongatsiooni käigus sünteesitakse umbes 500 VPg-pUpU molekuli. Need VPg-pUpU molekulid initsieerivad positiivse RNA-ahela sünteesi tänu praimerisse kuuluvate U-jääkide komplementaarsusele adenosiinijääkidega negatiivse ahela 3’-otsas (Joonis 106D). Ühelt negatiivselt ahelalt saab samal ajal sünteesida mitut positiivset RNA-d; selle ja teiste mehhanismide koostoime tulemusena sünteesitakse positiivseid ahelaid 30–70 korda rohkem kui negatiivseid. RNA-de sünteesil osalevad peale VPg ja 3D-polümeraasi ka teised viirusevalgud: 2A, 2B, 2BC, 2C (ATPaas).
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			Joonis 106. Pikornaviiruste RNA süntees. A. Negatiivse RNA-ahela sünteesi initsiatsioon. B. VPg (3B-valgu) uridüülimine CRE-elemendil (praimerite süntees). C. Negatiivse ahela elongatsioon ja CRE-elemendil toimuva VPg uridüülimise lõpetamine. D. Positiivse RNA-ahela sünteesi initsiatsioon. 

			 

			Pikornaviiruse RNA replikatsioon toimub raku tsütoplasmas siledapinnalistel membraanidel (ER, Golgi kompleks), millest moodustuvad topeltmembraaniga vesiikulid. Replikatsioonikompleksid ankurdatakse membraanide külge viiruseliste 2C- ja 3AB-valkude abil. Erinevalt alfa- ja flaviviirustest ei toimu RNA süntees moodustunud vesiikuli sees, vaid selle välispinnal. Rakkudes on võimalik detekteerida kolme tüüpi viiruselist RNA-d: üheahelaline positiivse polaarsusega genoomne RNA (domineeriv vorm), replikatiivne vorm (RF), milleks on kaheahelaline RNA, mis koosneb positiivse ja negatiivse polaarsusega täispikast ahelast, ja replikatsiooni intermediaat (RI), milleks on täispikk negatiivse polaarsusega RNA, mille küljest hargneb 6–8 parajasti sünteesitavat positiivset ahelat. 

			Pikornaviiruste positiivsete ahelate süntees on väga efektiivne: ühes rakus sünteesitakse kuni 400 000 sellist RNA molekuli. Genoomsed RNA-d rakus on kahte tüüpi: VPg-ga ja ilma VPg-ta. See tuleneb asjaolust, et varases infektsioonis eemaldatakse VPg sünteesitud viiruse RNA 5’-otsast rakulise valgu (ingl unlinking enzyme) poolt. See on omamoodi signaaliks, mis määrab RNA edaspidise rolli: selliseid molekule kasutatakse ribosoomide poolt uute viirusevalkude transleerimiseks, s.t, et nad käituvad mRNA-dena. Kuigi sellised RNA-d säilitavad oma infektsioonilisuse, viiruspartiklitesse neid molekule ei pakita. Hilises infektsioonis, kui sünteesitud genoomsete RNA-de hulk suureneb, jääb rakulise ensüümi hulk VPg-de eemaldamiseks liiga väikeseks. Selle tagajärjel moodustuvad VPg-ga RNA-genoomid, mis suunatakse pakkimisele uutesse virionidesse.

			 

			Pikornaviiruste geneetilise mitmekesisuse põhjused

			Sarnaselt teiste RNA-genoomsete viirustega on pikornaviirustele iseloomulik suur replikatsioonil tekkivate vigade sagedus. See tuleneb asjaolust, et nende RNA polümeraasil puudub sünteesi käigus tekkivate vigade parandamise võime (proofreading’u aktiivsus). Pikornaviiruste RNA polümeraas teeb sünteesi käigus vigu, millest tavalisemad on nukleotiidide asendused, sagedusega umbes üks viga 1000–10000 nukleotiidijäägi kohta. Seetõttu eksisteerivad pikornaviirused, nagu ka teised RNA kaudu replitseeruvad viirused, nakatatud organismis kvaasiliikidena ehk mitmete mõnevõrra erineva järjestusega genoomide seguna. Arvatakse, et selline suur vigade sagedus aitab viiruse populatsioonil selektsioonisurve tingimustes, näiteks antiviraalsete preparaatide kasutamisel, ellu jääda.

			Teiseks geneetilise muutlikkuse põhjuseks on RNA rekombinatsioon ehk nukleotiidsete järjestuste vahetus erinevate RNA-molekulite vahel. Esimest korda kirjeldati seda nähtust just kahe erineva polioviiruse tüvega nakatatud rakkudes; hiljem leiti, et see on tavaline ka teiste positiivse ja negatiivse RNA-genoomiga viiruste puhul. Katseliselt on kindlaks tehtud, et kahe samasse serotüüpi kuuluva pikornaviiruse genoomi omavahelise rekombinatsiooni tõenäosus ühe infektsioonitsükli jooksul on 10–20%. Rekombinatsiooni sagedus sõltub rekombineeruvate RNA-de järjestuste sarnasusest; nii on rekombinatsiooni tõenäosus erinevatesse serogruppidesse kuuluvate pikornaviiruste puhul umbes 100 korda väiksem kui samasse serogruppi kuuluvate viiruste puhul. Rekombinatsioon leiab aset ka loomuliku infektsiooni käigus. Näiteks on kirjeldatud kolme polioviiruse serotüüpi sisaldava Sabini poliovaktsiini tüüpidevahelised rekombinandid, mida eraldati vaktsineeritud isikute soolestikust. Rekombinatsioon toimub enamasti RNA sünteesi, täpsemalt RNA negatiivse ahela sünteesi käigus, copy-choice-mehhanismi kaudu. Selle mehhanismi puhul alustab RNA polümeraas uue RNA molekuli sünteesi ühel matriitsahelal, „hüppab“ sünteesi käigus, haarates kaasa ka sünteesitud RNA lõigu, üle algse RNA-ga homoloogsele matriits-RNA-le ning jätkab seal sünteesi. Matriitsi vahetuse põhjus pole teada, kuid arvatakse, et see võib olla tingitud pausidest RNA polümeraasi töös. Peale copy-choice-rekombinatsiooni esineb pikornaviirustel, ehkki oluliselt harvemini, ka RNA sünteesist sõltumatut rekombinatsiooni.

			 

			Virionide moodustumine ja vabanemine

			Niipea, kui nakatunud rakkudes koguneb piisavalt palju viiruse kapsiidivalke ja uusi RNA genoome, hakkavad moodustuma uued virionid. Nagu ülal kirjeldatud, lõigatakse P1-eellasvalk VP0-, VP1- ja VP3-valkudeks, mis üksteisega assotsieerudes moodustavad kõigepealt protomeerid ja seejärel nendest pentameerid. Viimased seondavad genoomset RNA-d ning assotsieeruvad provirionideks. Pärast VP0 lõikamist VP2-ks ja VP4-ks küpseb partikel lõplikult infektsiooniliseks virioniks. Pikornaviiruste genoomse RNA pakkimine on tugevalt spetsiifiline ning on seotud RNA sünteesiga; spetsiifilist pakkimissignaali pole seni veel leitud. Värskelt sünteesitud genoomsed RNA-d pakitakse kapsiididesse umbes 5 minuti jooksul.

			Üks pikornaviiruse replikatsioonitsükkel võtab sõltuvalt viirusest, temperatuurist, raku tüübist ning infektsiooni kordsusest u 5–10 tundi. Polioviiruse virionid võivad väljuda väliskeskkonda raku purunemisel ja/või uORF-valgu abil. Mõnede pikornaviiruste (HAV) virionid vabanevad ilma tsütopaatilist efekti tekitamata, omandades selleks tõenäoliselt (ajutise) membraani.

			 

			Pikornaviiruse infektsiooni mõju peremeesrakkudele

			Praktiliselt kõigi pikornaviiruste puhul viib nende infektsioon peremeesraku makromolekulide sünteesi muutusteni. Erandiks on siin persistentset nakkust põhjustavad viirused (nt HAV), mille interaktsioonidest peremeesrakkudega ja viiruse mõjust peremeesrakkudele on vähem teada. Pikornaviirusinfektsiooni mõjusid peremeesrakule on kõige paremini kirjeldatud polioviiruse puhul: on näidatud, et pärast viiruse sisenemist ja replikatsiooni algust toimuvad väga lühikese aja (mõne tunni) jooksul raku metabolismis drastilised muutused.

			1.Rakulise RNA sünteesi mahasurumine. Blokeeritakse kõiki kolme raku RNA polümeraasi. Suurt rolli selles protsessis mängib viiruse 3C-proteaas, mis lõikab transkriptsionifaktorit TF-IID, mis on kõigil raku RNA polümeraasidel ühine. Aftoviirustel (FMDV) lõikab 3C-proteaas histooni H3, mis on seotud transkriptsiooniliselt aktiivse kromatiiniga. 3C-proteaas surub maha ka RNA polümeraas I ja RNA polümeraas III aktiivsust, lõigates nende jaoks vajalikke transkriptsioonifaktoreid.

			2.Nakatatud rakus blokeeritakse rakuliste mRNAde cap’ist sõltuv translatsioon. Võtted, kuidas pikornaviirused seda saavutavad, on erinevad.

			-Entero- ja rinoviiruste 2A-valk ning aftoviiruste liidervalk lõikavad raku eIF-4G- valku. eIF-4G-valk on translatsiooni initsiatsiooni faktor, mis seob üksteisega mRNA 5’-otsas paiknevat cap-struktuuri äratundvat eIF-4E-valku ja ribosoomi 40S allühikuga seotud translatsioonifaktoreid. Selle valgu lõikamise tulemusena peatatakse peremeesraku cap’ist sõltuv translatsioon ning aktiveeritakse viiruse cap’ist sõltumatu IRES-elemendi kaudu kulgev RNA translatsioon.

			-Teiste pikornaviiruste puhul (nt kardioviirustel) toimub cap’ist sõltuva translatsiooni blokeerimine eIF-4E-faktori seondamise ja sekvestratsiooni kaudu. Selle tagajärjel ei ole eIF-4E võimeline seonduma rakulise mRNA 5’ cap-struktuuriga.

			-Pikornaviiruste 2A- ja 3C-valgud on võimelised lõikama ka raku polüA-järjestust siduvat valku (PABP); ka see lõikamine takistab translatsiooni initsieerimist.

			3.Peatatakse raku DNA süntees. Tõenäoliselt on see transkriptsioonilise ja translatsioonilise bloki kaudne tulemus.

			Nimetatud efektide tulemusena saavutatakse olukord, kus praktiliselt kõik peremeesraku metaboolsed ressursid on suunatud pikornaviiruse genoomi replikatsiooniks ja viiruse valkude ekspressiooniks. Rakus toimuvad visuaalselt jälgitavad muutused (tsütopaatilised efektid): tuumakesed kaovad ära ning kromatiin koguneb tuumamembraani lähedusse; 2–3 tundi pärast nakkust moodustuvad tsütoplasmaatilised membraansed vesiikulid; lüsosoomide ensüümid jagunevad rakus ümber, muutub membraanide läbilaskvus, mille tulemusena lekivad rakusisesed komponendid väljapoole rakku ning rakk „kortsub“. Mõningad tsütopaatilised efektid (kromatiini kondenseerimine, tuuma deformatsioon), sarnanevad apoptoosiga, kuid nende tekkimisele viivad rajad erinevad. Produktiivse infektsiooni puhul kultiveeritavates rakkudes blokeerivad pikornaviirused rakkude apoptoosi. Samas, viiruse replikatsioon in vivo ning kesknärvisüsteemi kahjustus polioviirusega nakatatud hiirtel on seotud viiruse indutseeritud apoptoosiga. Apoptoosi indutseerimises on tähtis roll polioviiruse proteaasidel 2A ja 3C ning 2C-valgul. Selline käitumine – sõltuvalt tingimustest kas apoptoosi indutseerimine või selle inhibeerimine – on iseloomulik paljudele viirustele, mitte ainult pikornaviirustele.

			 

			Pikornaviiruste praktiline rakendamine

			Sugukonda Picornaviridae kuuluvatest viirustest on pärit efektiivsed vaktsiinid polioviiruse ja HAV vastu. Polioviirusevastased vaktsiinid olid esimesed vaktsiinid, mida valmistati koekultuuri kasutades. Nii saadi kaks siiani kasutusel olevat vaktsiini: inaktiveeritud viirus (ingl inactivated poliovirus vaccine, IPV), mille töötas välja Jonas Salk ja mida manustatakse süstimise teel, ning Albert Sabin’i väljatöötatud nõrgestatud elusviirus, mida manustatakse suu kaudu (ingl oral poliovirus vaccine, OPV). Polioviirusevastane vaktsiin kuulub rutiinsesse laste vaktsineerimise skeemi. OPV eelisteks on suukaudse manustamise lihtsus; kolme manustamiskorra järel tekib pikaajaline immuunsus kõigi kolme polioviiruse serotüübi vastu. Probleemiks on aga asjaolu, et vaktsiinitüved pääsevad väljaheitega väliskeskkonda ja levivad edasi ning et harva võib vaktsiiniks kasutatav viirus tekitada ka paralüütilist poliomüeliiti. Seepärast kasutatakse tänapäeval enamasti IPV-d, ehkki see on vähem efektiivne. Ka HAV-vastane vaktsiin on inaktiveeritud viirus. See on väga efektiivne ja annab immuunkaitse kahe süstimise tulemusena. Selle vaktsiini kasutamine on näidustatud inimestele, kes reisivad A-hepatiidist ohustatud paikadesse.

			Pikornaviiruste kasutamine ekspressiooni- või geeniteraapia vektoritena on piiratud nende väikese mahutavuse ja geneetilise ebastabiilsuse tõttu. Samas, biotehnoloogias on laialdaselt kasutust leidnud pikornaviiruste RNA-dest pärinevad IRES-elemendid ja FMDV 2A-peptiidi autokatalüütilised omadused. IRES-elemente kasutatakse bi- ja tritsistroonsete ekspressioonikassettide konstrueerimiseks, mis võimaldavad kahe või kolme valgu tootmist ühelt mRNA-lt. Sagedamini kasutatakse selleks I tüüpi (polioviirus) ja II tüüpi (entsefalomüokardiidiviirus) IRES elemente, kuna need on kõige tugevamad translatsiooni initsiaatorid. Ka FMDV-lt pärit lühikest 2A-järjestust kasutatakse mitme valgu samaaegseks tootmiseks. Selleks lisatakse erinevaid valke kodeerivate järjestuste vahele 2A-peptiidi kodeeriv järjestus; translatsiooni käigus lõikab 2A-valk ennast järgneva valgu N-otsa küljest lahti ja selle tulemusena tekivad eraldi valguproduktid.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Missugune on pikornaviiruste virioni ehitus ja kus paiknevad retseptorit siduvad saidid?

			2.Kuidas on organiseeritud pikornaviiruste genoomid, missugune on nende viiruste valkude kodeerimise strateegia?

			3.Kuidas toimub pikornaviiruste genoomi translatsioon ja mis on IRES-elemendi funktsioon selles?

			4.Kuidas toimub pikornaviiruste RNA replikatsioon?

			5.Milline on pikornaviiruste infektsiooni mõju peremeesraku metabolismile?

			6.Milliseid pikornaviiruste genoomi elemente ja milleks geenitehnoloogias kasutatakse?

		

	
		
			II.9. KALITSIVIIRUSED: SUGUKOND CALICIVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Sugukonda Caliciviridae kuulub üksteist viiruste perekonda, sealhulgas perekonnad Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, Lagovirus ja Vesivirus. Noro- ja sapoviirused on olulised inimese patogeenid, põhjustades ägedat sporaadilist ja epideemilist gastroenteriiti. Kalitsiviirustel on ikosaeedriline ümbriseta virion ning positiivse polaarsusega RNA- genoom, mille pikkus on 7,3–8,5 tuhat nukleotiidijääki. Genoomi 5’-otsas paikneb kovalentselt seotud VPg-valk ning genoomi 3’-ots on polüadenüülitud. Genoomis on kaks või kolm lugemisraami. 5’-otsapoolne ORF kodeerib mittestruktuurseid ja 3’-otsapoolsed ORFid struktuurivalke. Replikatsioonitsükkel on väga kiire. RNA-d sünteesitakse raku tsütoplasma membraanidel. Genoomse RNA matriitsil sünteesitakse negatiivne RNA-ahel mis on omakorda matriitsiks uute genoomsete ja subgenoomsete RNA-de sünteesil. Bitsistroonselt subgenoomselt RNA-lt transleeritakse struktuurivalke. Uued virionid pannakse kokku tsütoplasmas ja nad vabanevad nakatatud rakkude purunemisel. 

			 

			Kalitsiviirused põhjustavad nii inimestel kui ka loomadel mitmesuguse raskusega haiguseid. Meditsiiniliselt on kõige aktuaalsemad noroviiruste infektsioonid. Need viirused levivad peamiselt suu kaudu (fekaal-oraalne levikutee) ja nende peamiseks replikatsioonikohaks organismis on mao- ja peensoolelimaskesta epiteelirakud. Spetsiifiline ravi ja vaktsiin puuduvad; arendamisel on viiruselaadsetel partiklitel põhinevad vaktsiinikandidaadid.

			Norwalki viirus (NV) avastati 1972. aastal. Siinkohal tasub mainida, et 20. sajandi keskel uuriti viiruslike gastroenteriitide etioloogiat peamiselt vabatahtlikel patsientidel – seda põhjusel, et neid haiguseid põhjustavaid viiruseid ei olnud võimalik rakukultuuris paljundada. NV sai oma nime sellest, et vabatahtlikele suu kaudu manustatud filtreeritud (bakterivaba) materjal oli kogutud 1968. aastal Norwalkis (Ohio, USA) asetleidnud viirusepuhangu käigus. Elektronmikroskoopia abil õnnestus näidata, et nakatatud isikute väljaheites leidus virione (Joonis 107), mis osutusid seotuks ägeda gastroenteriidi tekkimisega.
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			Joonis 107. Norwalki viiruse partiklid, mis pärinevad ägeda gastroenteriidi patsiendi väljaheitest (elektronmikroskoopia). Foto: Wikimedia Commons.

			 

			Klassifikatsioon

			Sugukond Caliciviridae kuulub koos sugukondade Dicistroviridae, Ilfaviridae, Marnaviridae, Polycipiviridae, Picornaviridae, Solinviviridae ja Secoviridae seltsi Picornavirales (ICTV, august 2020. a); selts Picornaviriales kuulub klassi Pisoniviricetes, hõimkonda Pisuviricota, riiki Orthornavirae valdkonnas Riboviria. Praegu klassifitseeritakse kalitsiviirused 11 perekonda kuhu kuulub kokku 13 viiruste liiki. Nende hulgas on kõige olulisemad järgmistesse perekondadesse kuuluvad inimese ning loomade patogeenid.

			-Norovirus. Tüüpesindaja on ülalmainitud NV, mis on põhiline ägeda viirusliku gastroenteriidi puhangute põhjustaja üle maailma.

			-Sapovirus. Tüüpesindaja on Sapporo virus (SaV), mis avastati 1977. aastal Jaapanis Sapporo linnas. Tekitab samuti ägedat gastroenteriiti, kuid võrreldes noroviirustega on seda viirust oluliselt harvem. Sapoviiruseid on leitud ka loomadel: sigadel ja naaritsatel.

			-Lagovirus. Tüüpesindaja on Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV). Nagu nimestki näha, põhjustab see viirus küülikutel hemorraagilist palavikku, mis on sageli fataalne. Seni on lagoviiruseid leitud vaid küülikutel ja jänestel.

			-Nebovirus. Esindaja on Newbury-1 virus (NBV), mis põhjustab veistel nekrootilist hepatiiti.

			-Vesivirus. Vesiviirused on üsna laialt levinud ning neid on leitud ka veistel, sigadel, mereloomadel, koertel, ahvidel, lindudel ja roomajatel. Tüüpesindaja on Vesicular exanthema of swine virus (VESV), teine tunnustatud esindaja on Feline calicivirus (FCV), mis põhjustab kassidel hingamisteede põletikku. 

			Inimese kalitsiviiruste uurimist on raskendanud asjaolu, et kuni 2016. aastani ei suudetud neid viiruseid in vitro paljundada. Ka praegu on koekultuurisüsteemid, mis võimaldavad inimese noroviirust in vitro uurida, keerulised ja üsna ebaefektiivsed. Vastandina paljunevad vesiviirused (FCV), samuti hiirte noroviirus, koekultuuris hästi.

			 

			Virion, genoom ja geeniekspressioon

			Kalitsiviirustel on ümbriseta, T = 3 sümmeetriaga ikosaeedrilised virionid. Virioni kapsiid koosneb 90-st VP1-valgu dimeerist; kaarekujulised kapsomeerid ulatuvad kapsiidipinnalt välja, moodustades virioni välispinnal 32 hästi eristatavat õõnsat karikakujulist struktuuri, mis on andnud kalitsiviirustele nime (tuleneb ladinakeelsest sõnast calyx – karikas) (Joonis 108). Nagu on iseloomulik seedetrakti kaudu levivatele viirustele, on noroviiruste virionid happelises keskkonnas väga vastupidavad.
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			Joonis 108. Kalitsiviiruste virion koosneb 90-st VP1-valgu dimeerist, mis moodustavad virioni pinnal hästi eristatavaid karikakujulisi struktuure. A. Virioni 3-D struktuur (PDB 6GSH). B. Virioni ehituse skeem.

			 

			Kalitsiviiruste genoomiks on positiivse polaarsusega RNA molekul pikkusega 7,3–8,5 kb (Joonis 109). Genoomi 5’-otsas paikneb kõikidel kalitsiviirustel pGpU järjestus, mis on kovalentselt seotud VPg-valguga (15 kDa); genoomi 3’-otsas on 48–235 nukleotiidijäägipikkune 3’- UTR ning polü(A)-saba. Genoomi 5’-otsas asub ka lühike, 2–21 nukleotiidijäägipikkune konserveerunud regioon (ingl conserved region, CR), mille koopia paikneb genoomi sees enne subgenoomsete RNA-de kaudu ekspresseeritava regiooni algust. Sõltuvalt perekonnast sisaldavad kalitsiviiruste genoomid kahte või kolme avatud lugemisraami. Nagu ka teistel positiivse polaarsusega RNA-viirustel on ka kalitsiviiruste mittestruktuursed (replikaasi-) valgud kodeeritud genoomi 5’-otsapoolses osas, samal ajal kui struktuurivalke (VP1 ja VP2) kodeerivad regioonid paiknevad genoomi 3’-otsapoolses osas. Noro- ja vesiviirused kodeerivad VP1-valku eraldi lugemisraamis (ORF2); sapo-, lago- ja neboviirused kodeerivad VP1-valku mittestruktuurse polüproteiini jätkuna (Joonis 109B). 
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			Joonis 109. Kalitsiviiruste genoomi organisatsioon ja liitvalgu lõikamise skeem. A. Genoomse organisatsiooni üldskeem. Genoomi 5’-otsas on VPg ning 3’-otsas polü(A) järjestus. Mittestruktuursed valgud (sinine) on kodeeritud genoomi 5’- ja struktuurivalgud (roheline) 3’-otsapoolses regioonis. Konserveerunud järjestused (CR) asuvad genoomse ja subgenoomse RNA 5’-otsas. B. Peamine kapsiidivalk kodeeritakse kalitsiviirustel kas mittestruktuurse liitvalguga ühes lugemisraamis või eraldi lugemisraamis. C. ORF1-lt transleeritud liitvalk lõigatakse NS6-proteaasi poolt mittestruktuurseteks valkudeks NS1-7. Nooltega on näidatud NS6 lõikamiskohad: tumedad nooled – kalitsiviiruste seas konserveerunud lõikamissaidid; heledad nooled – saidid, mis protsessitakse erinevatesse perekondadesse kuuluvatel kalitsiviirustel erinevalt.

			 

			Kõigil kalitsiviirustel on genoomi 3’-otsa lähedal väike lugemisraam, mida sõltuvalt perekonnast tähistatakse kas ORF2 või ORF3. See ORF kattub osaliselt eelmise lugemisraamiga ning kodeerib minoorset struktuurivalku VP2.

			ORF1 kodeerib mittestruktuurset liitvalku (molekulmass umbes 200 kDa), mille viiruse tsüsteiinproteaas (NS6-valk) lõikab individuaalseteks mittestruktuurseteks valkudeks (NS1–NS7). Liitvalgu lõikamine on kiire ning toimub ko- ja posttranslatsiooniliselt. Individuaalsete valkude funktsioonid ja neile vastavad valgud pikornaviiruste sugukonnas (toodud sulgudes) on järgmised:

			-NS1 (2A) ~16 kDa – tundmatu funktsioon; samas on selle valgu vabanemine liitvalgu küljest replikatsiooniks vajalik.

			-NS2 (2B) ~23 kDa – tundmatu funktsioon; seda valku leidub membraansetes replikatsioonikompleksides ja see interakteerub NS3-, NS4-, NS6- ja NS7-valkudega.

			-NS3 (2C) ~37 kDa – pikornaviiruste 2C-sarnane NTPaas.

			-NS4 (3A) ~29 kDa – moodustab stabiilse kompleksi VPg’ga, eeldatavalt toimib VPg membraan-ankruna.

			-NS5 (3B) ~13 kDa – kalitsiviiruste VPg; osaleb RNA sünteesil praimerina ja on seetõttu kovalentselt seotud genoomse RNA 5’-otsale. Erinevalt pikornaviiruste VPg-st on kalitsiviiruste VPg vajalik ka viiruse mRNA-de translatsiooniks.

			-NS6 (3C) ~15 kDa – tsüsteiinproteaas; osaleb viiruse liitvalgu lõikamisel ja on võimeline lõikama ka mõningaid rakulisi valke.

			-NS7 (3D) ~58 kDa – kalitsiviiruste RdRp; moodustab NS6-ga ensümaatiliselt aktiivse kompleksi. In vitro tingimustes on NS7 RNA polümeraasne aktiivsus praimerist sõltumatu.

			Sapo-, lago- ja neboviirustel ekspresseeritakse peamine kapsiidivalk VP1 ORF1 poolt kodeeriva polüproteiini osana ning lõigatakse selle küljest NS6-proteaasi poolt lahti. Noro- ja vesiviirustel on VP1-kapsiidivalk kodeeritud ORF2 poolt ja ekspresseeritakse subgenoomse RNA vahendusel. Kalitsiviiruste subgenoomne RNA on bitsistroonne ja selle 5’-otsas on samuti VPg. Genoomi 3’-otsas asuv ORF kodeerib minoorset kapsiidivalku VP2. See valk ekspresseeritakse samalt subgenoomselt RNA-lt ribosoomse raaminihke abil. Võrreldes peamise kapsiidivalguga, sünteesitakse VP2-valku väikesel hulgal ja igas virionis on vaid kaks selle valgu koopiat. On näidatud, et VP2 interakteerub genoomse RNA-ga ja peamise kapsiidivalguga; seega ta võib ta osaleda genoomi pakkimisel ning virioni küpsemisel ja/või stabiliseerimisel.

			 

			Replikatsioonitsükkel

			Kalitsiviiruste replikatsiooonitsükkel on väga kiire ning uus virionide põlvkond moodustub juba mõni tund pärast raku nakatamist. Replikatsioonistrateegia sarnaneb teiste positiivse RNA genoomiga viiruste omaga.

			Rakku sisenemiseks kasutavad erinevad kalitsiviirused erisuguseid mehhanisme. Retseptoritest, mida kalitsiviirused rakkudele seondumiseks kasutavad, on kirjeldatud järgmisi: 

			-JAM-1 (Junction adhesion molecule-1 – vesiviirused);

			-salitsüülhappejääk (vesiviirused, noroviirused);

			-veregruppide süsivesikud (noroviirused, lagoviirused);

			-heparaansulfaat (noroviirused). 

			Virionide rakku sisenemisel ja lahtipakkimisel kasutavad kalitsiviirused kahte põhilist strateegiat: 

			-pH-st sõltuvat (vesiviirused): virionid sisenevad klatriinist sõltuva endotsütoosi kaudu;

			-pH-st sõltumatu (noroviirused): virionid sisenevad kolesteroolirikaste saarekeste kaudu ja dünamiin II mootorit kasutades.

			Rakku sisenemisele järgneb genoomi lahtipakkimine ja translatsioon. Kuna genoomil puudub cap-struktuur, vahendavad translatsiooni initsiatsiooni arvatavasti VPg ja raku translatsioonifaktoritevahelised interaktsioonid. Sünteesitakse mittestruktuursed valgud, millest osa interakteerub omavahel, rakuliste valkudega ja membraanidega, moodustades membraanidega seotud replikatsioonikomplekse. Peale replikatsiooni läbiviimise mõjutavad mittestruktuursed valgud ka raku elutegevust. Kalitsiviirusinfektsiooniga kaasneb raku mRNAde translatsiooni mahasurumine. Selles protsessis on oluline roll NS6-proteaasil, mis on võimeline lõikama translatsioonis osalevaid rakuvalke. 

			Nagu ka teiste positiivse RNA genoomiga viiruste puhul toimub kalitsiviiruste RNA replikatsioon rakumembraanidel, milllega kaasneb raku membraanivõrgustiku märkimisväärne ümberkorraldus. Kalitsiviiruste replikatsioonikompleksid paiknevad peamiselt perinukleaarsetel (NB! mitte tuumasisestel, vaid tuuma ümbritsevatel!) endoplasmaatilise retiikulumi, Golgi kompleksi ja endosoomide membraanidel. Replikatsiooni esimeseks etapiks on negatiivse RNA süntees, mis initsieeritakse genoomse RNA-ahela 3’-otsast. Negatiivne RNA moodustab genoomse RNA-ga dsRNA-dupleksi ja toimib matriitsina positiivse polaarsusega täispika genoomse RNA ja subgenoomse RNA, mille pikkus on 1/3 genoomi pikkusest, sünteesil. On näidatud, et subgenoomse promooteri järjestus asub negatiivsel RNA-ahelal umbes 50 nukleotiidijäägi võrra transkriptsiooni alguskohast ülalpool. Sarnaselt togaviirustega sünteesitakse subgenoomseid RNA-sid genoomse RNA-ga võrreldes suures ülehulgas. Ilmselt on see vajalik tagamaks kapsiidivalkude, eelkõige VP1-e, efektiivset sünteesimist. 

			Kalitsiviiruste virionid valmivad toimub kahes etapis. Kõigepealt assambleeruvad VP1- ja VP2-valgud stabiilseteks 15S- alamühikuteks. Järgnevalt seondavad need genoomse RNA; selleks vajalik pakkimissignaal asub kalitsiviiruste genoomse RNA 3’-otsas. Pakkimissignaali selline paiknemine võimaldab, erinevalt paljude teiste viiruste puhul asetleidvast, ka subgenoomse RNA virionidesse pakkimist. Selle tulemusena moodustuvad suure (genoomset RNA-d sisaldavad) ja väikese (subgenoomset RNA-d sisaldavad) tihedusega partiklid. Kuigi väikese tihedusega partiklid ei ole iseenesest infektsioonilised, on näidatud, et nende moodustamine on seotud kalitsiviiruste virulentsusega; paraku pole nende täpne funktsioon viiruse elutsüklis praegu veel teada.

			Kalitsiviirusinfektsioon käivitab rakus apoptoosi. Arvatakse, et apoptoosiga seotud membraanide muudatused põhjustavad nakatunud rakkude purunemise, mis võimaldab uuel viiruste põlvkonnal väliskeskkonda vabaneda. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on kalitsiviiruste genoomi organisatsioon ja milliseid valke see kodeerib?

			2.Kuidas toimub kalitsiviiruste infektsioonitsükkel?

		

	
		
			II.10. ASTROVIIRUSED: SUGUKOND ASTROVIRIDAE

			Eva Žusinaite 

			Kokkuvõte

			Astroviirused on meditsiiniliselt olulised ägeda gastroenteriidi põhjustajad. Neil on väga happekindlad membraanita ikosaeedrilised virionid ja positiivse polaarsusega 6–8 kb pikkused RNA-genoomid. Genoomis on kolm ORF-i: 5’-otsapoolsed ORF-id kodeerivad mittestruktuurseid valke ja 3’-otsapoolne ORF kodeerib struktuurivalke. Sugukonna eripäradeks on virionide tähekujuline morfoloogia, helikaasi kodeeriva regiooni puudumine ning ribosoomse raaminihke kasutamine RdRp translatsiooniks. Astroviiruste replikatsioonistrateegia sarnaneb alfaviiruste omaga: kõigepealt sünteesitakse negatiivne RNA-ahel, mis on matriitsiks täispika genoomse ja sellest lühema subgenoomse RNA sünteesi jaoks. Replikatsioonitsükkel on tsütoplasmaatiline.

			 

			Esmakordselt kirjeldasid astroviiruseid Madeley ja Cosgrove 1975. aastal. Sugukonna nimetus tuleneb virionide tähekujulisest morfoloogiast (astron – kr „täht“). Astroviiruseid on leitud paljudelt loomadelt ja lindudelt ning enamikul peremeestel on astroviirusnakkus seotud gastroenteriidiga. Ka inimene pole siin erandiks: astroviirused on väikeste laste ägeda gastroenteriidi põhjustajate hulgas teisel või kolmandal kohal. Lindude astroviirused põhjustavad ka sooleväliseid haigusi, nagu nefriit (neerukoepõletik) ja hepatiit (maksapõletik). Erinevalt noroviirustest paljunevad astroviirused koekultuuri tingimustes hästi.

			Sugukond Astroviridae kuulub seltsi Stellavirales mis kuulub klassi Stelpaviricetes, hõimkonda Pisuviricota, riiki Orthornavirae valdkonnas Riboviria. Sugukonda kuulub umbes 20 tunnustatud viiruseliiki, mis jagunevad kahte perekonda. 

			-Mammastrovirus, 19 tunnustatud viiruseliiki. Siia kuuluvad imetajaid nakatavad viirused. Viiruste süstemaatilised liiginimed on väheinformatiivsed (Mastastrovirus 1–19), mistõttu enamasti kasutatakse viiruse peremehest tuletatud nimetusi, nagu inimese astroviirus (HAstV), sigade astroviirus (PAstV), kasside astroviirus (FeAstV), naaritsate astroviirus (MAstV), koerte astroviirus (CaAstV) ja nahkhiirte astroviirus (BAstV). Perekond jaguneb omakorda kahte genogruppi: GI (siia kuulub 9 genotüüpi) ja GII (10 genotüüpi). Inimese astroviirused kuuluvad GI-genogruppi ning nende seas eristatakse kaheksat serotüüpi.

			-Avastrovirus, 3 tunnustatud viiruseliiki. Ka neil on fantaasiavaesed süstemaatilised liiginimed (Avastrovirus 1–3), mistõttu enamasti kasutatakse nimetusi kalkunite astroviirus (TAstV), partide astroviirus (DAstV) ja kanade astroviirus (CAstV).

			 

			Virionid, genoomid ja kodeeritud valgud

			Astroviiruse virionid on 41-nm diameetriga membraanita ikosaeedrilised partiklid, mille kapsiid koosneb 180-st kapsiidivalgu (umbes 70 kDa) molekulist. Virionid on happekindlad. Koekultuuris kasvavate rakkude nakatamiseks tuleb virione aktiveerida, selleks kasutatakse trüpsiiniga töötlemist. Selle töötluse käigus protsessitakse kapsiidivalk kolmeks eraldi valguks. Need muudavad oma konfirmatsiooni, moodustades küpsetele virionidele iseloomuliku tähekujulise morfoloogia andvad ogad. Arvatavasti toimub sarnane protsess, mille käigus astroviiruse virionid omandavad infektsioonilisuse proteolüütiliste ensüümide olemasolu tõttu, ka nakatunud looma seedekulglas. 

			Astroviiruste genoomiks on 6–8 tuhande nukleotiidijäägipikkune positiivse polaarsusega RNA. Sellel on 5’- ja 3’-otstes lühikesed, 80–85-nukleotiidijäägi-pikkused UTR-id. Genoom on 3’-otsast polüadenüülitud. Genoom sisaldab kolme erineva pikkusega ORF-i (Joonis 110). 5’-otsapoolsed lugemisraamid ORF1a ja ORF1b kattuvad teineteisega 10–148 nukleotiidijäägi võrra, see regioon sisaldab raaminihkesignaali. Need ORF-id kodeerivad viiruse genoomi replikatsioonil ja transkriptsioonil osalevaid mittestruktuurseid valke. 3’-otsapoolne ORF2 kodeerib kapsiidivalku; selle ekspressioon toimub subgenoomse RNA vahendusel. Inimese astroviirustel on kirjeldatud ka alternatiivne 91–122 koodoni pikkune ORF-X, mis algab ORF2 alguskohast 41–50 nukleotiidijääki allpool ja paikneb ORF2 suhtes +1-faasis (Joonis 110). Arvatavasti transleeritakse seda subgenoomselt RNA-lt lekkiva skannimismehhanismi (ingl leaky scanning) abil. Selle lugemisraami translatsiooniprodukti roll astroviiruste infektsioonis on teadmata. ORF2 3’-poolse otsa ja sellele järgnev 3’-UTR-järjestus on astroviirustel väga konserveerunud; selles regioonis moodustab genoomne RNA replikatsiooniks vajaliku teise astme (juuksenõela-)struktuuri (Joonis 110). 

			 

			[image: ]

			Joonis 110. Astroviiruste genoomi organisatsioon. Astroviiruste genoomne RNA sisaldab kolme avatud lugemisraami (ORF1a, ORF1b, ORF2); inimese astroviiruste genoomis on veel üks lugemisraam (ORF-X). Nooltega on näidatud ribosoomse raaminihke signaal ORF1b transleerimiseks ja subgenoomne promooter. Genoomi 3’-otsa läheduses on replikatsiooniks vajalik konserveerunud juuksenõelastruktuur.

			 

			ORF1a kodeerib umbes 900-st aminohappejäägist koosnevat nsP1a liitvalku. See sisaldab 5–6 transmembraanset heeliksit, millele järgneb proteaasne motiiv. Astroviiruste proteaas kuulub trüpsiinilaadsete seriin-proteaaside hulka ja vastutab mittestruktuurse liitvalgu lõikamise eest. Mittestruktuurse liitvalgu lõikamise täpne mehhanism ja selle protsessi vahe- ja lõpp-produktid pole selged. Põhinedes sarnasusel kalitsiviiruste järjestustega, on ennustatud, et proteaasi domeeni järel paikneb VPg; samas pole selle valgu olemasolu astroviirusega nakatatud rakkudes seni näidatud. ORF1b ekspressioon toimub -1 ribosoomse raaminihke abil. Selles alas kodeeritud valk sisaldab RdRp-le iseloomulikku motiivi ning sarnaneb pikorna-, kalitsi- ja mõningate taimeviiruste RdRp-dega. Huvitav on asjaolu, et astroviiruste genoomis ei ole leitud RNA helikaasi ja metüültransferaasi kodeerivaid regioone. Viimase puudumine viitab VPg olemasolule, sest metüültransferaasne aktiivsus on vajalik cap-struktuuri sünteesil; samas on RNA helikaasse domeeni puudumine positiivse RNA-genoomiga viiruste seas üsna ebatavaline.

			ORF2, mille ekspressioon toimub subgenoomse RNA kaudu, kodeerib struktuurivalkude eelvalku. ORF2 esmane translatsiooniprodukt (massiga 90 kDa, siit nimetus VP90) protsessitakse N-otsa lähedalt mitmete rakuliste kaspaaside poolt 70 kDa vaheproduktiks (VP70). Selline lõikamine ei ole viiruspartiklite moodustamiseks vajalik, kuid on oluline partiklite väljumiseks nakatatud rakust. See osa kapsiidivalgust moodustab virioni pinnal „ogasid“, mis vastutavad peremeesrakule seondumise eest. VP70-valgust koosneva kapsiidiga virionid on vaid nõrgalt infektsioonilised ning vajavad edasist töötlemist peensoolevalendikus paikneva proteaasi (trüpsiini) poolt. Nii lõigatakse VP70 kõigepealt kaheks polüpeptiidiks.

			1.VP41 on VP70 N-otsa poolne osa. See on järjestuse poolest enim konserveerunud regioon ning moodustab kapsiidi tuumiku.

			2.VP28 on VP70 C-otsa poolne osa. See regioon paikneb virionide pinnal ja selle järjestus varieerub erinevate viiruste puhul suuresti.

			Lõpuks protsessitakse VP41 oma C-otsast küpseks VP34-ks ning VP28-st saadakse lõpp-produktidena VP27 ja VP25, millel on ühine C-ots ja milles asuvad peamised astroviiruse-vastaste neutraliseerivate antikehade epitoobid. Seega kuuluvad valminud infektsioonilise virioni koosseisu struktuurivalgud VP34, VP27 ja VP25.

			 

			Astroviiruste RNA replikatsioon

			Nagu ka teistel positiivse polaarsusega eukarüootide RNA viirustel on astroviiruste replikatsioonitsükkel eranditult tsütoplasmaatiline ja seotud raku membraanidega, arvatavasti endoplasmaatilise retiikulumiga. Samas on otsesed andmed RNA replikatsiooniprotsessi kohta puudulikud. Arvestades astroviiruste genoomset organisatsiooni, võib arvata, et nad kasutavad alfaviiruste omaga sarnast RNA replikatsioonistrateegiat (vt ptk II.13). Seega toimib genoomne RNA täispika negatiivse polaarsusega RNA (antigenoomi) sünteesil matriitsina; tõenäoliselt moodustab viimane koos genoomiga dsRNA vahevormi. Negatiivse polaarsusega RNA ahelat kasutatakse omakorda matriitsina uute positiivsete (genoomsete ja subgenoomsete) RNA-de sünteesimiseks. Subgenoomse RNA sünteesi võimaldab asjaolu, et sarnaselt alfaviiruste replikaasiga tunneb ka astroviiruste replikaas ära negatiivse RNA sees paikneva konserveerunud cis-järjestuse, mis toimib subgenoomse promooterina. Nagu RNA genoomsetel viirustel ikka, on ka astroviiruste RNA-de süntees asümmeetriline: negatiivset ahelat sünteesitakse positiivsete RNA-dega võrreldes kordades vähem, mistõttu on nakatunud rakus seda väga raske detekteerida. Reguleeritud on ka erinevate positiivsete RNA-de süntees: võrreldes täispika genoomiga sünteesitakse subgenoomset RNA-d 5–10 korda rohkem. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on astroviiruste virionid ja kuidas on organiseeritud nende genoomid?

		

	
		
			II.11. POTYVIIRUSED – SUGUKOND POTYVIRIDAE

			Erkki Truve, Andres Merits

			Kokkuvõte

			Potyviridae on suurim RNA-genoomiga taimeviiruste sugukond. Paljud sugukonna esindajad kuuluvad põllumajanduslikult kõige olulisemate taimeviiruste hulka. Virionid on paindlikud, ilma ümbriseta filamendid, kuhu on pakitud üldjuhul üks umbes 10 kb pikkusega positiivse polaarsusega RNA molekul, millel on 5’-VPg- ja 3’-polü(A)-saba. Perekonna Bymovirus esindajatel on erandina kahekomponendiline RNA genoom. Subgenoomseid RNA-sid potyviirustel ei ole. Taimelt taimele levivad potyviirused enamasti putukvektorite abil; esineb ka mehaanilist ülekannet. Genoom sisaldab ühte pikka avatud lugemisraami, millelt sünteesitud liitvalk protsessitakse kolme viiruse poolt kodeeritud proteaasi poolt küpseteks valkudeks. Lisaks sünteesitakse tänu translatsioonilisele raaminihkele veel ühte või kahte valku. Potyviiruste RNA replikatsioonikompleksid paiknevad infektsiooni alguses ER-st moodustunud vesiikulites. Hilisemas infektsioonifaasis on need seotud plastiidide membraanidega. Levik taimes toimub plasmodesmide kaudu ning selles osalevad mitmed viiruse kodeeritud valgud, sealhulgas kattevalk. 

			 

			Sugukond Potyviridae (selts Patatavirales, klass Stelpaviricetes, hõimkond Pisuviricota, riiki Orthornavirae, valdkond Riboviria) kujutab endast ühte suurimat taimeviiruste rühma, kuhu kuulub üle 200 taimeviiruse liigi, mis on umbes kolmandik kõikidest kirjeldatud RNA-genoomiga taimeviirustest. Samuti on sugukonna Geminiviridae kõrval tegemist majanduslikult kõige olulisema taimeviiruste rühmaga. Teisi peremehi peale taimede potyviirused ei nakata, küll aga on potyviirused võimelised nakatama taimi ilmselt kõikidest sugukondadest. Taimelt taimele kannavad potyviiruseid mittepersistentse ülekande abil põhiliselt lehetäid, harvem ka karilased, lestad ning Cercozoa hõimkonda kuuluvad amööbitaolised algloomad klassist Phytomyxea. Levinud on ka ülekanne mehaanilisel teel. Lisaks võivad mõned potyviirused üle kanduda seemnetega. 

			Sugukonda Potyviridae kuuluvad viirused jagunevad 12 perekonda (Tabel II.11.1). Perekonnad erinevad üksteisest ülekandevektorite, viiruse poolt kodeeritud proteaaside ja nende lõikamissaitide ning mõnedel juhtudel ka genoomi organisatsiooni poolest. Perekondade üksteisest eristamiseks kasutatakse tänapäeval RNA järjestuste võrdlust. Kui kahe viiruse RNA-d on teineteisega vähem kui 46% identsed, on tegemist erinevate perekondade esindajatega. Kolm liiki pole veel perekondadesse süstematiseeritud.

			 

			 Tabel II.11.1. Sugukonda Potyviridea kuuluvad viiruste perekonnad (2020. a seisuga)

			
				
					
					
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Perekond

						
							
							Liikide arv

						
							
							Tüüpesindaja

						
							
							Genoomsete RNAde arv 

						
							
							Virioni(de) pikkuse(d) (nm)

						
							
							RNA ilma polü(A)ta (nt)

						
							
							Märkused

						
					

				
				
					
							
							Arepavirus

						
							
							2

						
							
							ANSSV*

						
							
							1

						
							
							
							9437

						
							
					

					
							
							Bevemovirus

						
							
							1

						
							
							BVMoV

						
							
							1

						
							
							760

						
							
							8259

						
							
							Puudub P1-geen

						
					

					
							
							Brambyvirus

						
							
							1

						
							
							BlVY

						
							
							1

						
							
							800

						
							
							10851

						
							
							Väga suur P1geen

						
					

					
							
							Bymovirus

						
							
							6

						
							
							BaYMV

						
							
							2

						
							
							250–300, 500-–600

						
							
							~7500–8000; ~3500–4000

						
							
							Ülekantavad alglooma Polymyxa poolt

						
					

					
							
							Celavirus

						
							
							1

						
							
							CeLV**

						
							
							1

						
							
							900

						
							
							11519

						
							
							Väga lühike 5’-UTR ja puudub 3’-polü(A)

						
					

					
							
							Ipomovirus

						
							
							7

						
							
							SPMMV

						
							
							1

						
							
							800–950

						
							
							9069–10818

						
							
							Ülekantavad karilaste poolt

						
					

					
							
							Macluravirus

						
							
							10

						
							
							MacMV

						
							
							1

						
							
							650–675

						
							
							~8000

						
							
					

					
							
							Poacevirus

						
							
							3

						
							
							TriMV

						
							
							1

						
							
							680–750

						
							
							~9700–10300

						
							
					

					
							
							Potyvirus

						
							
							183

						
							
							PVY

						
							
							1

						
							
							680–900

						
							
							~9700–

						
							
					

					
							
							Roymovirus

						
							
							2

						
							
							RoYMV

						
							
							1

						
							
							720–750

						
							
							9508

						
							
					

					
							
							Rymovirus

						
							
							3

						
							
							RGMV

						
							
							1

						
							
							690–720

						
							
							~9500

						
							
							Ülekantavad lestade poolt

						
					

					
							
							Tritimovirus

						
							
							6

						
							
							WSMV

						
							
							1

						
							
							690–700

						
							
							9400–9600

						
							
							Ülekantavad lestade poolt

						
					

				
			

			* Areca palm necrotic spindle-spot virus

			** Celery latent virus 

			 

			Liikide arvult on suurimaks perekonnaks Potyvirus (Tabel II.11.1) Selle perekonna tüüpesindaja on väga patogeenne Potato virus Y (PVY, kartuliviirus Y), mis on andnud nime nii perekonnale kui sugukonnale. PVY-d kirjeldas esmakordselt K. M. Smith aastal 1931. PVY on ülemaailmse levikuga oluline kartuli patogeen, mis on võimeline nakatama rohkem kui 30 erinevasse sugukonda kuuluvaid taimi. Peremeeste hulgas on arvukalt kultuurtaimi (kaasa arvatud tubakas, tomat, paprika) ja mõnikord võib PVY-infektsioon põhjustada kuni 100%-lisi saagikadusid. Oletatakse, et PVY pärineb Andidest, kus PVY eellased nakatasid metsiku kartuli liike. Kartulis põhjustab PVY võsu kergemat või raskemat laigulisust, millega kaasneb tihti võsu väändumine, kortsumine ning osa lehtede langemist. Lehtedel on tavaline mosaiiksus, tuleb ette ka kolletumist ja nekroose. Mugulatel arenevad paljude PVY genotüüpide puhul nekroosid (Joonis 111).
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			Joonis 111. A. PVY sümptomid tubaka lehel (R. J. Reynolds Tobacco Company Slide Set / Wikimedia Commons, CC BY 3.0). B. PVY sümptomid kartuli mugulal (AHDB Horticulture and Potatoes Archive).

			 

			PVY kõige olulisemaks ülekandevektoriks on virsiku lehetäi (Myzus persicae), kuid viirus kandub hästi edasi ka mehaanilisel teel ning seemnetega. PVY on laialt levinud ka Eestis. Sertifitseeritud supereliitklassi seemnekartuli partiides ei tohi Eestis olla PVY-ga nakatunud mugulaid üle 0,5%. PVY-d on võimalik tõrjuda keemiliselt, kasutades viirust levitavate lehetäide vastu insektitsiide. Paraku pole selline tõrje efektiivne ega keskkonnasõbralik. Eelkõige on seda tüüpi tõrje väike tõhusus tingitud sellest, et viirus püsib lehetäi „nokas“ (stiletis) üksnes mõne minuti, mille järel putukas siirutab selle juba järgmisele taimele. Nii kiiresti aga ükski insektitsiid lehetäidele ei mõju. Seetõttu on perspektiivikam aretada PVY-resistentseid kartulisorte. 

			Peale PVY kuuluvad perekonda Potyvirus veel mitmed väga olulised taimeviirused, sealhulgas kõige ohtlikum luuviljaliste patogeen, Sharka haigust põhjustav Plum pox virus (PPV), tähtsaimad põldoa patogeenid Bean common mosaic virus (BCMV) ja Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV), papaiakasvandustes epideemiaid põhjustav Papaya ringspot virus (PRSV), lehtsalatit nakatav Lettuce mosaic virus (LMV), suhkruroogu nakatav Sugarcane mosaic virus (SCMV), nimetuse Sweet potato viral disease (SPVD) all tuntud haigust põhjustav väga oluline bataadi patogeen Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) ja kõrvitsalisi nakatavad Watermelon mosaic virus (WMV) ning Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). Pea sead-borne mosaic virus (PSbMV) põhjustab herneste ning läätsede märkimisväärset haigust; see viirus on olnud ka tähtsaks mudelviiruseks viiruste seemnetega edasikandumise uurimisel. Ka Tobacco etch virus (TEV) ning Arabidopsis’t nakatav Turnip mosiac virus (TuMV) ning nende infektsioonilised icDNA- kloonid on olnud tänuväärseteks molekulaarbioloogia mudelobjektideks. Suure majandusliku, lausa ajaloolise tähtsusega on olnud ka Tulip-breaking virus (TBV). Nimelt oli TBV see kurikuulus viirus, mille põhjustatud haigusest kaunilt mitmevärviliseks muutunud tulbiõied põhjustasid nende sibulatega liigagara kauplemise tõttu esimese dokumenteeritud börsikrahhi maailmas (1637. a Hollandis). 

			 

			Virion, genoom ja viiruse kodeeritud valgud

			Potyviridae sugukonna liikmetel on paindlikud ilma ümbriseta filamentsed virionid (Joonis 112A), mille pikkus on 680–900 nm ja diameeter 11–20 nm. Partikleid moodustavad ühesugused kattevalgu molekulid (u 2000 allühikut virioni kohta), mis on sageli O-glükosüülitud. Iga virioni koosseisu kuulub ka genoomne RNA mille 5’-otsaga on seotud üks VPg molekul. Virioni röntgenstruktuuri analüüsi ei ole seni veel tehtud, kuid on olemas krüo-EM-struktuur (lahutus 0,4 nm; Joonis 112B). Selles on näha, et potyviiruse kattevalgu N- ja C-terminaalsetel otstel ei ole fikseeritud ruumilist struktuuri – N-terminaalne domeen lokaliseerub virioni pinnal, samal ajal kui C-terminaalse domeeni asukoht pole fikseeritud, st osalt asub see partikli sisemuses, kuid võib paikneda ka partikli pinnal.
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			Joonis 112. A. Potyviiruse virioni ehituse skeem. VPg – genoomiga kovalentselt seotud valk, CP – kattevalk. B. Potyviiruse virioni peenstruktuur krüo-EM-i analüüsil. Joonis pärineb Zamora et al., 2017, Science Advances, https://doi.org/10.1126/sciadv.aao2182. Subunits/turn = allühikut spiraalpöörde kohta.

			 

			Potyviridae liikmete genoomid koosnevad harilikult ühest positiivse polaarsusega RNA molekulist. Erandiks on bymoviirused, mille genoom koosneb kahest komponendist (Tabel II.11.1). Genoomne RNA on umbes 10 kb pikkune ja käitub nakatunud rakkudes nagu mRNA. Genoomse RNA 5’-otsa on kovalentselt kinnitunud VPg-valk, genoomi 3’-ots on polüadenüülitud (v.a. CeLV puhul). Üldiselt on teada, et potyviiruste genoom sisaldab ühte pikka ORF-i. Sellele eelneb umbes 200 nukleotiidijäägipikkune 5’-mittetransleeritav ala (5’-UTR) ning genoomi 3’-otsas on samuti umbes 200 nukleotiidijäägipikkune 3’-UTR. Mõlemad UTR-id sisaldavad replikatsiooniks vajalikke cis-järjestusi (Joonis 11-3A). Subgenoomseid RNA-sid potyviirustel ei ole, kõik valgud transleeritakse otse genoomselt RNA-lt. Translatsiooni produktiks on pikk liitvalk (polüproteiin), mille lõikavad ko- ja posttranslatsiooniliselt funktsionaalseteks viirusvalkudeks kolm viiruse poolt kodeeritavat proteaasi. P1-pro ja HC-pro lõikavad vaid ühte saiti, mis asub nende C-otsas. Kõiki ülejäänud saite protsessib kolmas viraalne proteaas – NIa-pro. Enamasti kodeerivad potyviirused kokku kümmet erinevat küpset valku. Eranditeks on kahekomponendilised bymoviirused (Joonis 113B) ja osa ipomoviiruseid, milledel puudub HC-pro valk ning bevemo- ja macluraviirused, milledel puudub P1-pro valk.

			Potyviiruste kodeeritud valgud ja nende teadaolevad funktsioonid on järgmised.

			P1-pro (~30–84 kDa) on seriinproteaas, mis lõikab iseennast liitvalgust lahti (Joonis 113A). P1-pro on kõige vähem konserveerunud potyviiruste valk ning ei ole kõikidele potyviirustele eluliselt vajalik. Bevemo- ja macluraviirustel see puudub. Teistel potyviirustel võib P1-pro valku kodeeriva ala delegeerida, kuid sellega kaasneb siiski viiruse infektsioonilisuse järsk langus. P1-pro stimuleerib genoomi paljunemist, ilmselt sidudes mittespetsiifilisel moel RNA-d ja potyviiruste replikatsioonikompleksi valke. Peale selle osaleb P1-pro (koos HC-pro-ga) RNAi supressioonis.

			HC-pro (~52–56 kDa) on multifunktsionaalne valk, mis muu hulgas osaleb abifaktorina potyviiruse vektorülekandes; sellest tuleneb ka tema nimetus HC (ingl helper component). HC-pro’l on tsüsteiinproteaasne domeen, mis paikneb valgu C-terminaalses pooles ja lõikab HC-pro liitvalgu küljest lahti (Joonis 113A). HC-pro sisaldab Zn-sõrme tüüpi struktuuri, seob järjestus-mittespetsiifiliselt RNA-d ja moodustab nakatatud rakkudes oligomeere. Ta on potyviiruse peamine RNAi supressor, mistõttu tal on tähtis roll viirustevahelises (nt PVY/PVX-vahelises) sünergismis. 
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			Joonis 113. A. Potyviiruse PVY genoomi ehituse ja ekspressiooni skeem. Tähistamata lühikesed valgud kannavad nimetusi 6K1 ja 6K2 (vastavalt P3 ja CI ning CI ja VPg vahel). Lahtilõikamata VPg ja NIa-pro liitvalku nimetatakse NIa-ks. B. Bymoviiruste kahekomponendilise genoomi organisatsioon. Bymoviiruste P1-valk vastab perekonna Potyvirus liikmete HC-Pro-valgu C-terminaalsele osale.

			 

			P3 (~41 kDa) on viirusele oluline, sest mutatsioonid P3-valgus on enamasti letaalsed. Tõenäoliselt tuleneb see sellest, et P3 interakteerub replikatsioonikompleksi valkudega ja seondub rakumembraaniga. Peale selle osaleb P3 tundmatute mehhanismide abil viiruse peremeeste ringi määramisel ja sümptomite kujunemisel.

			6K1 (6 kDa) on tundmatu funktsiooniga peptiid, mis ilmselt osaleb RNA replikatsioonis. Paljudel viirustel ei lõigata seda alati P3-valgu küljest lahti, mistõttu see esineb kujul P3-6K1.

			CI (~70–71 kDa) koguneb nakatatud rakkudes tsütoplasmas moodustuvatesse inklusioonikehadesse (siit ka tema nimetus CI, ingl cytoplasmic inclusion või cylindrical inclusion). Sageli esineb see valk ka CI-6K2 liitvalgu kujul ja seondub raku membraanidega. CI sisaldab NTPaasi domeeni. Ta on RNA helikaas ning osaleb tõenäoliselt viiruse RNA sünteesil. Peale selle osaleb CI viiruse transpordil rakust rakku.

			6K2 (6 kDa) peptiidil on transmembraanne domeen. 6K2 osaleb viiruse RNA replikatsioonis, ankurdades replikatsioonikompleksid ER-i või muudele rakumembraanidele. Selle toimumiseks on olulised ka liitvalgu lõikamise vaheproduktid CI-6K2, 6K2-VPg ja 6K2-NIa.

			NIa (~50 kDa) – tuuma inklusioonivalk (ingl nuclear inclusion a). NIa sisaldab mitteoptimaalset protsessingusaiti, mistõttu see valk on rakus nii lõikamata kui ka lõigatud kujul. Samuti sisaldab NIa-valk NLS-i ja moodustab hilises infektsioonis rakutuumas inklusioonkehi. Nende inklusioonide bioloogiline roll on aga ebaselge. NIa lõikamisproduktide funktsioonid on erinevad.

			-NIa N-terminaalsel domeenil ei ole fikseeritud ruumilist struktuuri ja ta kujutab endast potyviiruse VPg-valku, mis seondub türosiinijäägi poolt moodustatud fosfodiestersideme kaudu genoomse RNA 5’-otsa külge. Nagu ka pikornaviiruste VPg toimib potyviiruse VPg RNA-ahelate sünteesil praimerina. Erinevalt pikornaviiruste VPg-st vahendab potyviiruse VPg ka viiruse RNA translatsiooni initsiatsiooni, seondudes translatsiooni initsiatsioonifaktoriga eIF4E. Lisaks sellele on VPg fosforüülitud valk ja osaleb viiruse kaugtranspordis, seob järjestus-mittespetsiifiliselt RNA-d ning osaleb RNAi supressioonis.

			-NIa-valgu C-terminaalne domeen NIa-pro (~27 kDa) on potyviiruste peamine (seriin)proteaas.

			NIb (~ 59 kDa) koguneb samuti infektsiooni käigus raku tuuma (ingl nuclear inclusion b). NIb on potyviiruste RdRp, mis sisaldab konserveerunud GDD motiivi ning teostab nii RNA sünteesiks vajaliku praimeri kui ka viiruse RNAde sünteesi. NIb sisaldab sarnaselt NIa-ga NLS-i ja seondab samuti järjestusmittespetsiifiliselt RNA-d.

			CP (~28–47 kDa) on potyviiruse multifunktsionaalne kattevalk, mis võib olla fosforüülitud ja/või glükosüülitud. CP moodustab koos genoomse RNA ja VPg-ga virione, osaleb viiruse rakust rakku transpordis ning kaugtranspordis. Peale selle osaleb CP viiruse vektorülekandes.

			 

			Potyviiruste replikatsioonitsükkel

			Potyviirused sisenevad rakku vektori abil või vigastuse kaudu. Infektsioon algab virioni lahtipakkimise ja genoomse RNA translatsiooniga. Translatsiooni alustamiseks arvatakse olevat kriitilise tähtsusega VPg interaktsioon translatsiooni initsiatsiooni faktoritega, mis peab kompenseerima cap-struktuuri puudumist viraalse RNA 5’-otsas. 5’-UTR käitub kui translatsiooniline võimendaja. Samas on vähemalt mõne potyviiruse puhul näidatud, et 5’-UTR-s asub ka ribosoomide sisemine seondumissait ehk IRES. Sellised vastuolulised andmed viitavad sellele, et potyviirused võivad kasutada translatsiooni initsiatsiooniks mitmeid erinevaid üksteist mittevälistavaid mehhanisme. Ühe, pikka liitvalku kodeeriva ORF-i olemasolu tähendab muu hulgas ka seda, et kõiki potyviiruste valke (välja arvatud PIPO ja PISPO, vt allpool) sünteesitakse ekvimolaarsetes kogustes, kuigi reaalsuses läheb viirusel CP-d tarvis märksa rohkem kui teisi. Viiruse jaoks on sellise „raiskamise“ positiivseks pooleks tõsiasi, et puudub spetsiaalsete subgenoomsete RNA-de sünteesi vajadus. Asjaolu, et potyviiruste indutseeritud vesiikulitest (vt allpool) on võimalik samal ajal detekteerida nii viiruse replikatsiooniks vajalikke valke (NIa, NIb, VPg, CI, peremehe Hsc/HPS70-3) kui ka eeldatavasti valgu sünteesil osalevaid valke (eIF4E, PABP, RH8, P0), viitab sellele, et potyviiruste translatsioon ning replikatsioon on tugevasti seotud protsessid. Tõsi, ei ole selge, kas translatsioon toimub samades vesiikulites, kus toimub replikatsioon, või mitte. Loomulikult on selge ka see, et üks- ja seesama RNA ei saa samal ajal olla matriitsiks ribosoomidele ja viiruse RNA polümeraasile. Need liiguvad piki RNA-d vastupidistes suundades ja põrkaksid sellisel juhul üksteisega kokku. Seega on üleminekuks translatsioonilt replikatsioonile vaja matriits ribosoomidest vabastada. Selles protsessis võib olla oluline roll CP-l ja raku valkudel (Joonis 114). 

			 

			[image: ]

			Joonis 114. Võimalik mehhanism, mida potyviirused kasutavad üleminekul translatsioonilt RNA replikatsioonile. CP seondumine genoomsele RNA-le algatab VCR (ingl virus replication complex) moodustumise, mis toob kaasa matriitsi vabanemise ribosoomidest. Hiljem kõrvaldatakse CP ja temale seondunud raku CPIP-valk replikatsioonikompleksist.

			 

			Nagu ka teistel eukarüootide positiivse polaarsusega RNA genoomiga viirustel on potyviiruste RNA replikatsioon seotud membraansete vesiikulitega, mida võib kutsuda ka viirusvabrikuteks. Replikatsioon algab ilmselt ER-ist pärinevates viiruse kodeeritud 6K2-peptiidi indutseeritud vesiikulites. Nende vesiikulite moodustumiseks on vaja COPI-ist ning COPII-st sõltuvaid raku vesikulaarse transpordiraja komponente. RNA replikatsioon ise võib aga ER-ist pärit vesiikulite asemel toimuda hoopis plastiidide membraanidel. Nii on võimalik, et ER-ist pungunud vesiikulid transporditakse mööda aktiini tsütoskeletti plastiidide membraanidele (Joonis 115). Vesiikulitest moodustuvad potyviirusinfektsioonile iseloomulikud silindrilised inklusioonid.
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			Joonis 115. Potyviiruste replikatsioonikomplekside (6K2 poolt indutseeritud vesiikulite) hüpoteetiline moodustumine ja küpsemine taime rakus. ER-ist pärinevad vesiikulid transporditakse aktiini tsütoskeletti mööda plastiidide membraanidele, kus leiab aset viiruse RNA-de süntees. 

			 

			Potyviiruste RNA replikatsioon toimub eelkõige silindrilistes inklusioonides. Nende moodustumiseks on hädavajalik valk CI (RNA helikaas), kuigi mõnede potyviiruste küpsetes silindrilistes vesiikulites esinevad ekvimolekulaarsetes kogustes üksnes NIa-Pro- ning NIb- (RdRp-) valgud. Poolelioleva replikatsiooni „core“ kompleksis osalevad lihtsustatult NIb, CI ning NIa ja VPg, mis mõlemad interakteeruvad NIb-ga. Kogu „core“ -kompleksi ankurdab membraanide külge 6K2. Tegelikult osalevad selles protsessis ilmselt suuremal või vähemal määral kõik liitvalgu lõikamisel saadavad potyviiruste valgud. Lisaks on vajalikud ka paljud peremeesraku valgud, nagu VPg-ga interakteeruv translatsiooni initisiatsioonifaktor eIF4E, polü(A)-d siduv valk 2 (PABP2), kuumašokivalk Hsc/HPS70-3, RNA-helikaasisarnane valk RH8, ribosoomivalk P0 jne. Suure tõenäosusega kasutavad potyviirused RNA sünteesi käivitamiseks praimerit. Selleks on, nagu ka pikornaviirustel, VPg, millele viiruse RdRp on lisanud U-jääke. See võimaldab praimeril seonduda genoomi 3’-otsas paikneva polü(A)- järjestusega. Replikatsioon algab negatiivse ahela sünteesiga, millele järgneb kohe intensiivne positiivse polaarsusega RNA-de süntees. Infektsiooni alguses kasutakse uusi positiivseid RNA-sid eelistatult mRNA-dena valkude sünteesiks ja osa nendest siseneb ülalkirjeldatud viisil replikatsiooni (toimub VRC moodustamine ja ribosoomidest vabanemine, joonis 114). Arvatakse, et potyviiruste paljunemise varastes faasides on vajalik takistada CP interakteerumist viraalse RNA-ga, kuna sel juhul pakitakse RNA kohe virionidesse ning edasine translatsioon / RNA replikatsioon poleks võimalik. CP interakteerumist RNA-ga võib mõjutada CP ubikvitiinist sõltuv degradeerimine viiruste paljunemise varastes faasides (Joonis 114). Alles hilises infektsioonis toimub ümberlülitumine RNA enkapsidatsiooniks ning uute partiklite moodustumiseks. 

			 

			Potyviiruste liikumine peremehes

			Viimastel aastatel on selgunud, et tänu potyviiruse RdRp transkriptsioonilisele libisemisele (s.t RdRp vahendatud RNA redigeerimisele) toodetakse potyviiruste genoomselt RNA-lt replikatsiooni käigus vähesel määral ka selliseid RNA molekule, mille pikkus on suurenenud ühe nukleotiidi võrra. Sellisel juhul rikutakse ära liitvalku kodeeriv lugemisraam ning translatsioon katkeb oluliselt varem kui tavaolukorras. See võib juhtuda P3-valku kodeerivas genoomses regioonis, mistõttu vähesel määral transleeritakse sellelt piirkonnalt ka PIPO-valku (ingl pretty interesting potyvirus ORF) (Joonis 113). SPFMV puhul võimaldab P1-regioonis toimuv RdRp transkriptsiooniline libisemine sünteesida PISPO-valku (ingl pretty interesting sweet potato potyvirus ORF). Kui PISPO funktsioonid ei ole teada, siis PIPO on vajalik potyviiruste rakust rakku liikumiseks läbi plasmodesmide. Täpsemalt, P3N-PIPO-valk seondub plasmamembraanile ankurdatud raku valguga PCaP1 ja ko-lokaliseerub plasmodesmidele iseloomuliku valguga PDLP1. On teada, et potyviiruste rakust rakku liikumiseks on vajalikud ka CP ning CI (Joonis 116). Kas selline transport toimub viiruspartiklite või mingite muude ribonukleoproteiidsete komplekside näol, pole potyviiruste puhul selge. 
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			Joonis 116. Võimalik potyviiruste rakust rakku liikumise mudel, mille puhul on eeldatud, et viirus liigub virionide kujul. Viimaste asemel võivad tegelikult liikuda ka mingid muud nukleoproteiidsed kompleksid.

			 

			PVY-vastane resistentsus ja selle kasutamine

			Uurijad on identifitseeritud metsikult kasvavatest kartuliliikidest terve rea PVY-vastaseid resistentsusgeene. Enamikul juhtudel reageerivad selliseid geene kandvad taimed PVY-ga nakatudes hüpersensitiivselt: nakatatud rakud surevad ning tekib iseloomulik nekrootiline laik. Sellised dominantsed resistentsusgeenid on näiteks Ny, Nc, ja Nz. Paraku tagavad nad nagu teisedki nõndanimetatud geen-geen resistentsusmudeli alusel töötavad geenid, resistentsuse vaid ühele konkreetsele patogeeni (antud juhul PVY) tüvele. Seega on taoliste geenide kasutamine resistentsusaretuses põhjendatud eelkõige siis, kui kuskil piirkonnas valdavad konkreetsed PVY genotüübid.

			Ekstreemne geneetiline resistentsus tagab kaitse kõikide PVY genotüüpide suhtes, kusjuures nakatunud taimedes HR-i ei teki. Erinevad ekstreemset resistentsust põhjustavad Ry-geenid (Ryadg, Rysto, Rychc) on samuti pärit metsikutest kartulitest ja on kartuli aretusprogrammides väga perspektiivikateks haiguskindluse kandidaatgeenideks.

			Nagu mitmete teistegi taimede RNA genoomsete viiruste puhul, võivad ka PVY puhul mutatsioonid peremeestaime eIF4E geenides viia retsessiivse resistentsuse tekkeni. Antud juhul põhineb selline resistentsus asjaolul, et rikutakse ära viiruse VPg seondumine muteerunud translatsiooni initsiatsioonifaktori variantidega. Ka selline retsessiivne haiguskindlus on perspektiivikas PVY-resistentsete kartulisortide aretuses.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on Potyviridae esindajate genoomi organisatsioon ja kuidas toimub selle ekspressioon? Kuidas sünteesitakse potyviiruste valke PIPO ja PISPO?

			2.Millisid valke kodeerivad Potyviridae esindajad ja millised on nende valkude funktsioonid?

			3.Kuidas toimub potyviiruste paljunemine; kuidas on reguleeritud genoomi replikatsioon ja RNA-de translatsioon?

			4.Milles seisneb potyviiruste tähtsus ja kuidas saab aretada nende viiruste suhtes resistentseid taimi? 

		

	
		
			II.12. SOBEMOVIIRUSED, SUGUKOND SOLEMOVIRIDAE

			Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Sobemoviirused on väikesed positiivse polaarsusega RNA genoomi ja ikosaeedrilise virioniga taimeviirused. Mitmed sobemoviirused on oluliste taimede viirushaiguste tekitajad. Perekond on ilmselt tekkinud mitmete erinevatesse rühmadesse kuuluvate viiruste vaheliste rekombinatsioonide tagajärjel. Viiruse genoomi 5’-otsas on VPg, genoomi 3’-otsas puudub polü(A)saba. VPg võib kinnituda genoomile kas türosiini-, seriini- või treoniinijäägi moodustatud fosfodiestersideme kaudu. Genoomis on viis lugemisraami, neist esimesed neli ekspresseeruvad genoomselt ja viimane, kapsiidivalku kodeeriv lugemisraam, subgenoomse RNA vahendusel. Ekspressioon genoomilt toimub nii lekkiva skaneerimise mehhanismi kui ribosoomset raaminihet kasutades. Sobemoviiruste replikatsiooni ja taimes liikumise mehhanismid on suurel määral tundmatud. Lisaks viiruse genoomile replitseerib sobemoviiruse RNA-st sõltuv RNA polümeraas ka viiruse satelliit-RNA-sid.

			 

			Sobemoviirused on ikosaeedrilise virioni ning ühekomponentse positiivse polaarsusega RNA- genoomiga taimeviirused. Perekond Sobemovirus (praeguse seisuga 19 viiruseliiki) ei kuulunud kuni 2017. a suveni ühtegi viiruste sugukonda, kuid on nüüd on ta neile kõige sarnasema viirusega perekonnast Polemovirus (praeguse seisuga 1 viiruseliik) ühendatud sugukonda Solemoviridae (selts Sobelivirales, klass Pisoniviricetes, hõimkond Pisuviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria). Üldistatult võib öelda, et sobemoviiruste genoomi tsentraalne osa sarnaneb Luteoviridae sugukonna erinevate perekondade omaga, samal ajal kui kattevalk sarnaneb pigem Tombusviridae sugukonna Alphanecrovirus’e perekonna viiruste omaga. See viitab tõenäoliselt sobemoviiruste evolutsiooni käigus toimunud RNA rekombinatsioonidele.

			Esimene isoleeritud sobemoviirus oli Southern bean mosaic virus (SBMV), mida kirjeldati 1943. aastal. Selle viiruse nimest tuleneb ka perekonna nimi Sobemovirus. Perekonda kuulub hetkeseisuga 19 tunnustatud viiruste liiki. Sobemoviirused levivad ilmselt eelkõige mehaanilisel teel (nt vigastuste kaudu). On teada, et neid võivad levitada ka mardikad ja muud selgrootud. Sobemoviirused nakatavad nii kaheidulehelisi kui ka üheidulehelisi taimi. Samas on iga konkreetse viiruse liigi peremeeste ring harilikult üsna kitsas ja piirdub eelkõige ühe taimede seltsiga. Sellest reeglist on erandiks Sowbane mosaic virus (SoMV), mis nakatab väga erinevatesse süstemaatilistesse gruppidesse kuuluvaid taimi. Sobemoviiruseid on leitud kõikidelt kontinentidelt peale Antarktika. Siiski on enamik liike küllaltki piiritletud levialaga. 

			Sobemoviiruste põhjustatud haiguste sümptomiteks on eelkõige nakatatud lehtede mosaiiksus ja laigulisus (Joonis 117). Ehkki viirus replitseerub nakatatud raku tsütoplasmas, leidub selle virione huvitaval kombel peale tsütoplasma ka rakutuumas. Infektsiooni hilistes staadiumides võivad tsütosoolis ja vakuoolides tekkida suured kristalsed agregaadid. Mõnikord on viiruspartiklid seotud ka kloroplastide membraanidega, millega kaasnevad kloroplastide struktuuri muutused. Sobemoviiruseid on leitud nii põhikoe rakkudest kui ka epidermaalsetest ja juhtkudedest ehk teisisõnu: nad nakatavad kõiki taimede koetüüpe. 
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			Joonis 117. Näited sobemoviiruste tekitatud sümptomitest. A. Southern bean mosaic virus (http://cropgenebank.sgrp.cgiar.org/index.php/management-mainmenu-433/stogs-mainmenu-238/forage-legumes/guidelines/viruses#Bean_southern_mosaic_virus__SBMV). B, C. Rice yellow mottle virus (https://www.plantwise.org/KnowledgeBank/factsheetforfarmers/20147801019).

			 

			Majanduslikult tähtsaim sobemoviirus on Rice yellow mottle virus (RYMV), mis põhjustab 10–100%-liste saagikadudega riisihaigust Aafrikas. Huvitaval kombel on selle viiruse levik siiani piirdunud vaid Aafrikaga ning Aasiasse ja mujale riisikasvatuspiirkondadesse see viirus veel levinud ei ole. Subterranean clover mottle virus (SCMoV) tekitab olulisi kahjusid Austraalia rohumaadel. Papaya lethal yellowing virus (PLYV) põhjustab aga olulisimat nakkushaigust Brasiilia papaia-istandustes. 

			 

			Virion ja genoom

			Sobemoviirustel on 25–30-nm läbimõõduga ja T = 3 sümmeetriaga ikosaeedrilised virionid (Joonis 118). Viiruse partikkel on väga stabiilne ja regulaarse ehitusega; see on võimaldanud nende kristalliseerimist ja ruumilise struktuuri kindlakstegemist. On näidatud, et tihedalt pakitud kapsiid moodustub 180 kattevalgu molekulist. Virioni stabiilsust toetavad kahevalentsed katioonid, mistõttu kattevalgu allühikute ning genoomse RNA vahel tekivad pH-st sõltuvad soolasillad.
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			Joonis 118. Sobemoviiruste virioni ja kapsiidivalgu trimeeri ehituse skeem. Trimeeri moodustavad allühikud on järjestuselt identsed, kuid neil on erinevad konformatsioonid, mistõttu nad on näidatud erinevate värvidega (https://doi.org/10.3390/v7062761).

			 

			Sobemoviiruste positiivse polaarsusega RNA-genoom on 4,0–4,5 kb pikkune. Genoomil puudub 5’-cap- ja 3’-polü(A)saba. Küll aga on nii genoomne kui ka ilmselt subgenoomne RNA, mis sünteesitakse nakatatud rakus viiruse replikaasi poolt, 5’-otsast kovalentselt seotud VPg-valguga. Viiruse genoomi umbes 100 nukleotiidijäägi pikkune 5’-UTR ja kuni 250 nukleotiidijäägi pikkune 3’-UTR peavad ilmselt kuidagi kompenseerima cap-struktuuri ja polü(A) saba puudumist. Kuidas aga seda täpsemalt tehakse, pole teada. Teadaolevalt sisaldab sobemoviiruste genoom viite avatud lugemisraami: ORF1, ORFX, ORF2a, ORF2b ja ORF3 (Joonis 119). ORF1-le eelneb suhteliselt lühikene 5’-UTR, mis arvatavasti sisaldab ka IRES-elementi ja translatsioonilist võimendajat. Biotehnoloogiliselt on näidatud Cocksfoot mottle virus’e (CfMV) 5’-UTR-s paikneva translatsioonilise võimendaja võimalikku kasutamist taimerakkudes toodetavate rekombinantsete valkude ekspressioonitasemete tõstmiseks.
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			Joonis 119. Sobemoviiruse genoomi organisatsioon ja ekspressiooni skeem. Näidatud on lugemisraamide ORF2a ja ORF2b kodeeritud liitvalgud ja nende funktsionaalsed domeenid, mis vastavad liitvalkude protsessingu produktidele. 

			 

			ORF1 kodeerib viiruse RNA vaigistamise supressorvalku (P1-valku). Sobemoviiruste P1- valgud on varieeruva ja kiiresti evolutsioneeruva primaarstruktuuriga. Samuti pole nendes valkudes järjestusi, mis sarnaneksid ükskõik milliste muude looduses leiduvate valkudega. Ainsa konserveerunud motiivina võib välja tuua Zn-sõrmemotiivi (C64-X2-C67-X24-C92-X2-C95), mis on muu hulgas vajalik RNA vaigistamise supressiooniks. P1 funktsioonid RNA vaigistamise mehhanismi reguleerimiseks on keerukad ja kaugeltki mitte lõpuni mõistetud. Teatud viirusinfektsioonistaadiumides on (nt vähemalt RYMV puhul) isegi näidatud, et P1 võib käituda hoopis kui RNA vaigistamise aktivaator. Igal juhul on tegemist valguga, mis on vajalik nii viiruse tiitri moduleerimiseks kui ka viiruse süsteemseks levimiseks peremehes. 

			ORF1-ga kattub osaliselt lühike ORFX, millelt transleeritakse tundmatu funktsiooniga Px- valku. Px-valku nagu ka P1-valku transleeritakse viiruse genoomselt RNA-lt. See on võimalik, sest ORF1 translatsiooni initsiatsiooni koodon asub ribosoomidele ebasoodsas Kozaki konsensusjärjestuse kontekstis, mistõttu paljud skannimist alustanud ribosoomid libisevad sellest üle. Sellist protsessi nimetatakse lekkivaks skannimiseks (ingl leaky scanning). Et ORFX-i translatsioon algab hoopis mittekanooniliselt CUG- (mitte AUG-) koodonilt, siis libiseb enamik ribosoome ka sellest üle, mistõttu Px-valku sünteesitakse väga väikeses koguses.

			P1- ja Px-valkude translatsiooni ebaefektiivne initsieerimine võimaldab sobemoviiruste genoomselt RNA-lt transleerida ka kolmandat sobemoviiruse valku, milleks on ORF2a ja ORF2b kodeeritud liitvalk (polüproteiin). Liitvalk sisaldab mitmeid erinevaid funktsionaalseid domeene (Joonis 119). 

			1.ORF2a 5’-otsapoolne osa kodeerib tundmatu funktsiooniga N-otsa poolset transmembraanset ankrut (TM), viiruse seriinproteaasi (Pro) ja viiruse RNA-ga kovalentselt seonduvat struktuurivalku VPg. 

			2.ORF2a 3’-osas kodeeritud valgu täpsed funktsioonid on ebaselged, kuid tõenäoliselt protsessitakse see lõik omakorda veel kaheks valguks, mida Sesbania mosaic virus’e (SeMV) puhul tähistatakse vastavalt P8 ja P10. 

			3.ORF2b kodeerib viiruse RNA-st sõltuvat RNA polümeraasi (RdRp). Sobemoviiruse RdRp-l on sarnaseid tunnuseid teiste positiivse polaarsusega RNA-viiruste vastavate ensüümidega. ORF2b-l iseseisvat translatsiooni initsiatsioonisaiti ei ole. Ka ei jõuaks selle ORF-i AUG-koodonini RNA genoomi skannivad ribosoomid, sest ORF2a ees olev initsiatsioonisait on igati heas Kozaki kontekstis. ORF2b translatsioon toimub seetõttu hoopis -1-ribosoomse raaminihke abil. Selle protsessi käigus libiseb umbes 10% parasjagu translatsiooni elongatsiooni teostavatest ribosoomidest „libisemise“ (ingl slippery) järjestusel UUUAAAC ühe nukleotiidi võrra tagasi ja jätkab valgu sünteesi teisel lugemisraamil. Libisemise järjestus, mille järgneb tugevat RNA sekundaarstruktuuri moodustav juuksenõelastruktuur, on kõikidel sobemoviirustel absoluutselt konserveerunud. Kokkuvõttes sünteesitakse seega sobemoviiruste polüproteiini geenilt kahte võimalikku liitvalku: TM-Pro-VPg-P8-P10 (umbes 90% translatsiooni produktidest) ja TM-Pro-VPg-RdRp (umbes 10% translatsiooni produktidest) (Joonis 119). Mõlemal juhul tuleb saadud liitvalk lõigata funktsionaalseteks küpseteks valkudeks. Ilmselt teostab kõiki vajalikke proteolüütilisi lõikamisi viiruse enda proteaas, sest selle ensüümi aktiivtsentrisse tehtud mutatsioonid on viirusele letaalsed. Sobemoviiruste proteaas on kristalliseeritud ja tema ruumiline struktuur on teada. Siiski on praegused teadmised sobemoviiruste proteaasi lõikamisspetsiifika kohta ebapiisavad. Olemasolevad andmed näitavad võimaliku lõikamiskohana dipeptiidi E/T,S,N, kuid on võimalik, et erinevatel sobemoviirustel lõigatakse ka muid dipeptiide. Vältimatult vajalik on ilmselt vaid lõikamiskohale eelneva glutamiinhappe-(E)jäägi olemasolu. Proteaasse aktiivsuse tulemusena akumuleerub rakku esmalt Pro-VPg eelvalk, mis on ilmselt vajalik järgmiste proteolüütiliste lõikamiste teostamiseks, mida viiruse proteaas üksi ei suuda läbi viia. 

			Liitvalgust väljalõigatud VPg seondub viiruse genoomse ja subgenoomse RNA 5’-otsaga. Sellised kovalentsed nukleiinhape-valk-sidemed tekivad nukleiinhappe 5’-fosfaatrühma ja valgu koostisesse kuuluva aminohappejäägi hüdroksüülrühma vahel. Tavaliselt on see aminohappejääk ja tema positsioon VPg-s ühe viiruste perekonna piires äärmiselt konserveerunud. Sobemoviirused on siin huvitavaks erandiks. Erinevad sobemoviirused kasutavad kovalentse sideme moodustamiseks erisuguseid hüdroksüülrühma sisaldavaid aminohappejääke (vastavalt kas türosiini, seriini või ka treoniini). Selline VPg-RNA-vahelise sideme varieeruvus ühe perekonna piires on ainulaadne kogu viiruste maailmas. VPg bioloogilisi funktsioone on sobemoviirustel veel ebapiisavalt uuritud. On näidatudm, et kui VPg protsessingut ei toimu, siis see on viirusele letaalne. Samas pole teada, kas küps VPg osaleb eelkõige translatsioonis, RNA replikatsioonis või veel muudes viirusele olulistes protsessides. Sobemoviiruste VPg on ilmselt struktureerimata valk, mis tõenäoliselt omandab struktuuri alles teiste valkudega interakteerudes.

			Sobemoviiruste kattevalk transleeritakse iseseisvalt subgenoomselt RNA-lt, mida sünteesitakse genoomi 3’-poolselt viimaselt veerandilt. Kõik 180 partiklit moodustavat kattevalgu molekuli on keemiliselt identsed, kuid neil on kolm erinevat (nn A-, B- ja C-) konformatsiooni (Joonis 118A). Kattevalgu N-terminaalne R (ingl random) domeen paigutub kapsiidi sisse ja seondub seal viiruse genoomse RNA-ga, C-terminaalne S (ingl shell) domeen aga moodustab kapsiidi pinnal β-tünni (ingl barrel) motiivi. 

			 

			Replikatsioon ja interaktsioonid peremehega

			RNA replikatsioonile peab, nagu positiivse polaarsusega RNA viiruste puhul ikka, eelnema viiruse genoomi translatsioon, mille käigus sünteesitakse muu hulgas ka replikatsiooniks vajalik RdRp. Sobemoviiruste RdRp sisaldab GDD-motiivi, mis on iseloomulik sisuliselt kõikide positiivse polaarsusega RNA genoomsete viiruste RdRp-dele. SeMV RdRp on ka kristalliseeritud, mistõttu on teada tema täpne ruumiline struktuur. Vaatamata olemasolevale informatsioonile struktuuri kohta on sobemoviiruste RNA replikatsiooni täpsem mehhanism, samuti selle toimumise täpne koht raku tsütoplasmas, teadmata. Ilmselt on RNA replikatsiooniks vajalikud nii viiruse genoomse kui ka subgenoomse RNA 5’-otsas paiknevad konserveerunud aCAAa motiivid ning vähemalt 3’-UTR-s ka vastavad RNA sekundaarstruktuurid. 

			Molekulaarsed mehhanismid, mille abil sobemoviirused rakust rakku ja süsteemselt üle taime liiguvad, pole teada. Kuna mutantne CfMV, millel puudub võime sünteesida kattevalku, on võimeline mitte ainult replitseeruma, vaid ka taimes liikuma, siis võib olla vähemasti kindel, et sobemoviirused ei liigu peremehes ilmtingimata viiruspartiklitena, vaid mingite muude ribonukleoproteiidsete komplekside kujul. On teada, et P1-valk on viiruse levimiseks vajalik, kuid kas siin on tegemist otseselt plasmodesmide struktuuri reguleeriva valguga või lihtsalt RNAi-l baseeruva taime kaitsesüsteemi mahasurumisest tuleneva efektiga, pole teada. Huvitav on mainida, et erinevalt enamusest taimeviirustest tundub osa sobemoviiruseid (nt RYMV) liikuvat taimes mitte floeemi kaudu, vaid hoopis piki ksüleemi. Samas ei ole see reegel absoluutne, sest CfMV liigub siiski eelkõige piki floeemi. 

			Konkreetseid sobemoviirustevastaseid dominantseid resistentsusgeene ei ole teada. Küll aga esineb retsessiivset resistentsust. Selliseks näiteks on RYMV-valkude translatsiooniks vajaliku viiruse VPg spetsiifiline interakteerumine raku translatsiooni initsiatsioonifaktoriga eIF(iso)4G’ga. Seetõttu ei ole RYMV võimeline nakatama selleks interaktsiooniks mittesobivate eIF(iso)4G-alleelidega taimi. Seda asjaolu kasutatakse ära RYMV-resistentsete riisisortide aretuses Aafrikas. Ka on RYMV näitel edukalt näidatud resistentsete transgeensete taimede konstrueerimise võimalikkust. Näiteks, ekspresseerides taimedes mingeid viiruse järjestusi, on võimalik tekitada tugev RNAi-l baseeruv viirusvastane reaktsioon.

			 

			Kordamisküsimused

			1. Milliseid mehhanisme kasutavad sobemoviirused oma valkude ekspressiooniks?

			2. Milline on sobemoviiruste partikli ja genoomi ehitus?

		

	
		
			II.13. SUGUKONNAD TOGAVIRIDAE JA MATONAVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte 

			Togaviirused on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused. Virionid on ümbrisega ja regulaarse struktuuriga. Ümbrises paiknevad viiruse glükovalgud, mis moodustavad oga-struktuurid. Sugukonda kuulub üks perekond, alfaviirused, milles on üle 30 esindaja. Alfaviiruste genoomil on 5’-cap-struktuuri ja 3’-polü(A)sabaga RNA genoom pikkusega 11–12 kb. Genoomis on kaks lugemisraami, millest esimene kodeerib replikaasivalke, seal- hulgas cap-struktuuri sünteesiks vajalikke valke. Teine lugemisraam ekspresseerub nakatunud rakus sünteesitud subgenoomse RNA kaudu ja kodeerib kapsiidivalku ning virioni glükovalke. RNA replikatsioon toimub tsütoplasmas rakumembraanidest moodustunud replikatsioonikompleksides. Enamik alfaviiruseid on arboviirused ja levivad putukate vahendusel. Meditsiiniliselt tähtsad on Chikungunya viirus, O’nyong’nyong viirus, Ross river viirus ja Uue Maailma alfaviirused, aga samuti Eestis leviv Sindbis viirus. Kuni 2019. aastani kuulus sugukonda Togaviridae ka perekond Rubivirus. Praegu on see liigitatud eraldi sugukonda Matonaviridae. Selle ainsaks esindajaks on punetiste viirus. Rubiviiruste genoomi ehitus ja replikatsiooniskeem sarnaneb alfaviiruste omaga. Samas puudub rubiviirustel ülekandevektor ja nad erinevad alfaviirustest ka replikaasi ning virionivalkude ning virionide moodustamise poolest. Oma infektsioonitüklilt sarnanevad toga- ja matonaviirustega hepeviirused, tetraviirused ja mitmed taimeviirused.

			 

			Sugukondadesse Togaviridae ja Matonaviridae kuuluvatel viirustel on positiivse polaarsusega RNA genoom. Virionil on ümbris, milles paiknevad viiruse glükovalgud ja mille all asub ikosaeedriline nukleokapsiid. Ehkki hiljuti moodustasid nendesse sugukondadesse kuuluvad viirused ühe sugukonna oli selge, et nad ei ole kuigi lähedalt suguluses. Praeguse süstemaatika järgi kuulub Matonaviridae seltsi Hepelivirales samal ajal kui Togaviridae kuulub seltsi Martellivirales. Kauget sugulust kajastab nüüd vaid asjaolu, et mõlemad seltsid kuuluvad klassi Alsuviricetes (hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria).

			Sugukonda Togaviridae kuulub ainult üks viiruste perekond – perekond Alphavirus. Ainsaks sugukonda Matonaviridae kuuluvaks perekonnaks on Rubivirus. Alfa- ja rubiviiruste peamine bioloogiline erinevus on nende levikuviisis. Alfaviirused levivad peamiselt lülijalgsete vektorite abil, olles seega arboviirused, millele on iseloomulik zoonootiline ülekandetsükkel (Joonis 120). Rubiviiruste ainus esindaja on punetiste viirus (Rubella virus, RuV), mis levib piisknakkusena. Toga- ja matonaviiruste iseloomulikuks tunnuseks on täiendava, genoomist lühema mRNA molekuli (subgenoomse RNA), mida kasutatakse struktuurivalkude translatsiooniks, süntees nakatunud rakus. Ka on need viirused kauges suguluses hepeviirustega (Hepeviridae), putukaid nakatavate tetraviirustega (Alphatetraviridae) ja paljude taimeviirustega (nt Virgaviridae). Seda positiivsete RNA-viiruste gruppi nimeti alfasarnaste viiruste supersugukonnaks. See ei olnud ametlik süstemaatiline takson, kuid kajastas õigesti asjaolu, et neil viirustel on sarnasusi, mida saab seletada ainult ühise päritoluga. Praeguses süstemaatikas asendab seda supersugukonda juba ametlik takson: klass Alsuviricetes.
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			Joonis 120. Arboviiruste leviku skeem. Tüüpiliselt on arboviirustele iseloomulik nn metsatsükkel (zoonootiline tsükkel). Inimese nakatamine on sellisel juhul juhuslik. Mõned arboviirused võivad tekitada ka nn linnatsükli, kus viirus levib vektori vahendusel ilma loomast peremeheta inimeste vahel.

			 

			II.13.1. Sugukond Togaviridae, perekond Alphavirus (alfaviirused)

			Peamised esindajad, nende levik ja tähtsus.

			Perekonda Alphavirus kuulus 2020. aastal 31 tunnustatud viiruste liiki. Enamasti nakatavad need viirused selgroogseid peremehi ja levivad vektorite, tavaliselt sääskede vahendusel. Siiski leidub ka alfaviiruseid, mis nakatavad ainult putukaid (Eilat virus (EILV)) või mille lülijalgne vektor ei ole teada, nagu lõhelisi nakatava Salmonid alphavirus (SAV) puhul. Soojaverelisi peremehi nakatavad alfaviirused jagunevad kahte suurde rühma: Uue ning Vana Maailma alfaviirused. Rühmade nimetused on siiski üsna tinglikud, sest Austraalias ja Okeaanias levinud Ross river virus (RRV) ja Lõuna-Ameerikas levinud Mayaro virus (MAYV) kuuluvad oma omaduste poolest Vana Maailma alfaviiruste hulka.

			Ajalooliselt eraldati ja kirjeldati esimestena Uue Maailma alfaviiruseid, näiteks Venezuelan equine encephalitis virus’t (VEEV) kirjeldati juba 1938. aastal. VEEV nakatab looduses närilistest/lindudest peremehi ja nende verest toituvaid sääski; aeg-ajalt leiavad aset vektorputukate vahetused ja viirus kandub üle ka kariloomadele (peamiselt hobustele) ja nende kaudu ka inimesele. VEEV ja teiste Uue Maailma alfaviiruste infektsioon põhjustab nii kariloomadel kui ka inimesel entsefaliiti. 1995. aastal toimunud VEEV-i puhangu käigus nakatus ligikaudu 100 000 inimest. Vana Maailma alfaviiruste hulka kuuluvad Sindbis virus (SINV, perekonna tüüpesindaja) ja Semliki forest virus (SFV) eraldati esmakordselt 1940-ndatel aastatel Aafrikast kogutud sääskedest. SINV, mida leidub looduslikult Põhja-Soomest, Põhja-Rootsist ja Põhja-Venemaalt kuni Lõuna-Aafrikani, on võimeline nakatama ka inimest; vastavat haigust nimetatakse Rootsis Ockelbo haiguseks, Soomes Pogosta haiguseks ja Venemaal Karjala palavikuks. Pole kahtlust, et seda viirust ning tema põhjustatud haigust esineb ka Eestis. Vana Maailma alfaviiruste põhjustatud haiguste tüüpilisteks sümptomiteks on palavik, lööve, lihase- ja liigesevalud. Meditsiiniliselt tähtsaim alfaviirus on praegusel ajal Chikungunya palavikku põhjustav Chikungunya virus (CHIKV), mille infektsioonile on iseloomulikud kuni 60%-l haigestunutest tekkivad kroonilised liigesevalud. CHIKV- epideemiad võivad olla väga laiaulatuslikud: aastatel 2005–2008 levinud epideemia käigus leidis aset vähemalt 6 miljonit haigestumisjuhtumit, 2013 alanud epideemia käigus aga üle 2 miljoni haigestumisjuhtumi. Viiruse kiire ja laiaulatusliku leviku põhjuseks on asjaolu, et CHIKV on võimeline tekitama nn linnatsükli (Joonis 120). Sellisel juhul levib viirus perekonna Aedes sääskede vahendusel inimeselt inimesele. Alfaviiruste põhjustatud haigused on vaid osa põhjustest, miks neid viiruseid on intensiivselt uuritud. SFV ja SINV on olnud aastakümneid kasutusel mudelitena, mille abil on uuritud mitmeid raku- ja molekulaarbioloogilisi protsesse. Viimastel aastakümnetel on alfaviiruste uurimist soodustanud ka nende kasutamine biotehnoloogias ning perspektiivid nende kasutamiseks geenivaktsiinidena ja vähivastases teraapias. 

			Alfaviiruste levikutsüklis vaheldub infektsioon selgroogses peremehes infektsiooniga lülijalgses ülekandevektoris. Bioloogilised eesmärgid, mida viirus peab saavutama, sõltuvad peremehe tüübist ja on seetõttu erinevad.

			-Lülijalgses vektoris peab viirus suutma levida putuka soolestikust süljenäärmetesse ja seal paljunema. Seejuures ei tohi infektsioon vektorputukat oluliselt kahjustada: haige või surnud putukas on viiruse leviku seisukohast kasutu. Alfaviirused ei tapa ka kultiveeritavaid putukarakke, tekitades seal persistentse infektsiooni.

			-Selgroogses peremehes on viiruse eesmärgiks kiiresti paljuneda ja tekitada kõrge tiitriga vireemia. Viiruse hulk nakatunud peremehe veres peab tõusma kiiresti väga kõrgele, sest ainult nii on võimalik tagada, et peremehe verest toituv sääsk omastab nakatumiseks vajalikul hulgal virione. Selgroogsete peremeeste nakatumisega kaasnevad sageli haigused; ka koekultuuris on alfaviirused selgroogsete rakkudele enamasti tsütotoksilised ja infektsioon lõpeb rakkude surmaga. 

			 

			Virion

			Erinevalt enamikust ümbrisega viiruste virionidest on togaviiruste virionid väga regulaarse struktuuriga ja stabiilsed osakesed. Viiruse struktuurivalke – kapsiidivalku ja peamisi glükovalke E1 ja E2 – on igaühte virioni kohta 240 koopiat. Selgroogsete rakkude moodustunud virionide ümbris pärineb raku plasmamembraanist, putukarakkudes valminud virionide ümbris aga raku sisemembraanidest. Mõlemal juhul on ümbrise membraanile iseloomulik suur kolesterooli- ja sfingomüeliinide sisaldus.

			Alfaviiruste virionide diameeter on 70 nm. Virioni pinnalt ulatuvad umbes 10 nm võrra välja 80 glükovalkudest koosnevat oga (Joonis 121), mis on E1- ja E2-valkude dimeeri trimeerid (3x(E1+E2)). E2-glükovalk on viiruse antiretseptor, mis on vajalik peremeesrakule kinnitumiseks. E1-glükovalk on vajalik viiruse ja rakumembraani liitumiseks (fusioonvalk). Mõne alfaviiruse virionis leidub ka oluliselt väiksemat E3-glükovalku ning vähesel määral ka 6K/TF-valke. Glükovalgud katavad virioni välispinda nii tihedalt, et ümbris paikneb kahe valgulise kihi – glükovalkudest väliskihi ja sisemise nukleokapsiidi – vahel (Joonis 121). Nukleokapsiid on ikosaeedriline, diameeter ligikaudu 40 nm, ja koosneb 240-st kapsiidivalgu molekulist (T = 4 sümmeetria). Viiruse RNA genoom paikneb nukleokapsiidi sees.
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			Joonis 121. (A) CHIKV virioni pinnastruktuur (joonise allikas: A2-33 / Wikimedia Commons, CC BY-SA 3.0) ja (B) virioni ehituse skeem.

			 

			Genoom, antigenoom ja subgenoomne (SG) RNA

			Alfaviiruste genoomse RNA pikkus on 11 000–12 000 nukleotiidijääki; tema 5’-otsas on cap-struktuur (täpsemalt cap0-struktuur) ja 3’-otsas polü(A) järjestus (Joonis 122). Need elemendid tagavad, et raku PRR-sensorid (ingl pathogen recognition receptor) ei tunne alfaviiruse genoomi ära kui rakule võõrast RNA molekuli. See annab viirusele mõningase kaitse raku sünnipärase immuunvastuse eest. Samas ei saa alfaviirused cap-struktuuri ja polü(A) sünteesiks kasutada tuumas paiknevaid raku ensüüme, mistõttu peavad selleks vajalikud ensüümid ise kodeerima.

			Alfaviiruste genoomides on alati kaks kodeerivat ala, mis kokku moodustavad genoomist üle 90%: esimene ORF on umbes 7,3 kb ja teine ORF 3,5 kb pikkune. Peale selle on genoomis ka kolm mittekodeerivat ala: 5’-UTR pikkusega ligi 100 b; intergeenne ala pikkusega umbes 50 b ja 3’-UTR, mis sisaldab arvukalt kordusjärjestusi, mille pikkus varieerub suurel määral (200–900 b) isegi ühe- ja sellesama viiruse erinevate isolaatide vahel.

			Peale genoomse RNA on alfaviirustel veel kaks RNA-d, mida sünteesib viiruse replikaas, kuid mida virionidesse ei pakita. Esimene nendest on viiruse genoomile komplementaarne negatiivse polaarsusega RNA ehk antigenoom. See moodustab koos genoomse RNA-ahelaga dsRNA – viiruse replikatsiooni intermediaadi. Antigenoom ei kodeeri valke, ei sisalda cap-struktuuri ega polü(A) järjestusele komplementaarset polü(U) järjestust. Antigenoomi ainsaks teadaolevaks funktsiooniks on olla matriitsiks uute positiivse polaarsusega RNA-de, milleks on genoomne RNA ning subgenoomne mRNA (SG mRNA), sünteesil. SG mRNA on genoomist lühem, vastab oma järjestuselt genoomi 3’-otsapoolsele ühele kolmandikule ning kujutab endast struktuurivalkude mRNA-d (Joonis 122). 
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			Joonis 122. Alfaviiruse (SFV) genoomi ehitus. Genoomis on kaks lugemisraami, millest teine ekspresseeritakse SG promooterilt sünteesitud SG RNA vahendusel. Näidatud on esmased translatsiooniproduktid (liitvalgud), nende lõikamine ja valmisvalgud. Märgistatud on mittestruktuursete- (liit)valkude moodustatud negatiivse ja positiivse RNA sünteesi eest vastutavad replikatsioonikompleksid (vastavalt RCMIINUS ja RCPLUSS). Liitvalgud on toodud halli värviga, valmis struktuurivalgud rohelise ja mittestruktuursed valgud sinise värviga. TF-valku, mis suures osas kattub 6K-valguga, pole joonisel näidatud.

			 

			Alfaviiruste genoomses RNA-s paiknevad mitmed cis-aktiivsed järjestused. Replikaasi seondavad regioonid paiknevad genoomi otstes ja SG mRNA sünteesi käivitava promooteri regioonis. Genoomi pakkimissignaal paikneb esimeses lugemisraamis; see tagab, et virionidesse pakitakse vaid genoome. Genoomis leidub ka kaks translatsiooni mõjutavat cis-järjestust: terminaatorkoodoni supressiooni ning -1-ribosoomse raaminihke toimumist tagavad järjestused, mis asuvad vastavalt nsP3-valku kodeeriva ala lõpus ja 6K-peptiidi kodeerivas alas. Lisaks paikneb osal alfaviirustel SG mRNA alguses ka nn translatsiooniline võimendaja (enhaanser), mis võimaldab viiruse struktuurivalkude sünteesi rakkudes, kus muude valkude süntees on viiruse poolt maha surutud.

			 

			Alfaviiruste mittestruktuurne liitvalk ja sellest moodustuvad valgud

			Kõik alfaviirused kodeerivad 9–10 erinevat valmisvalku. Et nende viiruste genoomis on vaid kaks lugemisraami, siis kasutavad alfaviirused valkude ekspresserimist liitvalkude (ehk polüproteiinide) kujul (Joonis 122). Liitvalku, mida transleeritakse esimeselt lugemisraamilt, nimetakse mittestruktuurseks. Enamikul alfaviirustel paikneb selles lugemisraamis, tüüpiliselt 6–7 koodonit enne nsP4-valku kodeeriva ala algust, UAG terminaatorkoodon. Selle läbilugemise (supressiooni) efektiivsus on ligikaudu 10%; seetõttu sünteesitakse mittestruktuurselt lugemisraamilt kahte liitvalku (P123 ja P1234) vahekorras ligikaudu 10 : 1. Taoline strateegia on omane ka paljudele muudele viirustele, näiteks tubaka mosaiigiviirusele ja retroviirustele (II.17 ja II.47). Seda kasutatakse vähendamaks viiruse replikaasi katalüütilise subühiku – alfaviiruste puhul nsP4-valgu – sünteesi. 

			Alfaviiruste liitvalkude uurimine on näidanud, et need kujutavad endast aktiivseid molekule, millel on funktsioone, mis valminud valkudel puuduvad. Kui toota alfaviiruse replikaasi valke individuaalsete valkudena (s.t igaühte eraldi lugemisraamilt), siis ei suuda need valgud replikatsioonikomplekse moodustada ega viiruse RNA sünteesi läbi viia. Sama tähtis on ka asjaolu, et mitmed viirusele olulised funktsioonid on olemas ainult valmisvalkudel ning avalduvad alles pärast nende eraldumist liitvalkude küljest. Seega reguleerib liitvalkude organiseeritud lahtilõikamine viiruse valkude aktiivsust ning lülitab selle kaudu sisse või välja erinevaid viirusele olulisi molekulaarseid protsesse. 

			Alfaviiruste mittestruktuurseid valke tähistatakse nsP1–nsP4 (ingl nonstructural protein). Nagu väikestel viirustel ikka on need kõik multifunktsionaalsed valgud. nsP1 on metüül-guanülüül-transferaas ja osaleb cap-struktuuri sünteesil. Selle sünteesi mehhanism erineb raku mRNA-de cap-sünteesi mehhanismist. Samuti tagab nsP1 viiruse replikatsioonikompleksi seondumise membraanidele ja viiruse replikatsiooniorganellide moodustamise. On näidatud, et membraanis paiknev nsP1 soodustab ka valminud viiruse partiklite vabanemist rakust. Lisaks sellele seondub nsP1 ka nsP4-valguga ning osaleb negatiivse polaarsusega RNA sünteesil. 

			nsP2 on alfaviiruse valkudest suurim ja tal on neli ensümaatilist aktiivsust. Neist esimene – RNA trifosfataasne aktiivsus – on vajalik cap-struktuuri sünteesiks. nsP2 NTPaasne ja RNA helikaasne aktiivsus on seotud RNA replikatsiooniga. Neljas ja viimane nsP2 ensümaatiline aktiivsus on seotud mittestruktuurse liitvalgu lahtilõikamisega: nsP2 on viiruse poolt kodeeritud papaiinisarnane tsüsteiin-proteaas ja viiruse infektsioonitsükli peamine regulaator. Paljude erinevate ensümaatiliste aktiivsuste esinemine ühes ja samas valgus võimaldab nende koordineeritud kasutamist. Lisaks sellele on nsP2 seotud virionide moodustamisega ja on Vana Maailma alfaviiruste puhul valguks, mis surub selgroogsest peremehest (kuid mitte lülijalgsest vektorist!) pärinevates rakkudes maha viirusevastast sünnipärast immuunvastust. On näidatud, et selgroogse peremehe rakkudes põhjustab nsP2 raku RNA polümeraas II lagundamist, takistab spetsiifiliselt I tüüpi interferoonide sünteesi ning blokeerib nende vahendatud signaali ülekannet. Sellepoolest meenutab nsP2 pikornaviiruste 2A ja 3C proteaase ja hepaciviiruste NS3/4A proteaasi, ehkki neist erinevalt nsP2 ise raku valke ei lõika. 

			nsP3 seondab viiruse RNA genoomi ning osaleb viiruse replikatsioonikomplekside moodustamisel. Peale selle surub ta maha rakku mRNA-de translatsiooni, rakkude stressivastust ja viirusvastast kaitset. nsP3 seondub paljude raku valkudega, mida viirus oma paljunemiseks vajab. Selle funktsiooni jaoks on oluline nsP3 C-otsapoolne kolmandik, mis sisaldab järjestusi nsP3 fosforüülimiseks ning mitmete peremeesraku valkude seondamiseks. 

			Nagu juba ülal mainitud, on nsP4 alfaviiruse RdRp. nsP4 seondub spetsiifiliselt viiruse genoomi otstes paiknevatele cis-järjestustele ja kahele regioonile viiruse negatiivses RNA-s – selle 3’-otsale (genoomne promooter) ja sisemisele regioonile, mis vastab SG-promooterile. Teiste replikaasivalkudega seondub nsP4 oma N-otsas asuva unikaalse mittestruktureeritud domeeni kaudu. Peale RNA polümeraasse aktiivsuse on nsP4-valgul ka terminaalne adenüül-transferaasne aktiivsus, mis võimaldab sellel ensüümil lisada viiruse positiivse polaarsusega RNA-de 3’-otsa täiendavaid adeniinijääke. See on oluline, sest alfaviiruste antigenoomses RNA-s puudub polü(U) järjestus ning seetõttu ei saa alfaviiruse replikaas sünteesida positiivsete RNA-de polü(A) järjestusi polü(U) matriitsil. 

			P1234-liitvalk on ebastabiilne: see protsessitakse kiiresti autokatalüütiliselt P123- ja nsP4-valkudeks (Joonis 122) või vaba nsP2 poolt P12- ja P34-liitvalkudeks. Uute replikaasikomplekside moodustumisele viib ainult esimene rada, teine rada domineerib hilises infektsioonis ja viib replikatsioonis mitteosalevate mittestruktuursete valkude moodustumisele. Seega on viiruse mittestruktuursete valkude edaspidised funktsioonid suuresti määratud juba P1234 eelvalgu esimese lõikamise poolt. Ilmselt on P1234 ka vormiks, mille kujul tulevased viiruse replikaasi valgud seondavad RNA-genoomi ja transporditakse koos sellega raku plasmamembraanile.

			P123-liitvalk võib moodustuda kahesugusel moel: nsP3-valku kodeeriva regiooni lõpus paikneva terminaatorkoodoni kasutamisel või, nagu eespool kirjeldatud, P1234 autokatalüütilisel lõikamisel. See liitvalk on viirusele vajalik kahel põhjusel. Esiteks, P123 on oluline seondumaks raku plasmamembraanile; see toimub nsP1-valgule vastava regiooni kaudu. Teiseks on P123 absoluutselt vajalik alfaviiruse negatiivse RNA sünteesimisel, kuna seda ahelat sünteesiv replikaas koosneb P123-eelvalgust ja nsP4- valgust (Joonis 122). Mingil määral saab P123-liitvalku asendada P23-liitvalk. Muude liitvalkude (P12 ja P34), mis on samuti P1234 lõikamisel tekkivad vahevormid, funktsioonid ei ole teada.

			 

			Alfaviiruste struktuurivalk eelvalk ja sellest moodustuvad valgud

			Alfaviiruste struktuurivalgud sünteesitakse C-E3-E2-6K-E1 liitvalgu kujul SG mRNA-lt (Joonis 122). Selle liitvalgu lõikamisel individuaalseteks valkudeks osalevad nii viiruse kui raku proteaasid. 

			Kapsiidivalgu (C-valk, ingl capsid) N-otsas asuv regioon kontakteerub genoomse RNA-ga, samal ajal kui kapsiidivalgu C-terminaalne regioon on seriinproteaas, mis teostab iseenda vabastamise liitvalgu küljest ja osaleb kapsiidi karkassi moodustamisel. Moodustuvad nukleokapsiidid seonduvad E2-valgu tsütoplasmaatilise domeeniga ja käivitavad virionide pungumise rakust. Peale selle on Uue Maailma alfaviiruste C-valk nende viiruste peamine tsütotoksilisust põhjustav faktor. Selle põhjuseks ei ole C-valgu proteaasne aktiivsus, vaid hoopis C-valgu seondumine raku tuuma ja tsütoplasma vahelist transporti läbiviivate valkudega, täpsemalt tuumse ekspordivalguga CRM1 ja tuumsete impordivalkudega (ingl importin alpha/beta). Selle tulemusena moodustub stabiilne tetrameerne kompleks, mis jääb tuumapoori kinni. See halvab rakule olulise tuuma ja tsütoplasma vahelise transpordi ja blokeerib raku viirusvastast sünnipärast immuunvastust. Niisugune tuuma- ja tsütoplasma vahelise transpordi takistamine on iseloomulik paljudele tsütoplasmas replitseeruvatele viirustele, ehkki erinevad viirused kasutavad selleks erisuguseid mehhanisme. 

			E3 (E tuleb sõnast envelope – ümbris) sisaldab oma N-otsas signaali, mis suunab tema ja koos sellega ka ülejäänud struktuurse liitvalgu translatsiooni karedapinnalise ERi membraanidele. See on oluline, sest E3 ja temale järgnevad struktuurivalgud lokaliseeruvad membraanidesse ja neid modifitseeritakse järjestikku ER-is ja Golgi kompleksis. E3- ja E2- valgud eksisteerivad pärast sünteesi pikka aega ühe polüpeptiidi – p62 liitvalgu – kujul ja moodustavad 3 × (p62 + E1) heterotrimeere. Erinevalt valmis virionides paiknevatest ogadest, mille struktuuriks on 3 × (E2 + E1), suudavad need kompleksid läbida raku happelisemaid kompartmente, ilma et sellega kaasneks E1 fusogeense aktiivsuse aktiveerimine. 

			E2 ja E1 on alfaviiruste transmembraansed glükovalgud, vastavalt antiretseptori- ja fusioonivalk. Peale E1- ja E2-valkude struktuurse rolli mõjutavad need valgud ka nakatunud rakku, põhjustades seal ER-i stressi. Selgroogsete rakkude puhul kiirendab see nakatatud rakkude suremist ning mõjutab seni teadmata mehhanismi kaudu viiruse vastu suunatud sünnipärast immuunvastust. 

			6K-peptiid ei ole ainsana alfaviiruse struktuurivalkudest virionide moodustamiseks absoluutselt vajalik. Seetõttu on teda sageli peetud kahe suure glükovalgu vahel olevaks „speiseriks“. Siiski on tegemist olulise valguga, milles paiknevad signaal-järjestused on vajalikud selleks, et E1 lokaliseeruks sünteesi käigus membraanidesse õiges orientatsioonis. 6K-valku kodeerivas alas paikneb ka ribosoomse raaminihke signaal; selle kasutamisel sünteesitakse nn TF-valk (ingl transframe), mille funktsioonid ei ole veel teada.

			 

			Alfaviiruste infektsioonitsükli ülevaade

			Alfaviiruste infektsiooni algusest in vivo on vähe teada. Et alfaviirused nakatavad hästi paljusid imetajate, lindude ja putukarakkude püsiliine, pärinevad peamised andmed infektsiooni kulgemise kohta in vitro koekultuuri mudelitest. Enamik RNA replikatsiooni läbiviimiseks absoluutselt vajalikke valke on kodeeritud viiruse enda poolt. Sellest tulenevalt on alfaviirusinfektsiooni põhietapid selgroogsetest peremeestest ja lülijalgsetest vektoritest pärinevates rakkudes suhteliselt sarnased. Infektsioon selgroogsete rakkudes kestab tüüpiliselt 12–24 tundi ja lõpeb raku surmaga; infektsioon lülijalgse vektori rakkudes viib aga persistentse infektsiooni tekkimisele.

			Antiretseptoriks on aga kõikidel alfaviirustel E2-glükovalk, selle seondumine retseptorile käivitab virioni sisenemise rakku. Universaalset retseptorit, mida kasutaksid kõik alfaviirused, ilmselt ei ole: SINV retseptoriks on valk NRAMP; CHIKV, RRV ja MAYV retseptoriks on Mxra8-valk ning enamiku alfaviiruste retseptorid on veel tundmatud. Alfaviirused on klassikaliseks näiteks viiruste kohta, mis sisenevad rakku klatriinist sõltuva endotsütoosi teel ja mille puhul virioni ümbrise ja endosoomi membraanide liitumine indutseeritakse pH-st sõltuva mehhanismi kaudu. See toimub järgmiselt: endosoomide madal pH indutseerib E1 : E2- heterodimeeride lagunemise, millele järgneb E1-homotrimeeride moodustamine ja E1- valgus paikneva fusioonpeptiidi eksponeerimine (Joonis 123). Viiruse nukleokapsiid vabaneb tsütoplasmasse, kus raku ribosoomid selle lagundavad. 
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			Joonis 123. Struktuursed muudatused alfaviiruste virionis paiknevas ogakompleksis selle moodustumisel (a, b) ja selle seondumisel rakule (c, d). Membraanide liitumiseks on vajalik E1-trimeeri moodustamine.

			 

			Nagu ka teistel positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel toimub kogu alfaviiruse infektsioonitsükkel nakatatud raku tsütoplasmas (Joonis 124) ja algab genoomse RNA translatsioonist, mille tulemusena sünteesitakse replikaasi eelvalk P1234. Viimane seondub genoomsele RNA-le ja käivitab selle ümberpaiknemise rakus, millele järgneb replikatsioonikompleksi moodustamine (Joonis 125). Enne replikatsiooni algust peab kas P1234, selle lõikamise produktid või raku komponendid blokeerima genoomsel RNA-l toimuva translatsiooni: positiivse polaarsusega RNA-genoom ei saa olla samal ajal matriitsiks seda transleerivatele ribosoomidele ja replikatsiooni läbiviivale RNA polümeraasile. Alfaviiruse RNA replikatsiooni iseloomustab see, et viiruse RNA-de süntees on reguleeritud. Alfaviirused sünteesivad positiivse polaarsusega RNA-sid umbes 50 korda rohkem kui negatiivse polaarsusega RNA-sid. On olemas ka RNA sünteesi ajaline regulatsioon. Infektsiooni alguses toimub paralleelselt nii antigenoomide kui ka uute genoomide süntees. Umbes 3–4 tundi pärast infektsiooni algust antigenoomide süntees lõpeb, kuid positiivse polaarsusega RNA-de (genoomid ja SG mRNA-d) süntees jääb aktiivseks kuni rakkude surmani. 
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			Joonis 124. Alfaviiruse infektsioonitsükli üldskeem. Infektsioon algab virioni seondumisest, rakku sisenemisest ja genoomi vabanemisest. Genoom koos sellelt sünteesitud replikaasivalkudega seondub membraanidega, moodustades replikatsioonikompleksid ja -organellid. Nendes kompleksides sünteesitakse uued genoomid ja SG RNA-d; viimased on matriitsiks viiruse struktuurivalkude sünteesil. Genoomne RNA ja kapsiidivalk moodustavad kapsiidi, membraan omandatakse rakust väljapungumise käigus.

			 

			Alfaviiruse replikatsioonikompleksid, mida nimetatakse sfääruliteks, on seotud rakumembraanidega. Sfääruli diameeter on umbes 60 nm ja selle sisu on raku tsütoplasmaga ühenduses kitsa nsP1-valgu poolt moodustatud kanali kaudu, mille läbi sisenevad sfäärulisse RNA sünteesi substraadid ja väljuvad sünteesitud positiivsed RNA-d. Sfäärulid moodustuvad raku plasmamembraanil ja sisenevad rakkudesse endotsütoosi meenutava protsessi käigus. Alguses moodustuvad väikesed, kuid siiski mitut sfäärulit sisaldavad vesiikulid (Joonis 125). Hiljem liituvad sfääruleid sisaldavad vesiikulid üksteisega ja/või raku endo- ja lüsosoomidega ning moodustuvad viiruse replikatsiooniorganellid, milles toimub aktiivne genoomide ja SG mRNA-de süntees. Nakatatud rakus moodustub kümneid selliseid organelle ja nendes paikneb kokku tuhandeid sfääruleid. Arvatavasti on sfäärulite moodustamine vajalik nii korrektseks replikatsiooniks kui ka vältimaks dsRNA eksponeerimist raku PRR-retseptoritele. Lisaks tagab replikatsioonikomplekside moodustamine selle, et viiruse RNA ja replikaasivalgud paiknevad samas kohas. Peale selle kujutab sfäärulite moodustamine endast RNA sünteesi regulatsiooni mehhanismi. Sündmuste ahel on ilmselt järgmine. 

			1.Sfäärul moodustub samal ajal negatiivse polaarsusega RNA sünteesi käivitamise või dsRNA moodustamisega. Sfääruli moodustumiseks on oluline roll P23-liitvalgul; see protsessitakse valmisvalkudeks pärast negatiivse ahela valmimist. Nii tagatakse, et igale RNA genoomile sünteesitakse vaid üks negatiivne RNA. 

			2.Ilmselt kaasneb negatiivse RNA sünteesi lõpetamisega viiruse replikaasi kompleksi kuuluvate valkude lõplik valmimine, mille tulemusena hakkab sfäärul sünteesima vaid positiivse polaarsusega RNA-sid. 
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			Joonis 125. Alfaviiruste replikatsioonikomplekside moodustamine toimub raku plasmamembraanil. dsRNA süntees ja membraani väljasopistumine (sfääruli moodustamine) on omavahel seotud protsessid. Hiljem toimub tekkinud replikatsioonikomplekside ümberlokaliseerumine rakus: need sisenevad endotsütoosi teel ning liituvad raku endo- ja lüsosoomidega. Selle tulemusena moodustuvad replikaasi organellid, mis sisaldavad arvukalt replikatsioonikomplekse. nsP1 (oranž) oligomed moodustab sfääruli kaela, ülejäänud mittestruktuursete valkude (nsP2 roheline, nsP3 sinine ja nsP4 lilla) tegelik koopiaarv ja paiknemine sfäärulis ei ole teada.

			 

			Varases infektsioonis kasutatakse sünteesitud RNA genoome peamiselt uute replikatsioonikomplekside moodustamiseks. Selleks peab uuesti sünteesitud genoomidelt toimuma P1234 süntees ja korduma sfääruli moodustumisele viivad protsessid. Samas ei saa sfäärulite arvu suurenemine kesta lõputult: varem või hiljem peab viirus hakkama uusi RNA genoome kasutama uute virionide moodustamiseks. Seda tagavad raku tsütoplasmasse kogunevad vabad (ei paikne sfäärulites) mittestruktuursed valgud. Peamine roll on nsP2-valgul: umbes 3–4 tundi pärast infektsiooni algust saavutab nsP2 rakus sellise kontsentratsiooni, et ta lõikab P1234 molekuli juba enne selle sünteesi lõppemist. Selle tulemusena moodustuvad P12- ja P34-liitvalgud, mis ei suuda seonduda genoomsele RNA-le ega osale uute replikatsioonikomplekside moodustumisel. Nii jäävad uued RNA genoomid raku tsütoplasmasse, kus nad võivad interakteeruda C-valguga ja moodustada uued nukleokapsiidid.

			2–3 tundi pärast infektsiooni algust blokeeritakse raku mRNA-de translatsioon. Selle täpsed põhjused pole alfaviiruste puhul teada; tõenäoliselt on see paljude mehhanismide, nagu PKR-i aktiveerimine, raku stressi tekitamine ja nsP3-valgu translatsiooni mahasuruva aktiivsuse koostoime tulemus. Ainsaks mRNA-ks, mille translatsioon jääb aktiivseks kuni rakkude surmani, on viiruse SG mRNA. Paljude alfaviiruste, näiteks SINV ja SFV puhul võimaldab seda SG mRNA 5’-regiooni eriline stabiilne juuksenõelastruktuur, mis moodustab translatsioonilise enhaanser-elemendi. C-valgu kogunedes hakkavad moodustuma uued nukleokapsiidid; nendesse pakitakse eelistatult genoome, mis tulevad vahetult replikatsioonikompleksidest. Nukleokapsiidid interakteeruvad membraanides paiknevate viiruse glükovalkudega, see käivitab virionide pungumise. Glükovalkude paiknemine raku membraanides sõltub rakkude tüübist ja tema membraanide lipiidsest koostisest. Enamikus selgroogsete rakkudes paiknevad E1- ja E2- glükovalgud raku plasmamembraani kolesterooli- ja sfingomüeliinirikastes regioonides ja selle tõttu punguvad alfaviirused raku plasmamembraanist. Putukarakkudes punguvad alfaviirused raku sisemisest membraanidest (Golgi kompleks) ja väljuvad rakust ekostsütoosi teel. Kokku moodustub ja vabaneb infektsiooni tagajärjel tuhandeid uusi virione. 

			 

			Peremeesraku vastus alfaviiruse infektsioonile

			Nii selgroogsetel peremeestel kui ka lülijalgsetel vektoritel on viirusevastased kaitsemehhanismid. Selgroogsest peremehest pärinevates rakkudes takistab alfaviiruse infektsiooni peamiselt I tüüpi interferoonide tootmine ning interferooni poolt aktiveeritavate geenide ekspressioon nii nakatatud rakkudes kui ka nakatamata naaberrakkudes. Nakatunud rakud on võimelised ära tundma infektsiooni, kasutades tsütoplasmas paiknevaid PAMP- (ingl pathogen associated molecular pattern) retseptoreid MDA5 ja RIG-I. Need sensorid tunnevad ära viiruse replikaasi poolt sünteesitud rakkudele mitteomaseid RNA-sid. Interferoonid aktiveerivad sadade erinevate geenide, millest paljude produktid takistavad alfaviiruse paljunemist, ekspressiooni. Selliste valkude hulka kuuluvad ZAP (ingl zink finger antiviral protein), viirusvastased nukleotiide sünteesiv viperin, PKR, virionide vabanemist takistav tetherin jpt. Need valgud takistavad viirusinfektsiooni sünergistlikult, võimendades vastastikku üksteise toimet. Sellise käsitluse eeliseks on asjaolu, et viirus ei saa muutuda kümnete erineva toimemehhanismiga valkude suhtes resistentseks. Samas on alfaviirused võimelised ennast interferoonide toime eest kaitsma. Selle taga seisavad mitmed mehhanismid, millest olulisim on interferoonide ja interferoonide poolt aktiveeritavate geenide ekspressiooni takistamine. Seda saavutatakse, lagundades raku RNA polümeraas II valku, takistades tuuma ja tsütoplasma vahelist transporti ja/või blokeerides interferoonide retseptoritelt algavat signaalülekannet.

			Lülijalgse vektori rakkudele ei ole alfaviiruse infektsioon fataalne. See aga ei tähenda, et need rakud oleksid infektsiooni ees kaitsetud. Vastupidi, lülijalgsetel on mitmeid mehhanisme, millega takistatakse alfaviiruste paljunemist ja levikut; nendest kõige olulisem on RNA interferents (RNAi), mis piirab viiruse paljunemist nakatatud rakus ja takistab selle levikut naaberrakkudesse. RNAi viirusvastane toime põhineb peamiselt siRNA-del, mis tekivad viiruse replikatsioonil moodustuva dsRNA lõikamisel raku Dicer-ensüümi poolt. On alust arvata, et putukate viirusvastases kaitses võivad osaleda ka teised RNAi rajad. Siiski ei taga see infektsiooni täielikku likvideerimist. Rakukultuuris tekib seetõttu persistentne infektsioon: viirust toodetakse pidevalt, ehkki väga vähe. Organismis piiratakse viiruse paljunemine väga üksikute kudedega (nt süljenäärmed). Siit võib tekkida küsimus: miks ei blokeeri alfaviirused ka lülijalgsete kaitsemehhanisme, kasutades näiteks RNAi inhibiitoreid, nagu teevad nodaviirused (ptk II.18)? Loogiline on oletada, et viirus jälgib tegelikult täpselt oma huve: mitte lubada ennast lõplikult välja tõrjuda, kuid samal ajal mitte ka paljuneda sellisel määral, mis kahjustaks vektori võimet viirust levitada. Seega põhinevad alfaviiruste ja nende vektorite vahelised suhted põhimõttel „Hundid söönud ja lambad terved“.

			 

			Alfaviiruste kasutamine bio- ja geenitehnoloogias

			Igal viirusel on omadusi, mis muudavad tema kasutamise ühtede ülesannete jaoks efektiivseks ning takistavad või välistavad tema kasutamise muudeks ülesanneteks. Peamised alfaviiruse omadused, mida saab ära kasutada, on väike ja kergesti manipuleeritav RNA genoom, efektiivne ja kiire paljunemine, võime nakatada paljusid rakutüüpe, võime aktiveerida sünnipärast immuunvastust ja murda immuuntolerantsust. Oluline on ka võime tappa inimese rakke, näiteks viiruse kasutamisel kasvajavastases teraapias. Peamised piirangud alfaviiruste kasutamisel tulenevad samuti nende molekulaarbioloogiast. Nii näiteks ei võimalda väike genoom ja ikosaeedriline kapsiid suurte võõrjärjestuste lisamist ning RNA kaudu toimuv replikatsioon muudab viiruse genoomi ebastabiilseks, mistõttu sinna lisatud võõrjärjestused lähevad kergesti kaduma. Ka ei saa alfaviirused tekitada stabiilset geeniekspressiooni ning nende lai peremeesrakkude ring raskendab viiruse leviku kontrollimist organismis. Probleeme süvendab ka asjaolu, et alfaviiruse RNA genoom ei võimalda tavaliste rakkude ja DNA-genoomsete viiruste geeniekspessiooni reguleerivate elementide, nagu promooterid, enhaanserid, terminaatorid jne, kasutamist. Arvestada tuleb ka asjaoluga, et alfaviirused on vektorilevikulised ja seega võib ka geeniteraapias kasutatud vektor kanduda vektorputukate vahendusel loodusesse või isegi teistesse inimestesse.

			Ülal loetletud omadustest tulenevad ka alfaviiruste kui geeniülekande vektorite peamised kasutusvaldkonnad. Esiteks, alfaviiruseid kasutatakse võõrvalkude tootmisel imetajate rakkudes. Teiseks, alfaviirused on potentsiaalsed vaktsiinid või vaktsiinide aktiveerijad – adjuvandid. Kolmandaks, alfaviiruste kasutamine võib olla perspektiivne kasvajavastases teraapias. Sellisel juhul on viiruse kasulikeks omadusteks võime tappa kasvajarakke ja tekitada organismis kasvaja vastu suunatud immuunvastust. 

			 

			II.13.2. Sugukond Matonaviridae, perekond Rubivirus (punetisteviirus)

			RuV nakatab ainult inimest ega oma putukvektorit. RuV põhjustatud infektsioon kulgeb rakukultuuris aeglaselt, infektsioonitsükkel kestab 48 tundi ja kauem. Ka ei suru RuV erinevalt alfaviirustest maha peremeesraku makromolekulide sünteesi ning sageli tekib persistentne infektsioon. 

			RuV virionide ehitus on üldjoontes alfaviiruste virionide omade sarnane. Virionid on küll varieeruva suuruse ja kujuga (pleomorfsed), kuid koosnevad sama moodi nukleokapsiidist ja seda ümbritsevast membraanist, milles paiknevad kahe viiruse glükovalgu moodustatud kompleksid (Joonis 126). Sarnasusi on ka genoomi organisatsioonis ja infektsiooniktsüklis (Joonis 127). 

			 

			[image: ]

			Joonis 126. A. Elektronmikroskoobis näivad RuV virionid olevat eri kujuga (pleomorfsed). Joonis: CDC/Dr. Erskine Palmer / Wikimedia Commons. B. RuV virioni ehituse skeem. 

			 

			[image: ]

			Joonis 127. RuV infektsioonitsükli skeem. Infektsioon algab virioni seondumisest, sisenemisest ja genoomi vabanemisest. Genoom koos sellelt sünteesitud replikaasivalkudega seondub membraanidega, moodustades replikatsioonikompleksid ja -organellid. Nendes kompleksides sünteesitakse uued genoomid ja SG RNA-d, viimased on matriitsiks viiruse struktuurivalkude sünteesil. Virionide moodustamine toimub Golgi kompleksi membraanidel, virionid vabanevad eksotsütoosi tulemusena. 

			 

			RuV retseptoriks on myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG); siiski ei saa välistada, et see viirus võib kasutada ka muid retseptoreid. Viiruse antiretseptoriks, mis seob MOG-i, on virioni ümbrise valk E1. Selle poolest erineb RuV alfaviirustest, mille antiretseptor on E2-valk. RuV sisenemine rakku toimub klatriini vahendatud endotsütoosi teel ning väga aeglaselt – sisenemine kestab umbes 8 tundi. Viiruse ja rakumembraanide liitumist indutseerib endosoomide madal pH; fusioonpeptiid asub E1-valgus. Tsütoplasmasse sisenenud kapsiidi dissotsieerumises osalevad peremeesraku ribosoomid. Virionidest vabanev kapsiidivalk seondub peremeesraku membraanidega.

			 

			Transkriptsioon, translatsioon ja genoomi replikatsioon

			RuV genoomi ekspressioonistrateegia sarnaneb alfaviiruste omaga. Genoomselt RNA-lt transleeritakse mittestruktuurne liitvalk pikkusega 2116 aminohappejääki. See lõigatakse autoproteolüütiliselt kaheks valmisvalguks, lõikamist teostab tsüsteiin-proteaasne domeen:

			-P150 kDa sisaldab järjestusi, mis on homoloogsed alfaviiruste nsP2- (proteaas) ja nsP3- valkudega. Samuti on sel valgul metüültransferaasne (cap-süntees) aktiivsus. 

			-P90 kDa sisaldab järjestusi, mis on homoloogsed alfaviiruste nsP2- (helikaas) ja nsP4- (RdRp) valkudega.

			Seega täidavad RuV mittestruktuursed valgud üldjoontes samu funktsioone kui alfaviiruste mittestruktuursed valgud, kuid vastavaid ensümaatilisi aktiivsusi omavate järjestusete paiknemine erineb alfaviirustest. Replikatsiooni cis-elementideks on RNA-genoomi otstes paiknevad järjestused ja SG RNA promooter. Need elemendid seondavad nii raku- kui viiruse enda kodeeritud valke. RNA replikatsiooni ja transkriptsiooni skeem on RuV-l sama kui alfaviirustel, suurim erinevus on see, et mõnevõrra üllatuslikult osaleb RuV RNA replikatsioonis ka kapsiidivalk:

			-olukorras, kui viiruse RNA-d on vähe, võimendab kapsiidivalk RNA replikatsiooni; 

			-kui viiruse RNA-d on palju, surub kapsiidivalk replikatsiooni maha. 

			Seega on kapsiidivalk RNA replikatsiooni aktiivsuse regulaatoriks; lisaks reguleerib ta ka genoomsete ja SG mRNA-de sünteesi vahekorda, suurendades genoomsete RNA-de osatähtsust. 

			P150 ja P90 moodustavad koos raku faktoritega RuV replikatsioonikompleksi, mille struktuur on sarnane alfaviiruste sfäärulite omadega. Replikatsioonikompleksid moodustatakse ilmselt plasmamembraanil, hiljem paiknevad nad vakuoolidel, milles leidub endosoomi ja lüsosoomi päritolu valke. RuV-ile on iseloomulik repliktsioonikomplekside paiknemine karedapinnalise ER-i ja Golgi kompleksi läheduses, samuti leidub replikatsioonikomplekside läheduses arvukalt mitokondreid. On tõenäoline, et replikatsioon ER-i ja Golgi membraanide läheduses on oluline virionide moodustamiseks; see protsess leiab samuti aset just nendel membraanidel. 

			 

			Struktuurivalgud ja virionide moodustumine

			RuV SG mRNA kodeerib 1063 aminohappe jäägist koosnevat liitvalku, mis protsessitakse kolmeks valmis struktuurivalguks. Erinevalt alfaviirustest puudub RuV kapsiidivalgul autoproteaasne aktiivsus ning liitvalgu mõlemad lõikamised teostavad raku signaal-endopeptidaasid. Kapsiidivalk sisaldab oma C-terminaalses alas signaaljärjestust, mis määrab E2-valgu seondumise raku membraanidele; see signaal säilib ka liitvalgu küljest lahtilõigatud kapsiidivalgus. Seetõttu seondub RuV kapsiidivalk rakusiseste membraanidega. E2- ja E1-glükovalgud moodustavad heterodimeere ja need transporditakse läbi sekreteeritavate valkude transpordisüsteemi (ER, Golgi), selle protsessi käigus nad glükosüülitakse. Plasmamembraanile transporditakse vaid väike osa E1- ja E2-valkudest; suurem osa RuV membraanivalkudest jääb seotuks Golgi kompleksiga. See tuleneb asjaolust, et RuV E2-valk sisaldab Golgi-püsimise signaali. E1-valgus on ka ER-i püsimise signaal, kuid see on funktsionaalne vaid E1-valgus, mis pole veel omandanud lõplikku konformatsiooni; valmis E1-E2-dimeerides ER-i püsimise signaal aktiivne ei ole. Seetõttu domineerib E2-valgus paiknev Golgi-püsimise signaal ning just E2 määrab ära RuV glükovalkude kogunemise koha Golgi kompleksi membraanides.

			Et kapsiidivalk jääb membraanidega seotuks, ei toimu RuV-il membraanivalkudest sõltumatut kapsiidide moodustumist. Kogu virionide kokkupanek, sealhulgas kapsiidi moodustamine, toimub Golgi kompleksi membraanidel. Valminud virionid punguvad Golgi membraanide sisse ja vabanevad rakust eksotsütoosi teel. 

			 

			Kordamisküsimused 

			1.Miks võib Chikungunya palavikku põhjustav viirus inimeste seas kiiresti levida?

			2.Miks on alfaviirusinfektsiooni tagajärjed putukas ja selgroogses peremehes erinevad?

			3.Kuidas on ehitatud alfaviiruste virionid?

			4.Milline tähtsus on alfaviirusele liitvalkudel?

			5.Kuidas toimub alfaviiruste mittestruktuursete valkude valmimine ja millised on nende peamised funktsioonid?

			6.Milliste mehhanismidega tõrjuvad alfaviirusinfektsiooni selgroogsete ja lülijalgsete rakud?

			7.Millised on alfaviiruste kasulikud omadused geeniteraapias ja -vaktsineerimisel?

			8.Millised on punetiseviiruse (RuV) peamised erinevused alfaviirustest?

		

	
		
			II.14. SUGUKOND HEPEVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Hepatiit E viirused kuuluvad Hepeviridae sugukonda, perekonda Orthohepevirus. Virionid on ikosaeedrilised, ümbriseta ning ebamäärase pinnastruktuuriga. Genoomiks on umbes 7500 nukleotiidijäägi pikkune positiivse polaarsusega RNA, selle 5’-otsas on cap-struktuur ja 3’-otsas on polü(A). Genoomis on kolm lugemisraami: ORF1 kodeerib replikaasivalke, ORF2 kapsiidivalku ning ORF3 mitmefunktsionaalset fosfoproteiini. ORF2 ja ORF3 ekspresseeritakse ühe bitsistroonse subgenoomse RNA abil. Replikatsioon toimub nakatatud raku tsütoplasmas, replikatsioonikompleksid paiknevad membraanidel. Hepatiit E viirus levib inimeselt inimesele fekaal-oraalsel teel, saastunud vee ja toidu vahendusel. Nakkus avaldub ägeda kollatõvena, mis enamikul juhtudel paraneb ise. Rasedatel naistel kulgeb haigus raskemalt ning suremus võib ulatuda 20%-ni. Spetsiifiline viirusvastane ravi puudub. Alates aastast 2012 on Hiinas kasutusele võetud esimene profülaktiline vaktsiin ning mitmed vaktsiinikandidaadid on arendamisel.

			 

			Enne 1980. aastate algust hepatiit E viirust (Hepatitis E virus, HEV) kui iseseisvat haigustekitajat ei tuntud. Kõik HEV-infektsiooni juhtumid arvati olevat põhjustatud hepatiit A viiruse (HAV) poolt. Alles 1980. aastast, kui HEV-i tuvastamiseks hakati kasutama väga tundlikku ja spetsiifilist testi, sai selgeks, et osade saastunud vee kasutamisest põhjustatud kollatõvepuhangute tekitajaks on mingi muu viirus. Algul nimetati seda haigust enteeriliselt levivaks non-A-non-B-hepatiidiks. HEV kui uudne haigustekitaja identifitseeriti 1983. aastal, mil tolleaegses Usbekistani NSV-s asetleidnud hepatiidiepideemiat uuriv professor M. Balajan võttis vabatahtlikult suu kaudu sisse ägeda kollatõvega patsiendi roojast eraldatud filtraati. Professoril arenes äge hepatiit ning oma roojast õnnestus tal eralda 27–32-nm diameetriga partikleid. Roojast eraldatud materjaliga nakatati ka ahv, kellel tekkis samuti hepatiidilaadne haigus ning kelle roojast leiti samasuguseid partikleid. 1990. aastal õnnestus osa viiruse genoomist kloonida ja sekveneerida ning viirus nimetati hepatiit E viiruseks.

			Sarnaselt HAV-iga levib HEV eelkõige saastatud vee või toidu kaudu fekaal-oraalsel teel ning tekitab ägedalt kulgevat maksapõletikku. E-hepatiidi peiteperiood on kaks nädalat kuni kaks kuud. Põhilisteks haigustunnusteks on limaskestade ja naha kollasus, millega võivad kaasneda nõrkus, palavik, isutus, iiveldus ja oksendamine. Haigus paraneb ise ning möödub kahe nädala kuni kahe kuu jooksul. Kroonilist E-hepatiiti on väga harva ning ainult immuunsupressiooniga patsientidel, näiteks elundi siirdamise korral. Inimesel on HEV-infektsiooni üle kogu maailma, kõige rohkem tuleb seda ette sooja kliimaga arengumaades, eelkõige Indias. Nendes maades on suremus HEV-infektsiooni puhul 1–2%. Erandiks on rasedad naisted, kellel kulgeb E-hepatiit teadmata põhjustel oluliselt raskemini ning suremus ulatub 20%-ni. Kokku on maailmas aastas umbes 20 miljonit HEV-i nakatumise juhtu, nendest umbes 70 000 surmaga lõppevat juhtu. Labori tingimustes on HEV võimeline nakatama veel primaate, viiruse reservuaarideks võivad olla ka kodusead. Spetsiifiline ravi puudub, kasutatakse sümptomaatilist maksafunktsiooni toetavat ravi. HEV-i neutraliseerivad epitoobid paiknevad viiruse kapsiidivalgus. Mitmed kapsiidivalgu põhjal valmistatud vaktsiinikandidaadid on näidanud head kaitsevõimet loomkatsetes ja üks nendest, Hecolin (HEV 239), läbis edukalt inimkatsed ning seda kasutatakse Hiinas HEV-nakkuse ennetamiseks.

			 

			Klassifikatsioon

			Genoomi suuruse ja virioni pinnastruktuuri põhjal klassifitseeriti HEV algul ekslikult sugukonda Caliciviridae. Hiljem näitas genoomi järjestuse analüüs, et HEV on lähedasem sugukonda Togaviridae kuuluvatele alfaviirustele. Et tegemist on kauge sugulusega, loodi eraldi sugukond Hepeviridae mis 2020. aasta süsteematika järgi kuulub seltsi Hepelivirales (klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria). 2020. aasta seisuga oli selles sugukonnas kaks perekonda, Orthohepevirus, kuhu kuulub neli tunnustatud viiruste liiki, ja Piscihepevirus ühe tunnustatud viiruseliigiga. Peale inimese nakatavad Orthohepevirus’ed sigu, primaate, nahkhiiri, rebaseid, hiiri, lambaid jt imetajaid, samuti linde; Piscihepevirus nakatab kalu. HEV-il, mille ametlik süstemaatiline liiginimetus on Orthohepevirus A, on vähemalt kaheksa genotüüpi. Erinevatel genotüüpidel on kindel geograafilise leviku ala ja nende järjestused erinevad üksteisest üle 25% võrra. Erinevad on ka nende tavalised peremehed.

			-Genotüüp 1 (Aasia) ja 2 (Mehhiko ja Lõuna-Aafrika) nakatavad ainult inimesi ja primaate. 

			-Genotüüp 3 nakatab enamasti sigu ning põhjustab arenenud maades inimestel sporaadilist hepatiiti. 

			-Genotüüp 4 nakatab sigu ja on sporaadilise hepatiidi põhjuseks Aasias. 

			-Genotüüpe 5 ja 6 on leitud metssigadel

			-Genotüüpe 7 ja 8 on leitud kaamelitel.

			 

			Virion

			HEV-il on membraanita sfäärilised virionid diameetriga 30–34 nm (Joonis 128). Virioni pinnastruktuurid on vähem väljendunud kui Norwalki viirusel (noroviirus, ptk II.9), samas saab HEV virione hästi eristada HAV siledapinnalistest virionidest. Siiski ei ole, lähtudes vaid virionide morfoloogiliast, HEV virionide äratundmine roojas leiduvate „väikeste ümmarguste viiruste“ hulgast kuigi lihtne. 

			Virioni kesta moodustavad kapsiidivalgu eelvalgust moodustunud molekulid. HEV-i infektsioonilisuse jaoks on oluline kattevalgu glükosüülimine. Valk, mis vastab eelvalgu aminohappejääkidele 112–608, moodustab homodimeere, mis assambleeruvad iseenselikult 27 nm suurusteks 30 dimeerist koosnevateks viiruselaadseteks partikliteks (T = 1 sümmeetria). See ei ole peamine virioni vorm. Nimelt assambleerub kapsiidivalgu pikem vorm (eelvalgu aminohappejäägid 14–608) virioni-suurusteks 34-nm diameetriga ja T = 3 sümmeetriaga ikosaeedrilisteks partikliteks. Sellised partiklid koosnevad 90 dimeerist ning on võimelised pakkima HEV-i genoomset RNA-d.

			 

			[image: ]

			Joonis 128. A. HEV virionid elektronmikroskoobis (CDC PHIL #5605/ Wikimedia Commons). B. HEV virioni kõrge lahutusega struktuur (RCSB PDB). C. HEV virioni ehituse skeem. Paneelidel B ja C on näidatud küps, genoomset RNA-d sisaldav virion. 

			 

			Genoomi struktuur

			HEV-i genoomiks on umbes 7500 nukleotiidijäägist koosnev positiivse polaarsusega RNA, mille 5’-otsas on cap-struktuur ja mille 3’-ots on polüadenüülitud. Genoom sisaldab kolme avatud lugemisraami (Joonis 129). Pikk, umbes 5100 nukleotiidijäägist koosnev ORF1 kodeerib HEV-i mittestruktuurset valku (või mittestruktuurseid valke). ORF2 ja ORF3 kattuvad osaliselt teineteisega ning neid transleeritakse üheltsamalt subgenoomselt (SG) RNA-lt. 5’-otsa poolt vaadatuna sisaldab genoomne RNA järgmisi mittekodeerivaid alasid (Joonis 129):

			-lühike, sõltuvalt isolaadist vaid 26–35 nukleotiidijäägipikkune, 5’-UTR;

			-intergeenne ala sisaldab SG RNA alguspunkti. Intergeense ala RNA moodustab juuksenõelastruktuuri (ingl stem-loop, SL), mis toimib replikatsiooniks vajaliku cis-toimiva elemendina (ingl cis-reacting element, CRE);

			-65–74 nukleotiidijäägi pikkune 3’-UTR. ORF2 3’-ots koos 3’-UTR-iga moodustavad teise CRE-elementi, mis on samuti HEV-i replikatsiooniks hädavajalik;

			-150–200 nukleotiidijäägipikkune polü(A) saba.

			ORF1 kodeerib multifunktsionaalset replikaasivalku, mis koosneb järgmistest regioonidest (domeenidest; Joonis 129):

			-metüül- ja guanülüültransferaasne domeen (MT), mis vastutab cap-struktuuri sünteesi ja selle viiruse genoomi 5’-otsale lisamise eest;

			-Y-domeen, millega sarnaseid järjestusi on leitud ka teistel viirustel (nt punetiste viirusel), kuid mille funktsioon on teadmata;

			-papaiinisarnane tsüsteiinproteaasne domeen (PCP). Sarnased järjestused on olemas ka alfaviirustel ja punetiste viirusel. HEV-i puhul pole selle domeeni proteaasset aktiivsust otseselt näidatud; samuti puuduvad kindlad andmed ORF1-valgu protsessingu kohta. Seega on võimalik, et see domeen ei ole katalüütiliselt aktiivne;

			-proliinirikas hinge-domeen sisaldab hüpervariaablit regiooni (HVR), mis on HEV-i isolaatide/genotüüpide vahel enim varieeruv regioon;

			-X- või macro-domeen. Sarnast domeeni leidub ka teistel positiivse RNA-genoomiga viirustel (togaviirused, koroonaviirused) ja see on oluline blokeerimaks raku viirusevastast kaitset. Nagu ka muudel viirustel osaleb macro-domeen ADP-riboosi jääkide eemaldamisel raku valkude küljest;

			-Hel – helikaas, mis omab RNA 5’-trifosfataasi, nukleosiid-trifosfataasi (NTPaas) ja RNA helikaasi aktiivsuseid;

			-RNA-st sõltuv RNA polümeraas (RdRp), mis vastutab genoomse RNA replikatsiooni ja SG RNA sünteesi eest.

			ORF2 algab ORF1 stoppkoodonist 38 nukleotiidi allavoolu ning koosneb umbes 2000 nukleotiidijäägist. ORF2 kodeerib viiruse kapsiidivalgu eelvalku. Kapsiidivalgu eelvalgu N-otsas on signaaljärjestus; enamik HEV-i immunogeenseid epitoope on kapsiidivalgu C-otsa poolses alas. Valgul on kolm glükosüülimissaiti. 

			ORF3 on kõige lühem, ainult 348–351 nukleotiidijäägi pikkune. See ORF algab ORF1 lõpu ja ORF2 alguse vahelises regioonis ja kattub enamikus oma pikkusest ORF2-ga. ORF3 kodeerib multifunktsionaalset fosfoproteiini, mis ei ole replikatsiooniks otseselt vajalik, kuid millel on reagulatoorne roll, osaledes interaktsioonides mitme rakulise valguga (tsütoskeleti valgud, α1-mikroglobuliin, MAPK-kinaas jt).
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			Joonis 129. HEVi genoomi struktuur ja valgud. ORF1 kodeeritud mittestruktuurse (liit)valgu eeldatavad funktsionaalsed domeenid on tähistatud järgmiselt: MT – metüültransferaas, Y – Y-domeen, PCP – papaiinisarnane tsüsteiinproteaas, HVR – hüpervariaabel regioon, X – macro-domeen, Hel – helikaasne domeen, RdRp – RNA-st sõltuv RNA polümeraas. CRE – cis-toimiv element; SL – juuksenõelastruktuur.

			 

			HEV-i infektsioonitsükkel

			Organismi satub HEV suu kaudu. Esmane replikatsioon toimub arvatavasti seedetrakti limaskesta rakkudes, kust viirus liigub värativeeni kaudu maksa ning replitseerub järgnevalt hepatotsüütide tsütoplasmas. Sarnaselt teiste hepatiiti põhjustavate viirustega on HEV-i kultiveerimine in vitro tingimustes äärmiselt raske. Seni on õnnestunud teda paljundada vaid kahes inimese rakuliinis – maksarakulise kartsinoomi ja kopsukartsinoomi rakuliinides. Seetõttu on HEV-i molekulaarbioloogia uurimine keeruline, teadmised replikatsioonitsükli kohta on piiratud ning paljud replikatsioonitsükli etapid on tuletatud pigem teiste viiruste uurimisel saadud tulemustest kui HEV-i endaga tehtud katsetest. Põhilised infektsiooni ja replikatsioonitsükli etapid on järgmised (Joonis 130).

			-Viirus seondub hepatotsüüdi pinnaga teadmata retseptori kaudu; abiretseptoriteks on heparaansulfaat-proteoglükaanid ja HSC70-valk. HEV siseneb rakku klatriini vahendatud endotsütoosi teel; genoomi lahtipakkimise mehhanismid on teadmata.

			-Genoomselt RNA-lt transleeritakse ORF1 (liit)valk. On võimalik, et see lõigatakse väiksemateks valkudeks; praegusel ajal pole selle protsessi mehhanism selge ja veelgi enam, pole isegi kindel, kas ja millisel määral lõikamised üldse aset leiavad. Igal juhul on selge, et moodustuvad viirusevalgud, mis vastutavad viiruse RNA replikatsiooni eest. Liitvalgul ja/või selle lõikamise produktidel on RNA polümeraasne, guanülüültransferaasne, metüültransferaasne ja RNA-helikaasne/RNA-trifosfataasne aktiivsus.

			-HEV-i RNA-de süntees toimub ER-i membraanidel. Esimesena sünteesitakse negatiivse polaarsusega antigenoomne RNA, mis on matriitsiks positiivse polaarsusega genoomse ja SG RNA sünteesiks. Positiivseid RNA-sid sünteesitakse negatiivse RNA-ahelaga võrreldes umbes 1000-kordses ülehulgas.

			-HEV-i SG RNA on bitsistroonne ja sellelt transleeritakse nii ORF2- kui ka ORF3-valke. Kuidas reguleeritakse nende valkude translatsiooni ühe- ja sellesama mRNA pealt, pole praegu veel teada.

			-ORF2-kapsiidivalk interakteerub genoomse RNA-ga ja käivitab virionide moodustumise. Viirusepartiklid omandavad valmimise käigus ajutise lipiidümbrise, mis pärineb raku plasmamembraanist. Partiklite lõplikul küpsemisel ümbris kaob ja moodustuvad infektsioonilised virionid. Virionide küpsemisel mängib olulist rolli ka ORF3-valk, kuid tema täpne roll virionide valmimise protsessis on teadmata.
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			Joonis 130. HEV-infektsiooni tsükkel. Näidatud on virioni seondumine raku pinnale, sisenemine rakku ja RNA väljumine tsütoplasmasse. ORF1 translatsioon võimaldab replikatsioonikomplekside moodustamist ja RNA sünteesi. ORF2- ja ORF3-valkude translatsioon toimub SG RNA pealt. Järgneb genoomse RNA pakkimine kapsiidivalgu poolt, moodustunud virionide transportimine plasmamembraanile ja vabanemine nakatatud rakust.

			 

			Nakatatud maksarakkudest satuvad virionid verre, tekitades vireemiat. Hepatotsüütidest väljub viirus ka sapiteedesse ja nende kaudu seedetrakti ning sattub väljaheitega väliskeskkonda.

			Praegused andmed näitavad, et iseenesest ei ole HEV-i replikatsioon hepatotsüütidele tsütopaatiline. Seetõttu on tõenäoline, et sarnaselt HCV- (ptk II.20) ja HBV- (ptk II.48) infektsioonidega on HEV-nakkusega kaasnev maksakahjustus põhjustatud immuunsüsteemi poolt: organismi enda tsütotoksilised T-lümfotsüüdid ründavad ja hävitavad nakatatud maksarakke, mis põhjustab ägeda maksapõletiku. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on HEV-i virionide ja genoomi ehitus?

			2.Mida on teada HEV-infektsiooni tsükli kohta?

		

	
		
			II.15. SUGUKOND BROMOVIRIDAE

			Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Sugukonda Bromoviridae kuuluvad taimeviirused, millel on kolmekomponentne positiivse polaarsusega RNA genoom ja ikosaeedrilised T = 3 (või T = 1) virionid. Kõik genoomsed RNA-d pakitakse eraldi partiklitesse, seega on tegemist multikomponentsete viirustega. Taimelt taimele levivad need viirused putukvektorite abil, esineb ka mehaanilist ülekannet. Genoomi kõikidel segmentidel on 5’-cap-struktuurid, 3’-otsa järjestused on konserveerunud ja moodustavad intensiivse sekundaarstruktuuri. Mõne perekonna puhul on see tRNA-sarnane struktuur. Genoom kodeerib nelja või viite valku. Kattevalk ekspresseerub subgenoomse RNA vahendusel ja seda toodetakse mittestruktuursetest valkudest oluliselt suuremas koguses. RNA replikatsioon toimub tsütoplasmas, tavaliselt ER-i membraanides moodustunud replikatsioonikompleksides. Negatiivsete ja positiivsete RNA-de sünteesi initsieerimine erinevad üksteisest ja sedasi tagatakse positiivsete RNA-de efektiivsem süntees. Transport taimes toimub virionide kujul, mis läbivad plasmodesmides moodustuvaid tubulaarseid kanaleid. Põllumajanduslikult kõige tähtsam sugukonna esindaja on kurgi mosaiigiviirus (CMV).

			 

			Sugukond Bromovidae kuulub seltsi Martellivirales (klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria). Bromoviridae sugukonna liikmed on kolmest komponendist koosneva positiivse polaarsusega RNA-genoomiga taimeviirused. Taimelt taimele kannavad bromoviiruseid mitmesugused putukad, kuid esineb ka mehaanilisel teel nakatumist. Sugukonda kuuluvad viirused kuuest perekonnast (Tabel II.15.1).

			 

			Tabel II.15.1. Sugukonda Bromoviridae kuuluvad viiruste perekonnad (2020. a.), nende tüüpesindajad ja nende genoomi iseloomustus
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			Virion, genoom, replikatsioon

			Virionid on sfäärilised või kvaasisfäärilised ikosaeedrid. Rohkem on levinud T = 3 sümmeetriaga virionid, kuid alfamo- ja oleaviiruste virionidel on T = 1 sümmeetria. Partiklite diameeter on 18–35 nm. Bromoviirused on multikomponentsed viirused, st igas partiklis on vaid üks genoomi segmentidest. Lisaks võib virionides leiduda ka subgenoomseid RNA-sid (SG RNA) ja/või satelliit-RNA-d.

			Genoom on kolmekomponendiline (Joonis 131). Kõikide genoomsete RNA-de 5’-otstes on cap-struktuur. RNA-de 3’-ots on aga polüadenüülimata. Küll aga on RNA-de 3’-otstel tugev sekundaarstruktuur, mis on kõikides perekondades hästi konserveerunud. Nagu ka teistel positiivsetel RNA-viirustel, käituvad bromoviiruste genoomsed RNA-d ka mRNA-dena. 

			Enamasti sisaldavad nii RNA-1 kui ka RNA-2 vaid ühte ORF-i, mis kodeerivad viiruse replikaasi allühikuid. Erandiks on siin cucumoviirused ja mõned ilarviirused, mille puhul RNA-2 kodeerib veel täiendavat, SG RNA vahendusel sünteesitavat valku 2b, mis osaleb eelkõige RNA vaigistamise supressioonis. RNA-3 sisaldab kahte ORF-i. Esimene nendest kodeerib viiruse transpordivalku, mis on vajalik viiruse liikumiseks läbi plasmodesmide nakatamata naaberrakkudesse. Teine, taaskord SG RNA vahendusel ekspresseeritav ORF, kodeerib viiruse kattevalku. Kattevalk on kõigil Bromoviridae esindajatel ainus struktuurivalk. Teadaolevalt ei toimu ühegi eespool nimetatud viirusvalgu puhul nende posttranslatsioonilist lõikamist või mingeid muid modifitseerimisi. Seega kodeerivad bromoviirused alati vähemalt nelja valku, mis on kõigil sugukonda kuuluvatel viirustel ühised (Tabel II.15.2).
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			Joonis 131. Bromoviridae genoomi organisatsioon, kodeeritud valgud ja geeniekspressiooni skeem. RNA-4 kujutab endast RNA-3-lt sünteesitud SG RNA-d, mida erinevalt enamikust viirustest pakitakse ka virionidesse. MTr – metüültransferaas, RdRp – RNA polümeraas, MP – transpordivalk, CP – kapsiidivalk. ORF2b on ainult cucumoviirustel ja osal ilariviirustel. Musta kastiga on tähistatud konserveerunud RNA sekundaarstruktuuriga regioon, mis mitmel perekonnal on tRNA-LS (tRNA-sarnane struktuur).

			 

			Tabel II.15.2. Bromoviiruste ühised valgud ja nende funktsioonid
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			Bromoviridae sugukonda kuuluvate viiruste RNA replikatsioon toimub tsütoplasmaatilistel membraanidel (eelkõige ilmselt ER-i membraanil). Kõigepealt sünteesitakse täispikad negatiivsed RNA-ahelad, mis moodustavad oma matriitsiga dsRNA dupleksid, ja nendelt seejärel omakorda uued positiivsed RNA-ahelad (st genoomsed RNA-d ja SG RNA-d). RNA replikatsiooniks moodustavad ORF1- ja ORF2-valgud (metüültransferaas-RNA helikaas ja RdRp) membraaniseoselise replikaasikompleksi, mis sarnaneb struktuurilt alfaviiruste sfääruliga. Metüültransferaas vastutab positiivsete RNA-de 5’-otstele cap-struktuuri lisamise eest. Viirusvalkude ekspressioon on reguleeritud. Võrreldes mittestruktuursete valkudega, sünteesitakse SG RNA-lt toodetavat CP-d oluliselt suuremates kogustes. 

			 

			II.15.1. Perekond Alfamovirus

			Perekonna ainsaks liigiks on Alfalfa mosaic virus (AlMV, lutserni mosaiigiviirus), mida esmakordselt kirjeldas 1931. aastal J. L. Weimer harilikul lutsernil. AlMV virionid ei ole korrapärased ikosaeedrid, vaid on kujult pigem bakterilaadsed, diameetriga 18 nm ja pikkusega 30–57 nm (Joonis 132). Viiruse ülekandevektoriteks on mitmesugused lehetäide liigid, kellest olulisim on virsiku-lehetäi. Viirus kandub edasi ka vertikaalselt seemnete ja õietolmu kaudu. Arvestades AlMV laia peremeeste ringi, võib see põhjustada olulist majanduskahju. Insektitsiididega lehetäide tõrjumine ei ole harilikult efektiivne ning pigem tuleks eelistada sertifitseeritud AlMV-vaba seemne kasutamist. 

			AlMV on väga laia peremeeste ringiga viirus, nakatades vähemalt 70 sugukonnast pärit taimi. Tema peremeeste hulka kuuluvad näiteks ka kartul, tomat, hernes, tubakas jne. Infektsiooni tunnusteks võivad olla taimede longuvajumine, kääbuskasv, valged tähnid, laigud, mosaiiksus, mis võib areneda nekroosideni, jne (Joonis 133). Sümptomite raskus ning püsivus sõltuvad viiruse peremehest. Oma bioloogilistelt omadustelt on AlMV nii mitmeski aspektis väga sarnane ilarviirustega.
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			Joonis 132. AlMV virionide ehituse skeem (A). Et iga partikkel sisaldab erineva pikkusega RNA-d, siis varieerub ka partikli pikkus 19 nm-st (sisaldab SG RNAd) kuni 58 nm-ni. Partikli läbimõõt on aga seejuures sama (B). 
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			Joonis 133. AlMV infektsiooni sümptomid kartulil (Howard F. Schwartz / Wikimedia Commons, CC BY 3.0).

			 

			AlMV genoom on organiseeritud sarnaselt teiste Bromoviridae esindajatega (Joonis 131). Replikatsiooniks on olulised RNA segmentide 3’-otstes paiknevad konserveerunud järjestused pikkusega umbes 145 nukleotiidijääki. Nende järjestuste poolt moodustatud RNA sekundaarstruktuurid seondavad AlMV kapsiidivalku. Sellele järgneb translatsiooni initsiatsioonifaktorite elF4A, elF4E ja elF4G seondumine RNA 5’-otsas oleva cap-struktuuriga ning ORF1a ja ORF2a translatsioon. Moodustub replikaasikompleks, mis viib viraalsed RNA-d enamasti raku vakuooli membraanile, kus need vabanevad CP-st. CP on vajalik vaid replikatsiooni initsieerimiseks, kuid mitte negatiivsete RNA sünteesiks: seetõttu võimaldab CP eemaldamine replikaasil sünteesida negatiivsed RNA-ahelad. Seejärel sünteesitakse uued positiivse polaarsusega RNA-ahelad ning moodustuvad uued virionid. Kõik RNA-d pakitakse eraldi partiklitesse. Partiklid, mis sisaldavad kas RNA-1, -2 või -3, on pikliku kujuga. SG RNA-d sisaldavad partiklid on aga sfäärilised (Joonis 132). Partiklid liiguvad naaberrakkudesse, kasutades plasmodesme läbivaid viiruse tekitatud tubulaarseid struktuure. Uue raku ja taime nakatamiseks on vajalik kõiki viiruse genoomiseid RNA-sid sisaldavate partiklite olemasolu.

			 

			II.15.2. Perekond Bromovirus

			Perekonna tüüpliigiks on Brome mosaic virus (BMV, luste mosaiigiviirus), mis isoleeriti esmakordselt aastal 1942 ohtetust lustest (Bromus inermis). Peale BMV kuulub perekonda veel (2020. a) viis liiki viiruseid. BMV nakatab eelkõige üheidulehelisi taimi, nagu oder ja nisu, kuid on võimeline nakatama ka mõningaid kaheidulehelisi taimi. Ülekanne taimelt taimele toimub põhiliselt mehaaniliselt, näiteks jalanõude ja põllumajandustehnika kaudu. Perekonna teised liikmed on aga võimelised üle kanduma ka erinevate mardikalisted abil. 

			BMV põhjustab nakatunud lehtedel mosaiikseid või triibulisi kloroose, millega tihtipeale kaasneb taimede kääbuskasv (Joonis 134). Teised perekonda kuuluvad viirused põhjustavad sümptomeid nõrgast kloroosist kuni erksate kollaste või punakate laikudeni. Üldiselt ongi bromoviiruste põhjustatud haigussümptomid väga varieeruvad ning sõltuvad viiruse tüvest, peremeestaimest ning keskkonnatingimustest. Rakus on märgata ilmselt ER-ist pärinevate inklusioonkehade moodustamist, mida võib infektsiooni lõpus olla massiliselt nii tsütosoolis kui ka vakuoolis. Väga olulist majanduskahju BMV ei põhjusta, suurem on olnud tema tähtsus teadusliku mudelina. Teistest Bromoviridae sugukonna perekondadest on bromoviirused sarnaseimad cucumoviirustega.
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			Joonis 134. BMV nakatatud ohtene luste (foto Les Lane, http://lclane.net/text/bmvsympt.html).

			 

			BMV-virion on umbes 26 nm diameetriga T = 3 ikosaeeder (Joonis 135). Sellesse kuuluvad 180 kattevalgumolekuli moodustavad 12 pentameeri ning 20 heksameeri. Genoomne RNA ei täida kogu partikli sisemust, seetõttu jääb virioni sisse ka umbes 8 nm suurune „õõnsus“.

			 

			 [image: ]

			Joonis 135. Bromoviiruse virionid elektronmikroskoobis vaadelduna (A) ja partikli ehituse skeem (B). Paneel A allikas: Nikolai Nikitin, Ekaterina Trifonova, Evgeniy Evtushenko, Mikhail Kirpichnikov, Joseph Atabekov, Olga Karpova (Wikimedia Commons, CC BY 4.0, algselt https://doi.org/10.1371/journal.pone.0142415).

			 

			BMV kõikide genoomsete RNA-de järjestused tehti kindlaks juba 1980-ndatel. Genoom on üldjoontes sarnane Bromoviridae sugukonna teiste esindajate genoomidega (Joonis 131). BMV genoomi eristab ORF2b puudumine. Genoomsete RNA-de 3’-otstes moodustub tRNA-sarnane struktuur, mida võidakse aminoatsüülida türosiinijäägiga. Selle modifikatsiooni bioloogiline tähendus on ebaselge. Tõenäoliselt jäljendab viiruse RNA raku RNA-d, vältides enda äratundmist ja degradeerimist raku kaitsesüsteemide poolt. Huvitav on ka asjaolu, et tRNA-le iseloomuliku 3’–CCA-OH terminaalse järjestuse saavutamiseks adenüülib viiruse RNA 3’-otsa raku tRNA nukleotidüültransferaas.

			RNA replikatsiooni uurimisel on oluliseks tehnoloogiliseks läbimurdeks olnud BMV replikatsioonisüsteemi rekonstitueerimine pärmirakkudes, mis on võimaldanud kasutada BMV replikatsiooniks vajalike peremeesvalkude identifitseerimiseks ja uurimiseks pärmi geneetikat. Kombineerides selle süsteemi abil saadud andmeid nakatatud taimi uurides saadutega, on kokku pandud võrdlemisi terviklik BMV replikatsiooni pilt.
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			Joonis 136. BMV replikatsiooni kompleksid pärmi rakus elektronmikroskoobis nähtuna. Nooled näitavad sfääruli sisu tsütoplasmaga ühendavale kaelale (CF). Nuc – tuum, ERL – endoplasmaatilise retiikulumi luumen. Jooni pärineb Schwartz et al., 2002, Molecular Cell, https://doi.org/10.1016/S1097-2765(02)00474-4.

			 

			BMV RNA replikatsioon toimub perinukleaarsetel ER-i membraanidel paiknevates replikatsioonikompleksides (Joonis 136). ORF1 ja ORF2 kodeeritud valgud (vastavalt metüültransferaas-RNA helikaas ning RdRp) moodustavad aktiivse replikatsioonikompleksi. Erinevad uurijad on näidanud, et BMV RNA replikatsioonis osalevad ka paljud peremeesraku valgud, näiteks eIF-3, mRNAdelt 5’ cap-struktuuride eemaldamist aktiveeriv kompleks LSm1p-7p jne. On võimalik, et aktiivse replikatsioonikompleksi kokkupakkimiseks on vajalik pärmi šaperoni (Ydj1p) taimne homoloog. Muudatused toimuvad ka replikatsioonikomplekside juures paiknevais ER-membraanides endis, näiteks suureneb küllastumata rasvhapete kontsentratsioon.

			Replikatsiooni initsiatsiooniks on vajalik CP seondumine RNA konserveerunud 3’-piirkondadele. Esimeseks replikatsioonietapiks on negatiivse RNA-ahela süntees, mille tulemusena moodustub dsRNA vahevorm. Järgneb positiivsete ahelate süntees, millede initsieerimiseks CP-d ei vajata. Ilmselt tagab negatiivse ja positiivse ahela sünteesi erisugune reguleerimine replikatsiooni asümmeetria. Infektsiooni käigus sünteesitakse positiivseid ahelaid umbes 100 korda rohkem kui negatiivseid ahelaid. Et BMV ja teiste bromoviiruste RNAde 3’-otsad ja 5’-otsad on omavahel homoloogsed, siis tuleb BMV molekulide vahel tihti ette ka geneetilist rekombinatsiooni.

			Pärast CP sünteesi moodustuvad uued viiruspartiklid; selleks on oluline CP aluseline N-otsa-poolne ala, mis vastutab CP-RNA interaktsioonide eest. Transport naaberrakkudesse toimub partiklite kujul. Need transporditakse tubulaarsete struktuuride abil läbi plasmodesmide.

			 

			II.15.3. Perekond Cucumovirus

			Perekonna Cucumovirus tüüpesindajaks on Cucumber mosaic virus (CMV; NB! mitte segamini ajada tsütomegaloviirusega, mida lühendatakse samamoodi), mis leiti esmalt kurgist juba 1916. aastal (S. P. Doolittle, I. C. Jagger). CMV-d peetakse üldiselt kõige laiema peremeeste ringiga taimeviiruseks, sest see nakatab teadaolevalt 1200 liiki taimi (umbes 85 sugukonnast!). Kokku on perekonnas (2020. a) 4 liiki viiruseid, aga teiste liikide peremeeste ring pole kaugeltki nii suur. 

			Nakatunud lehtedel põhjustab CMV mosaiikseid või triibulisi kloroose, tihtipeale kaasneb sellega taimede kääbuskasv. Viirus võib põhjustada ka lehtede, õite või viljade moonutusi. Noored lehed võivad jääda ebatavaliselt kitsaks, seda sümptomit tuntakse kingapaelaefekti nimetuse all. Nakatunud kurgi viljad omandavad tihti kahvatu või hallika tooni ja maitsevad kibedalt, mistõttu selliseid vilju nimetatakse ka „valgeteks marineeritud kurkideks“. Teised taimed, millel CMV põhjustab sümptomitega ning majanduslikult olulisi haigusi, on tomat, paprika, kabatšokk, melon, arbuus, kõrvits, uba, porgand, seller, spinat, salat, peet, banaan, samuti mitmesugused ilutaimed, näiteks aster ja krüsanteem. Nakatunud tomatitaimedele on tavaliselt iseloomulikud kääbuskasv, väärdunud lehed ja saagikadu kuni viljade täieliku puudumiseni. Paprikatel on kahjustunud lehestik, millel on nähtavad mosaiiksus ning ringlaigud. (CMV põhjustatud sümptomite näiteid on toodud joonisel 137.) Teised perekonna Cucumovirus liikmed põhjustavad sümptomeid nõrgast kloroosist kuni erksate kollaste või punakate laikudeni. Üldiselt on nimetatud perekonna liikmete põhjustatud haigussümptomid väga varieeruvad ning sõltuvad nii viiruse tüvest, peremeestaimest kui ka taimede keskkonnatingimustest.
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			Joonis 137. CMV sümptomid kurgil (A: William M. Brown Jr. / Wikimedia Commons, CC BY 3.0; B: DieterO / Wikimedia Commons, PD). 

			 

			Virionid, genoom, infektsioon

			CMV sfääriliste T = 3 sümmeetriaga virionide ehitus sarnaneb BMV-virionide omaga (Joonis 135). Virioni diameeter on 29 nm ning see koosneb 180 kattevalgumolekulist (12 pentameeri ja 20 heksameeri). Ka CMV genoom sarnaneb perekondade Alfamovirus ja Bromovirus esindajate genoomidega, koosnedes kolmest RNA molekulist, mille konserveerunud 3’-regioonid moodustavad tRNA-sarnased struktuurid. Sarnaselt BMV-ga võidakse ka cucumoviiruste tRNA-sarnastele struktuuridele liita türosiinijääk. Erinevalt eelnimetatud perekondadest kodeerib cucumoviiruste RNA2 veel ka SG RNA vahendusel ekspresseeritavat valku 2b (Joonis 131), mis on RNA vaigistamise supressor.

			Viiruse sisenemine rakku, negatiivsete ja positiivsete RNA-de süntees, replikatsiooni-komplekside rakusisene paiknemine ning mehhanismid, kuidas viirus liigub rakust rakku, on CMV puhul iseenesest samasugused kui perekonna Bromovirus puhul. Ka on selle viirusinfektsiooni puhul märgata tsütosoolis ja vakuoolis paiknevate, ilmselt ER-ist pärinevate inklusioonkehade moodustamist.

			CMV näol on tegemist kindlasti ühe majanduslikult kõige olulisema taimeviirusega – ka suhteliselt leebete infektsioonide korral on saagikadu tavaliselt 10–20% ning saadud viljad on madalama kvaliteediga. Soojemate ja kuivemate kevadete puhul võib CMV levida väga kiiresti ning viirusinfektsiooni põhjustatud saagikaod võivad olla 100%. CMV levib lehetäide (u 80 liiki, levinud peamiselt parasvöötmes) abil, kasutades mittetsirkulatiivset ülekannet. Virionid jäävad pidama lehetäi stiletti ja vektoris viirus ei tsirkuleeri ega paljune. CMV levib ka mehaanilisel teel ning vertikaalselt seemnete kaudu. Viiruse tõrjeks pole kemikaale. Ka insektitsiidide kasutamine ei aita, pigem muudab see lehetäid liikuvamaks ja aitab hoopis haiguse levikule kaasa. Parim viis haiguse vältimiseks on haigestunud taimede kõrvaldamine ning haigestunud põldudel järgmisel aastal mingi muu liigi kasvatamine. See on oluline, sest CMV nakatab ka väga erinevaid umbrohtusid ning talvitub edukalt mitmeaastaste taimede (sealhulgas umbrohtude) juurtes. Oluline töö on uute, resistentse(ma)te sortide aretamine. Selles valdkonnas tuleb esile tuua hüpersensitiivset reaktsiooni tekitava CMV-vastast resistentsust tagava CC-NB-LRR-i R-geeni RCY1 kloonimist müürloogast ning süsteemset nekroosi põhjustava TIR-NB-LRR-i R-geeni PvCMR1 kloonimist aedoast.

			 

			Kordamisküsimused peatüki „Bromoviridae“ kohta

			1.Milline on Bromoviridae sugukonda kuuluvate viiruste virionide ehitus ja mille poolest erinevad üksteisest eri perekondadesse kuuluvate viiruste virionid?

			2.Milline on sugukonda Bromoviridae kuuluvate viiruste genoomi organisatsioon ja kuidas toimub nende viiruste valkude ekspressioon?

			3.Milliseid valke kodeerivad sugukondadesse Bromoviridae kuuluvad viirused ja millised on nende valkude funktsioonid?

			4.Kus ja kuidas toimub Bromoviridae sugukonda kuuluvate viiruste RNA replikatsioon ja kuidas need viirused taimes levivad?

		

	
		
			II.16. SELTS TYMOVIRALES

			Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Seltsi Tymovirales moodustavad viis viiruste sugukonda, kelle esindajad nakatavad eelkõige taimi. Seltsis leidub ka seeni või putukaid nakatavaid viirusi. Enamik taimi nakatavatest viirustest on vektorlevikulised ja mõned nendest on võimelised vektorputukates ka paljunema. Seega kasutab osa seltsi Tymovirales kuuluvaid viiruseid replikatiivset vektorülekannet. Virionid on ikosaeedrilised (sugukond Tymoviridae) või spiraalse sümmeetriaga (filamentsed; ülejäänud sugukonnad). Genoomiks on ühekomponendiline, 6–9 kb pikkune 5’-cap struktuuriga positiivse polaarsusega RNA. Viiruse kodeeritud replikaasivalgus, mis transleeritakse otse genoomselt RNA-lt, on alfaviirusega sarnast tüüpi metüültransferaasi, RNA helikaasi ja RdRp domeenid. Mõnedel viirustel kuulub replikaasivalkude hulka ka proteaas. Sellisel juhul lõigatakse replikaasi eellasvalk väiksemateks valmisvalkudeks. Replikaasigeenist allavoolu paiknevate lugemisraamide ekspressioon toimub subgenoomsete RNA-de vahendusel. Replikatsioon on tsütoplasmaatiline ja toimub raku membraanidel.

			 

			Seltsi Tymovirales (klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) kuuluvad positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused, mis nakatavad eelkõige taimi. Seltsis leidub ka seeni ja putukaid nakatavaid viiruseid. Nende viiruste RNA-genoomide 5’-otsas on cap-struktuur ja kõigile nendele viirustele on iseloomulikud sarnased replikatsioonivalgud. Viiruse kodeeritud valkudes leidub alati metüültransferaasi, RNA helikaasi ning iseloomuliku konserveerunud S/TGx3Tx3NS/Tx22GDD motiiviga RNA polümeraasi (RdRp) domeene. Seltsi kuulub viis viiruste sugukonda (Tabel II.16.1), mille omavahelisi evolutsioonilisi suhteid iseloomustav fülogeneesipuu on näidatud joonisel 138. 
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			Joonis 138. Seltsi Tymovirales esindajate evolutsioonipuu. Skaala näitab Jonesi-Taylori-Thorntoni maatriksi järgi aminohappejääkidevahelisi distantse. Jooniselt puudub 2018. aasta juulis loodud sugukond Deltaflexiviridae, mis moodustab eraldi evolutsioonilise haru. Joonis pärineb https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-2011/w/posrna_viruses/238/tymovirales 

			 

			Tabel II.16.1. Seltsi Tymovirales kuuluvad sugukonnad (seisuga juuli 2020)

			
				
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Sugukond

						
							
							Virioni morfoloogia

						
							
							Virioni suurus

						
							
							Genoomi suurus

						
							
							Peremees-organismid

						
					

				
				
					
							
							Alphaflexiviridae

						
							
							Filamentne

						
							
							10–15 nm × 470–800 nm

						
							
							6–9 kb

						
							
							Taimed, seened

						
					

					
							
							Betaflexiviridae

						
							
							Filamentne

						
							
							10–15 nm × 600–1000 nm

						
							
							6–9 kb

						
							
							Taimed

						
					

					
							
							Gammaflexiviridae

						
							
							Filamentne

						
							
							13 × 720 nm

						
							
							7 kb

						
							
							Taimed

						
					

					
							
							Deltaflexiviridae

						
							
							Virion puudub*

						
							
							Virion puudub*

						
							
							8 kb

						
							
							Seened

						
					

					
							
							Tymoviridae

						
							
							Ikosaheeder

						
							
							30 nm

						
							
							6–7,5 kb

						
							
							Taimed, putukad

						
					

				
			

			* Ükski käesoleval ajal tuntud deltaflexiviirus ei kodeeri äratuntavat kapsiidivalku.

			 

			II.16.1. SUGUKOND ALPHAFLEXIVIRIDAE

			Alphaflexiviridae sugukonna liikmed nakatavad paljusid ühe- ja kaheidulehelisi taimi. Iga liigi peremeeste ring on üldjuhul kitsas. Viirused kanduvad taimelt taimele eelkõige mehaaniliselt, kuigi tuleb ette ka vektorülekannet (nt kannavad allexiviiruseid edasi lestad). Sugukonda kuuluvad taimi nakatavad perekonnad Allexivirus, Lolavirus, Mandarivirus, Platypuvirus ja Potexvirus ning seeni nakatavad Sclerodarnavirus ja Botrexvirus (Tabel II.16.2). Kõigil taimi nakatavatesse perekondadesse kuuluvatel, samuti botrexviirustel on paindlikud filamentsed 12–13 nm diameetriga ja 470–800 nm pikkused spiraalse sümmeetriaga virionid. Tavaliselt moodustuvad virionid ühesugustest kattevalgu (CP) molekulidest (molekulmass 18–43 kDa). Allexi- ja lolaviiruste virionidest on leitud ka väiksema molekulmassiga minoorseid CP-variante. Lola- ja potexviiruste CP-sid võidakse mõnikord glükosüülida. Genoomid on 5,9–9 kb pikkused RNA molekulid, mille 5’-otsas paikneb cap-struktuur ja 3’-otsas polü(A)- järjestus. 

			Sugukonna Alphaflexiviridae liikmed kodeerivad 5–6 valku, erandiks on sclerodarnaviirused. Genoomi 5’-otsapoolne ORF kodeerib alfaviirusesarnastele viirustele iseloomulikku replikaasivalku, mis koosneb metüültransferaasi, RNA helikaasi ning RdRp domeenidest. Enamikul taimi nakatavatel Alphaflexiviridae esindajatel kodeerivad ORF2-4 nn „triple gene block“- (TGB) valke, mis on seotud eelkõige viiruste rakust rakku liikumisega. Samade viiruste ORF5 kodeerib kattevalku (CP) (Joonis 139). Allexi-, lola- ja manadriviiruste genoomi 3’-otsapoolses alas asuv täiendav ORF kodeerib Zn-sõrme struktuuri sisaldavat nukleiinhappeid siduvat valku. Kõiki ORF1-st allavoolu asuvate ORF-ide poolt kodeeritavaid valke transleeritakse infektsiooni käigus sünteesitud genoomist lühematelt 3’-koterminaalsetelt subgenoomsetelt RNA-delt (SG RNA). Alphaflexiviridae perekondadesse kuuluvaid viiruseid on lühidalt iseloomustatud Tabelis II.16.2.
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			Joonis 139. Alphaflexiviridae genoomi organisatsioon ja ekspressiooniskeem kartuliviiruse X (PVX) näitel. TGB – triple gene block; leaky scanning – lugemisraamide ekspressioon toimub lekkiva skannimise mehhanismi abil.

			 

			Tabel II.16.2. Sugukonda Alphaflexiviridae kuuluvad viiruste perekonnad

			
				
					
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Perekond

						
							
							Peremees

						
							
							Virioni pikkus (nm)

						
							
							ORF-ide arv

						
							
							Replikaas (kD)

						
							
							CP (kD)

						
					

				
				
					
							
							Allexivirus

						
							
							Taimed

						
							
							~800

						
							
							6

						
							
							170–195

						
							
							26–29

						
					

					
							
							Botrexvirus

						
							
							Seened

						
							
							~720

						
							
							5

						
							
							158

						
							
							43

						
					

					
							
							Lolavirus

						
							
							Taimed

						
							
							640

						
							
							6

						
							
							196

						
							
							32

						
					

					
							
							Mandarivirus

						
							
							Taimed

						
							
							650

						
							
							6

						
							
							187

						
							
							34

						
					

					
							
							Platypuvirus

						
							
							Taimed

						
							
							?

						
							
							7

						
							
							157

						
							
							22

						
					

					
							
							Potexvirus

						
							
							Taimed

						
							
							470–580

						
							
							5

						
							
							150–195

						
							
							18–27

						
					

					
							
							Sclerodarnavirus

						
							
							Seened

						
							
							Virion puudub

						
							
							1

						
							
							193

						
							
							CP puudub

						
					

				
			

			 

			Allpool on põhjalikumalt käsitletud perekonda Potexvirus. Eraldi mainimist väärib ka sclerodarnaviiruste ainus esindaja Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated RNA virus, mille peremeheks on taimede valgemädanikku põhjustav mügarliudikute hulka kuuluv seen Sclerotinia sclerotiorum. Tegemist on 5470 nukleotiidijäägi pikkuse polüadenüülitud RNA-genoomiga viirusega, mille ainus ORF kodeerib replikaasi. Seega on tegemist viirusega, millel kapsiid puudub. Samas, arvestades asjaolu, et enamikul seeni nakatavatel viirustel puudub rakuväline faas, ei ole kapsiidivalgu ja virionide puudumine väga ootamatu. Märkusena olgu öeldud, et kapsiidivalk puudub ka hiljuti kirjeldatud sugukonda Deltaflexiviridae kuuluvatel viirustel. Samas on deltaflexiviiruste genoomid pikemad (Tabel II.16.1) ja nendes leidub täiendavaid, genoomi 3’-regioonis paiknevaid lugemisraame. Nende ORF-ide poolt kodeeritud valkude funktsioonid ei ole teada. Genoomi organisatsiooni poolest on erandlik ka hiljuti avastatud platypuviirus Donkey orchid symptomless virus (DOSV), mille genoomis asub replikaasigeeni ees sellega osaliselt kattuv ORF1 ning TGB-geenide asemel on ORF3. ORF3 poolt kodeeritud valgul on tõenäoliselt hoopis teised ülesanded kui TGB- valkudel. CP ORF-ist 3’-suunas paiknevad DOSVl kolm osaliselt üksteisega kattuvat ORF-i (ORF5-7). Arvatakse, et ORF1 ja ORF7 poolt kodeeritud valgud võivad olla seotud DOSV transpordiga nakatatud taimedes.

			 

			Perekond Potexvirus 

			Perekond on suur, sisaldades vähemalt 38 liiki viiruseid. Perekonna tüüpesindaja on Potato virus X (PVX, kartuliviirus X), mida kirjeldas K. M. Smith 1931. aastal. PVX on levinud kõikjal maailmas. PVX nakatab looduslikult vähemalt 62 peremeestaime 27 sugukonnast. Viirus kandub taimelt taimele mehaaniliselt ning teadaolevaid vektoreid tal ei ole. Nakatunud kartulil on infektsiooni sümptomiteks suhteliselt leebe mosaiiksus (Joonis 140), Kui sama taime nakatab samal ajal ka Potato virus Y (sugukond Potyviridae, ptk II.11), siis võib tekkinud mosaiiksus olla palju suurem ja leheroodudes ka nekrootiline. Selline nähtus – ühe viiruse põhjustatud infektsiooni võimendamine teise viiruse poolt – on tuntud kui viirustevaheline sünergism. Majanduslikult on PVX-i mõju kartulikasvatusele üldjuhul mõõdukas. Siiski põhjustab PVX-i-nakkus kartulimugulate 2–23%-list saagikadu. Eriti vastuvõtlikel sortidel võib see ulatuda 50%-ni. PVX-i on leitud ka Eesti kartulitest. Majanduslikult olulisi probleeme tekitab ka PVX-i nakkus paprikas. PVX-i resistentsusaretust peaks hõlbustama fakt, et kartulist on kloonitud CC-NB-LRR-i tüüpi dominantsed R-geenide hulka kuuluvad PVX-i resistentsusgeenid Rx1 ning Rx2. Veelgi rohkem, mitmetest taimeliikidest on kindlaks tehtud retsessiivne resistentsusgeen EXA1, mis annab vastupidavuse nii PVX-le kui ka Plantago asiatica mosaic virus’ele. See geen kodeerib ilmselt eIF4E-ga interakteeruvat valku. PVX-i retsessiivse resistentsusgeenina käitub ka mitmetest erinevatest taimeliikidest kloonitud muteerunud trankriptsioonifaktorit ekspresseeriv bZIP60-geen.
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			Joonis 140. PVX infektsiooni sümptomitega kartuli lehed (foto H. L. Weidemann).

			 

			Perekonna liikmed tervikuna nakatavad paljusid nii ühe- kui ka kaheidulehelisi taimi. Iga konkreetse liigi peremeeste ring on enamasti siiski suhteliselt kitsas. Suuri tsütopatoloogilisi efekte potexviiruste infektsioonid esile ei kutsu. Siiski on Pepino mosaic virus kujunenud globaalselt üheks kõige ohtlikumaks kasvuhoonetes kasvatatavate tomatite viiruseks.

			 

			Virion, genoom ja infektsiooniprotsess

			Potexviirustel on suhteliselt lühikesed (> 600 nm) paindlikud filamentsed virionid (Joonis 141). Ühe virioni spiraalse täispöörde kohta tuleb umbes 9 CP molekuli ja selle „samm“ on piki spiraali 3,3–3,7 nm. Virionis on tsentraalne kanal, selle diameeter on vaid 3 nm. 
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			Joonis 141. PVX virion elektronmikroskoobis nähtuna (ICTV Report on Virus Taxonomy, 2019; algne foto D.-E. Lesemann / Wikimedia Commons, CC BY-SA 4.0).

			 

			Potexviiruste genoom on 5,9–7 kb pikkune, 5’-cap- ning 3’-polü(A) struktuuridega positiivse polaarsusega RNA, mis sisaldab 5 ORF-i. Otse genoomse RNA pealt sünteesitakse viiruse replikaasivalk, millel on metüültransferaasne, RNA-helikaasne ja RdRp aktiivsus. Teised valgud ekspresseeritakse SG RNA-de kaudu (Joonis 139). Potexviiruste SG RNA-sid pakitakse ka virionidesse. Erandiks on siin PVX, mille puhul seda ei tehta. ORF-d 2–4 kodeerivad TGB-valke. TGB2- ja TGB3-valgud transleeritakse ühe ja sellesama bitsistroonse SG RNA pealt, kasutades lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) mehhanismi (Joonis 139). ORF 5 kodeerib viiruse CP-d. PVX-i CP N-ots on ka glükosüülitud, kuid selle modifikatsiooni bioloogiline tähendus pole teada. 

			TGB-valgud (PVX-l on need molekulmassidega vastavalt 25, 12 ja 8 kDa) on vajalikud viiruse rakust rakku transportimiseks, kusjuures plasmodesme läbivaid tuubulilaadseid struktuure ei moodustu. TGB1-valgul on, nagu ka ORF1 kodeeritud replikaasivalgul, RNA helikaasidele iseloomulik domeen ja ATPaasne aktiivsus. RNA replikatsioonis TGB1 siiski ei osale, küll aga on see valk vajalik virioni lahtipakkimiseks, replikatsiooni initsiatsiooniks ning replikatsioonikompleksi teisendamiseks rakust rakku liikumise kompleksiks (Joonis 142). TGB1 peamiste funktsioonide hulka kuulub ka plasmodesmide läbilaskevõime suurendamine viiruse liikumisel (sama funktsioon on ka TGB2-valgul) ning lisaks sellele ka RNA vaigistamise supressioon.
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			Joonis 142. Potexviiruste partiklite lahtipakkimine ning negatiivse RNA-ahela sünteesi initsiatsioon toimub TGB1-valgu osalusel. 

			 

			PVX-i puhul on TGB2- ja TGB3-valgud seotud vesiikulitega, mis punguvad viiruse replikatsioonisaitidest ER-l (Joonis 143). Lisaks kõigile kolmele TGB-valgule on viiruse rakust rakku liikumiseks vaja ka CP-d. CP seondab replikaasi poolt sünteesitavat genoomset RNA-d, sama RNA 5’-otsale seondub ka TGB1. Selline RNA/CP/TGB1-kompleks seondub membraanides paiknevate TGB2- ja TGB3-valkudega ja moodustab aktiini filamentidega seondunud RNP (ribonukleoproteiin) – potexviiruse RNA transpordikompleksi (Joonis 143). See kompleks liigub piki aktiinifilamente TGB1 ja TGB2 poolt modifitseeritud plasmodesmidesse; neid läbib RNP nii, et TGB1-valguga seondunud ots (ilmselt genoomi 5’-ots) liigub ees. Plasmodesmis viiruse valgud modifitseeritakse, mis võimaldab nakatamata rakku liikunud viiruse RNP translatsiooni ja seejärel RNA replikatsiooni käivitamist (Joonis 142). 
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			Joonis 143. A. TGB2 ja TGB3 on membraanidega seotud valgud, see võimaldab vesiikulite moodustamist ER-i membraanist. B. Potexviiruste rakust rakku liikumise hüpoteetiline mudel. Oluline roll rakust rakku transpordis on TGB-valkudel ja kattevalgul. RNP – ribonukleoproteiin.

			 

			II.16.2. SUGUKOND TYMOVIRIDAE

			Sugukonda kuuluvad perekonnad Maculavirus, Marafivirus ja Tymovirus ning kaks perekondadesse mittekuuluvat viirust, nende hulgas putukaid nakatav Bombyx mori latent virus (BmMLV). Kui BmMLV ja mõned marafiviirused välja arvata, nakatavad selle sugukonna liikmed kaheidulehelisi taimi. Liikide kaupa vaadatuna on sellesse sugukonda kuuluvate viiruste peremeeste ring kitsas. Haigussümptomiteks võivad olla erkkollane mosaiik või laigud, leheroodude läbipaistvaks muutumine, kääbuskasv, plekid lehtedel (Joonis 144). Erinevalt tymoviirustest on macula- ja marafiviirused floeem-limiteeritud (s.t nende paljunemine toimub eranditult taime floeemkoes) ega ole mehaanilisel teel ülekantavad. Osa marafiviiruseid siirutavad tirdid ja nad on suutelised ülekandevektoris ka paljunema (replikatiivne vektorülekanne). Maculaviiruste vektorid ei ole teada.
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			Joonis 144. TYMV tekitatud sümptomid kapsal. (Fotod Michal Maňas / Wikimedia Commons, CC BY 2.5.)

			 

			Erinevalt teistest seltsi Tymovirales kuuluvatest viirustest on selle sugukonna esindajatel ikosaeedrilised virionid (T = 3; diameeter u 30 nm), mis koosnevad 20 heksameersest ja 12 pentameersest allühikust (Joonis 145). Tymoviiruste kattevalgu (CP) molekulmassiks on 20–25 kDa. Marafiviiruste virionid koosnevad mažoorsest 21 kDa CP-st ning minoorsest 22,5–25-kDa molekulmassiga CP-st.
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			Joonis 145. Tymoviiruste virioni 3D-struktuur (A) ja ehituse skeem (B). Paneeli A allikas: RCSB PDB.

			 

			Genoom koosneb ühest positiivse polaarsusega 6–7,5 kb pikkusest RNA-st, millele on iseloomulik väga suur (32–50%) tsütidiinijääkide sisaldus. Genoomse RNA 5’-otsas paikneb cap-struktuur ning enamasti (erandiks on siin perekond Tymovirus) on genoomi 3’-otsas polü(A) järjestus. Marafiviiruste genoomis paikneb üldjuhul üks pikk ORF, mis kodeerib liitvalgu (polüproteiini) kujul metüültransferaasi, papaiini tüüpi tsüsteiinproteaasi, RNA helikaasi, RdRp-d ning CP-d (Joonis 146). Maculaviiruste genoomi struktuur on üldiselt samasugune nagu marafiviirustel, kuid siin paiknevad genoomi 3’-otsas veel kaks täiendavat ORF-i, mis kodeerivad proliinirikkaid valke p31 ja p16. Need lugemisraamid, nagu ka tymoviiruste kattevalgu oma, ekspresseeritakse SG RNA-de abil.

			 

			Perekond Tymovirus

			Tymoviirused on sugukonna Tymoviridae liigirohkeim perekond. Hetkel (2020. a) kuulub siia 28 liiki. Perekonna tüüpesindajaks on Turnip yellow mosaic virus (TYMV), mida kirjeldasid R. Markham ja K. M. Smith 1949. aastal. TYMV nakatab ristõielisi, eelkõige erinevaid Brassica’id (kapsas, lillkapsas, brokoli jne). Nakatunud rakkudes on iseloomulik vesiikulite indutseerimine kloroplastide ja vähemal määral ka mitokondrite pinnal. Sellega kaasneb kloroplastide paisumine ning modifitseerumine. Perekonna liikmeid kannavad edasi eelkõige poilaste ja kärsaklaste sugukondadesse kuuluvad mardikad. TYMV puhul on erandina ülekandevektoriteks peamiselt maakirbud perekondadest Phyllotreta ja Psylliodes. Tymoviirused levivad ka mehaaniliste vigastuste kaudu ning mitmed siia kuuluvad liigid (sealhulgas TYMV) levivad ka seemnetega. TYMV põhjustatud haiguse kontrolli all hoidmiseks soovitatakse kasutada sobivaid insektitsiide, sest viirust siirutavad vektorid alluvad mõnedele neist hästi. Samuti on vajalik ristõieliste umbrohtude eemaldamine põllult, sest tymoviirused suudavad nendes mitmeaastastes taimedes edukalt talvituda. Resistentsusaretuse jaoks sobivaid tymoviiruste vastaseid dominantseid või retsessiivseid geene teadaolevalt paraku veel kloonitud ei ole.
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			Joonis 146. TYMV-genoomi organisatsioon ning selles kodeeritud valkude ekspressiooni skeem. Näidatud on genoomi 3’-otsas paiknev tRNA-sarnane struktuur. MP – transpordivalk, Mtr – metüültransferaas, Pro – proteaas, Hel – RNA helikaas, Pol – RNA polümeraas ja CP – kattevalk.

			 

			TYMV-kattevalgu (CP) molekulmass on 20 kDa, virionid on ikosaeedrilised (Joonis 145), umbes 30-nm diameetriga. Genoom koosneb ühest 6–6,7 kb pikkusest RNA-st, mille 5’-otsas on cap-struktuur. Erinevalt muudest sugukonna Tymoviridae perekondadest pole tymoviiruste RNA 3’-otsas polü(A) saba, vaid tRNA-sarnane struktuur. Sarnaselt bromo- ja tobamoviiruste tRNA-sarnaste struktuuridega võidakse ka tymoviiruste tRNA-sarnast struktuuri rakus aminoatsüülida, lisades sellele valiinijäägi. 

			Tymoviiruste genoomis on kolm ORF-i (Joonis 146). ORF-1 kodeerib liitvalku, mis sisaldab metüültransferaasi (Mtr), tsüsteiinproteaasi (Pro), RNA helikaasi (Hel) ning RdRp domeene ja lõigatakse viiruse proteaasi poolt kolmeks valmisvalguks. ORF2 kattub suures osas ORF1-ga, kuid paikneb selle suhtes teises lugemisraamis. ORF2 translatsioon initsieeritakse 7 nukleotiidijääki ORF1 initsiatsioonisaidist ülalpool. ORF2 kodeerib 50–80 kDa suurust viiruse transpordivalku, mis, nagu nimestki aru saada, on vajalik viiruse rakust rakku liikumiseks. Genoomi 3’-poolses osas paikneb SG RNA promooterina toimiv tymobox-järjestus. Rakus sünteesitavalt SG RNA-lt transleeritakse tymoviiruse kattevalku (Joonis 146).

			 

			Kordamisküsimused 

			1.Millised on seltsi Tymovirales kuuluvate viiruste virionid ja millistel viirustel ning miks need puuduvad?

			2.Milline on Tymoviridae sugukonna viiruste genoomi organisatsioon ja mille poolest erineb see poteksviiruste omast?

			3.Kuidas toimub poteksviiruste RNA replikatsioon ja geeniekspressioon? 

			4.Kuidas toimub poteksviiruste rakust rakku transport ja milline roll on selles triple gene block’i (TGB) kodeeritud valkudel?

		

	
		
			II.17. SUGUKOND VIRGAVIRIDAE, TUBAKA MOSAIIGIVIIRUS

			Cecilia Sarmiento

			Kokkuvõte

			Sugukonda Virgaviridae kuuluvad 20-nm läbimõõduga ja kuni 300 nm pikkuste jäikade kepikeselaadsete virionidega taimeviirused. Sugukonda kuuluvad viirused nakatavad väga erinevaid peremeestaimi. Samas on individuaalsetel viirusteliikidel üldjuhul kitsas peremeeste ring. Genoom on positiivse polaarsusega RNA pikkusega 6,3–13 kb, mille 5’-otsas on cap-struktuur ja 3’-otsas tRNA-sarnane struktuur. Cap-struktuur sünteesitakse viiruse ensüümide poolt spetsiifilist mehhanismi kasutades. Virgaviirused sarnanevad genoomi organisatsiooni, geeniekspressiooni strateegia ja kodeeritud valkude ensümaatiliste omaduste poolest samasse viiruste klassi (Alsuviricetes) kuuluvatele viirustel nt. alfaviirustele. Genoomi replikatsioon leiab aset rakumembraanidest, eelkõige ER-i membraanidest moodustunud struktuurides. Osa geenide ekspressiooniks kasutatakse subgenoomseid RNA-sid, mis sünteesitakse negatiivse RNA matriitsilt subgenoomset promootorit kasutades. Selle sugukonna viirustel on tihti ka stoppkoodoni läbilugemise (ingl readthrough) teel sünteesitud produktid.

			 

			Süstemaatika

			Nimetus Virgaviridae tuleb ladinakeelsest sõnast virga (’kepp’), kirjeldades sugukonda kuuluvate viiruste virionide struktuuri. 2020. aasta seisuga kuulus sugukonda seitse perekonda (kokku umbes 60 liiki), mis erinevad üksteisest genoomi organisatsiooni ja ülekandeviiside poolest ning nakatavad erinevaid peremehi. Tähtis on mainida, et Tobamovirus on ainuke sellesse sugukonda kuuluv perekond, mille genoom koosneb ainult ühest RNA molekulist (Tabel II.17.1). Ka virgaviiruste kodeeritud RNAst-sõltuvate RNA polümeraaside (RdRp-d) järjestuste analüüs näitab, et tobamoviirused eristuvadMERS-CoV kasutab retseptoriksndadest (Joonis 147). Analüüsides Virgaviridae (selts Martellivirals, klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) esindajate sugulust muude taimeviirustega, võib näha, et nende RdRp-d sarnanevad kõige rohkem samasse Martellivirals seltsi kuuluvatesse Closteroviridae ja Bromoviridae sugukondadesse kuuluvate viiruste RdRp-dega. Sugukond Benyviridae, mille esindajatel on samuti kepikeselaadsed virionid, on aga sugukonnast Virgaviridae fülogeneetiliselt kaugel (kuulub seltsi Hepelivirales). 

			 

			Tabel II.17.1. Sugukonda Virgaviridae kuulvate perekondade tähtsamad omadused
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			a RNA molekulide arv; b RdRP translatsioon toimub stoppkoodoni läbilugemise teel (RT: readthrough); c MP, transpordivalgu tüüp (TGB – triple gene block); d CP, kattevalgu suurus (+RT: CP stoppkoodoni läbilugemine); e tRNA-sarnane struktuur genoomi 3’-otsas on aminoatsüülitud näidatud aminohappejääkidega või mitte aminoatsüülitud (–).
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			Joonis 147. Virgaviridae sugukonda kuuluvate viiruste replikatsioonivalkude järjestuste põhjal moodustatud fülogeneetiline puu. Analüüs tehti Maximum Likelihood’i meetodit (1000 bootstrap’i replikaati) kasutades. Joonis pärineb https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/virgaviridae.

			 

			Virgaviridae sugukonda kuuluvate perekondade peamised esindajad ja nende tuntud bioloogilised omadused on järgmised.

			-Furovirus (tüüpesindaja Soil-borne wheat mosaic virus, SBWMV) perekonnas on kuus liiki, mis kõik nakatavad kõrrelisi. Vektoriks on algloomast juurteparasiit Plasmodiophora. Vanasti liigitati see vektor seente alla ja sealt tuleb ka perekonna nimi Furovirus (fungus-borne, rod-shaped virus). Furoviirused on majanduslikult olulised. Näiteks põhjustab SBWMV-infektsioon talinisul kuni 80% saagi kadu. Genoom on kahekomponendiline. RNA1 sisaldab kolme ORF-i, mis kodeerivad replikatsioonivalke ja transpordivalku. RNA2 sisaldab samuti kolme ORF-i, mis kodeerivad kahte kattevalku ja RNAi supressorit. 

			-Perekonda Goravirus (tüüpesindaja Gentian ovary ringspot virus, GORV) kuulub ainult kaks viiruste liiki. GORV kantakse üle õietolmuga, vektorid pole teada. Genoom koosneb kahest komponendist. Erinevalt furoviirustest on goraviiruste transpordivalgud TGB (triple gene block) tüüpi (TGB tüüpi transpordivalkude kohta vt lähemalt seltsi Tymovirales käsitlevast peatükist II.16). Vastavad ORF-id paiknevad RNA2-s. 

			-Hordeivirus (tüüpesindaja Barley stripe mosaic virus, BSMV) perekonnas on neli liiki. Kolm nendest on kõrreliste viirused, kusjuures BSMV on laialt levinud. Huvitav on märkida, et see viirus eraldati hiljuti ka Niiluse jõe lähedalt pärinenud 750-aastastest odrateradest. Genoom on kolmekomponendiline ja kodeerib seitset valku. TGB-tüüpi transpordivalkude ekspressiooniks kasutatakse SG RNA-sid ja viimane nendest valkudest (TGB3) transleeritakse lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) mehhanismi abil. Kõikides BSMV ja Lychnis ringspot virus’e RNA segmentides esineb valke kodeeriva järjestuse ja tRNA-sarnase struktuuri vahel polü(A) järjestus pikkusega 20–50 nukleotiidijääki.

			-Pecluvirus’e (tüüpesindaja Peanut clump virus, PCV) perekonnas on lisaks tüüpesindajale identifitseeritud veel vaid üks viiruseliik. Genoomi organisatsioon sarnaneb Goravirus’e perekonna omaga. Erinevus seisneb selles, et Pecluvirus’e RNAi supressor (tsüsteiinirikas valk) on kodeeritud RNA1 segmendis ja lisaks kodeerib perekond Pecluvirus genoom veel ühte täiendavat mittestruktuurset valku (39 kDa), mis on seotud vektorülekandega.

			-Pomovirus (tüüpesindaja Potato mop-top virus, PMTV) perekonda kuulub viis viiruste liiki. Peremeeste ring on kitsas ja piiratud kaheiduleheliste taimedega. Vektoriks on Plasmodiophora, seetõttu levib nakkus mulla kaudu. Genoom on kolmekomponendiline ja kodeerib kokku kaheksat valku. RNA2 (tuntud ka kui RNA-CP), nagu ka RNA1, translatsioonil leiab aset stoppkoodoni läbilugemine. Selle mehhanismi abil RNA 2-lt sünteesitud PMTV CP valgu pikem vorm on seotud viiruse vektorülekandega.

			-Tobravirus (tüüpesindaja Tobacco rattle virus, TRV) perekonnas on kolm liiki. Peremeeste ring on lai ja hõlmab nii ühe- kui ka kaheidulehelisi taimi, sealhulgas tähtsaid põllukultuure (nt kartul, suhkrupeet ja tomat). Vektoriks on noored või täiskasvanud nematoodid. Vektorites viirus tõenäoliselt ei replitseeru. Paljude taimeliikide puhul toimub tobraviiruste ülekanne ka seemnete kaudu. Virionid võivad olla pikad (180–215 nm) või lühikesed (46–115 nm). Genoom on kahekomponendiline. RNA1 sisaldab nelja ORF-i, mis kodeerivad replikatsioonivalke, transpordivalku ja RNAi supressorit. RNA2 sisaldab tavaliselt kolme ORF-i, mis kodeerivad kattevalku ja kahte mittestruktuurset valku. Mõnedel isolaatidel on kattevalgu geeni järel veel üks ORF. Huvitaval kombel on RNA1 segment võimeline nakatunud taimes mitte ainult replitseeruma, vaid ka süsteemselt levima. 

			-Tobamovirus (tüüpesindaja Tobacco mosaic virus, TMV, tubaka mosaiigi viirus) perekonda kuuluvate viiruste genoom ei ole segmenteeritud ja nende ülekanne toimub peamiselt mehaanilisel teel. See on suurim perekond sugukonnas Virgaviridae (37 liiki). Peatüki alljärgnevates osades on käsitletud peamiselt seda perekonda.

			 

			Perekond Tobamovirus

			Ajalooliselt oli TMV esimene avastatud viirus (aastal 1898, ptk I.1). TMV on olnud esikohal ka mitmetes muudes viroloogia-alastes avastustes, sealhulgas oli ta esimene viirus, mille virione nähti eletronmikroskoobi abil. Tema virioni spiraalset struktuuri (Joonis 2, Joonis 149) uuriti intensiivselt röntgenkristallograafiat kasutades. Nendest uuringutest selgus, et see virion koosneb valgust ja RNA-st ning hiljem näidati, et just see RNA on viiruse pärilikkuse aineks. Ka oli TMV esimene eukarüoote nakatav RNA-genoomiga viirus, mille genoom sai täielikult sekveneeritud.

			Tobamoviirustel on looduses tavaliselt kitsas peremeeste ring. Eksperimentaalsetes tingimustes on nad aga võimelised nakatama paljusid taimeliike. Levik taimelt taimele toimub ilma vektorite vahenduseta. Infektsioon hõlmab kõiki kudesid ja põhjustab mitmesuguseid sümptomeid, kõige sagedamini mosaiiksust (Joonis 148). Tobamoviirused võivad nakatada ka seemnekatet, aga mitte embrüot.
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			Joonis 148. TMV-ga nakatunud tubakas (R. J. Reynolds Tobacco Company Slide Set / Wikimedia Commons). 

			 

			TMV virion

			TMV virionidel on jäik spiraalne kepikeselaadne struktuur. Rakuvälises keskkonnas on sellised virionid väga stabiilsed (vähemalt 50 aastat). TMV partikkel on umbes 300 nm pikkune ja 15-nm läbimõõduga. See koosneb 2130 identsest kattevalgu molekulist (allühikust), mis ümbritsevad ühte genoomset RNA molekuli. Konkreetsemalt, üks kattevalgu molekul seob genoomse RNA 3 nukleotiidijääki. Ühe spiraalipöörde kohta tuleb 49 nukleotiidi ning 16 ja 1/3 kattevalgu molekuli. Spiraali maksimaalne diameeter on 18 nm (Joonis 149). Täiendavaid detaile TMV-virionide ehituse kohta võib leida virionide struktuure kirjeldavast peatükist (ptk I.3). Nakatunud rakkudes moodustavad TMV virionid tihti suuri kristalseid struktuure, mis on nähtavad valgusmikroskoobiga.
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			Joonis 149. TMV virioni struktuur. A: elektronmikroskoopia pilt. Mõõtjoon 100 nm. B: virioni mudel, pikisuunaline. C: virioni mudel, ristisuunaline (NC-kattevalgu allühik). Paneeli A allikas: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-viruses/w/virgaviridae/672/genus-tobamovirus; paneeli C allikas: RCSB PDB. 

			 

			Tobamoviiruste genoom ja viiruse kodeeritud valgud

			TMV genoom on 6395 nukleotiidijäägi pikkune RNA molekul. Nagu ka teistel Virgaviridae esindajatel on see positiivse polaarsusega ja tal on 5’-otsas cap-struktuur. TMV genoomis saab eristada järgmiseid cis-aktiivseid elemente:

			1.5’- mittetransleeritav ala (5’-UTR, tuntud ka kui Ω-liider) on umbes 70 nukleotiidijäägipikkune ala, millele on iseloomulik G-jääkide puudumine ning AAC korduvjärjestused. Ω-liidril ei ole sekundaarstruktuuri ja ta ei paardu ühegi TMV genoomse RNA lõiguga . Antud element toimib translatsioonilise võimendajana (ingl translational enhancer): lisatuna suvalise eükarüootse mRNA 5’-otsa, suurendab Ω-liider selle RNA transleerimist väga erinevates translatsioonisüsteemides kuni viis korda. Nagu on iseloomulik kõikide RNA-viiruste 5’-UTR-idele, osaleb ka TMV Ω-liider viiruse genoomi replikatsioonis.

			2.Partikli moodustumise algpunkt ehk pakkimissignaal (ingl origin of assembly) asub enamikul tobamoviirustel 900–1300 nukleotiidi kaugusel genoomi 3’-otsast ehk siis transpordivalgu- (MP-) geenis või kattevalgu- (CP-) geeni alguses (Joonis 150). Sekundaarstruktuurilt kujutab pakkimissignaal endast kolme järjestikust juuksenõelastruktuuri (Joonis 151), millest funktsionaalselt tähtsaim on esimene. 

			3.Subgenoomsed (SG) promootorite järjestused asuvad SG RNA-de transkriptsiooni alguskohtadest ülalpool ja on funktsionaalsed genoomse RNA negatiivses koopias. Kahe erineva (MP ja CP) SG-promootori vahel ei ole olulist järjestuste sarnasust. See on oletatavasti vajalik tagamaks erinevate SG RNA-de ja nende poolt kodeeritud valkude sünteesi proportsionaalset ja ajalist regulatsiooni. MP SG RNA-d sünteesitakse varases infektsioonifaasis ja vähesel hulgal. CP SG RNA-d sünteesitakse hiljem ja palju suuremas koguses. 

			4.IRES-elemendid (ingl internal ribosomal entry site) võivad erinevatel tobamoviirustel asuda MP- ja/või CP-geeni ees. IRES-elemendid võimaldavad vastavate valkude translatsiooni otse genoomselt RNA-lt. 

			5.Genoomi 3’-mittetransleeritav ala (3’-UTR) moodustab tRNA-sarnase struktuuri (ingl tRNA like structure, tRNA-LS). tRNA-LS-i leidub peale tobamoviiruste veel mitmete teiste taime- ja mõnede putukaviiruste RNA-genoomide 3’-UTR lõpus (vt nt ptk-d II.15 ja II.17). TMV tRNA-LS on oma kolmemõõtmeliselt struktuurilt sedavõrd raku tRNAHis sarnane, et selle tunnevad ära raku valgusünteesi süsteemi komponendid. Selle tulemusel tRNA-LS adenüülitakse ja aminoatsüülitakse. TMV puhul on lisatavaks aminohappejäägiks histidiin (Tabel II.17.1), sest tRNA-LS osas, mis vastab tRNA antikoodonsilmusele, paikneb His-antikoodonile vastav järjestus. Võimalik, et need modifikatsioonid on mõeldud kaitseks raku ribonukleaaside vastu. Samas ei mõjuta genoomse RNA kunstlik de-aminoatsüülimine olulisel määral TMV RNA infektsioonilisust. Kindlasti on tRNA-sarnane struktuur vajalik viiruse RNA replikatsiooniks, olles negatiivse RNA-ahela sünteesil promootoriks. 

			TMV genoomi kodeerivas alas paikneb neli (mõnedel andmetel aga 5 või isegi 6) ORF-i. ORF1 ja ORF2 transleeritakse otse genoomselt RNA-lt. Ülejäänud TMV geenid ekspresseeruvad SG RNA-delt ja/või IRES-järjestuste abil (Joonis 150).
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			Joonis 150. TMV genoom ja geeniekspressioon. Genoomsel RNA-l ja SG RNA-l on 5’-otsas cap-struktuur ja 3’-otsas tRNA-LS. ORF2-regiooni translatsioon toimub stoppkoodoni läbilugemise teel (ingl read through, RT). Transpordivalk (MP) ja kattevalk (CP) ekspresseeritakse SG RNA-delt. Pac – pakkimissignaal (ingl origin of assembly).

			 

			ORF1 kodeerib 126 kDa-valku, mis on TMV replikaasi allühik. On näidatud, et nakatunud rakkudes seondub 126 kDa valk membraanidega. 126 kDa valgus saab eristada 2 domeeni.
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			Joonis 151. TMV genoomi pakkimissignaal (ingl origin of assembly) kujutab endast kolmest järjestikusest tüvi-aas struktuurist koosnevat tugeva RNA sekundaarstruktuuriga järjestust.

			 

			ORF1 poolt kodeeritud valk on cis-toimeline, sest ta soodustab ainult nende RNA molekulide replikatsiooni, mille pealt ta ise ekspresseerub. Lisaks on kirjeldatud 126 kDa-valku ka RNAi supressorina.

			ORF2 kodeerib 183 kDa-valku, mis on eelmise valgu pikem versioon (Joonis 150) ja kujutab endast TMV replikaasi RNA polümeraasset allühikut. 183 kDa-valgu translatsioon toimub UAG stoppkoodoni rakulise Tyr-tRNA-ga läbilugemise teel. Supresseerimise efektiivsus on ligikaudu 5–10% ja see sõltub koodoni kontekstist. Olulised on kaks UAG-koodonile järgnevat koodonit. Selline strateegia on viirustel tavaline (ka alfaviirused, retroviirused, vt ptk II.13 ja II.47) ja selle eesmärk on vähendada replikaasi polümeraasse aktiivsusega allühiku sünteesi. Et TMV 183 kDa-valgu kaks esimest domeeni on samad mis 126 kDa-valgul, on ka 183 kDa-valk membraanidega seotud. Lisaks neile kahele domeenile on 183 kDa-valgus ka C-terminaalne polümeraasne domeen, mis on homoloogiline alfaviiruste nsP4-valguga. See domeen sisaldab GDD polümeraasset konsensust ning kujutab endast TMV RdRp-d.

			ORF 2 produkt on trans-aktiivne valk, mis on võimeline koos rakuliste faktoritega teostama kogu TMV RNA replikatsiooni. Samas on see süntees ebaefektiivne ning 126 kDa-valgu lisamine suurendab RNA replikatsiooni efektiivsust üle kümne korra. TMV replikaasi valkude oletatav toimimise mudel, mida toetavad eksperimentaalsed andmed, on järgmine (Joonis 152):

			-genoomselt RNA-lt transleeritakse 126 kDa valk;

			-126 kDa valk seondub sama RNA-ga, millelt ta sünteesiti (cis-toime) ja osaleb sellelt toimuva translatsiooni blokeerimises (matriitsi vabastamine ribosoomidest);

			-genoomselt RNA-lt transleeritakse stoppkoodoni läbilugemise strateegiat kasutades 183 kDa valk;

			-genoomse RNA kompleks126 kDa-valguga seondub 183 kDa valguga (see võib olla pärit kas samalt või mõnelt teiselt RNA-lt);

			-moodustub 126kDa/183kDa heterodimeer, mis on aktiivne replikaas.
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			Joonis 152. TMV RNA replikatsioon. Sünteesitud 126 kDa valk seondub kotranslatsiooniliselt genoomse RNA-ga. Mitteseondumise korral käitub ta RNAi supressorina. Seondumise korral liitub sinna ka 183 kDa valk ja moodustuvad membraanidega seotud replikatsioonikompleksid, kus sünteesitakse negatiivne RNA-ahel (punane). Sellelt matriitsilt sünteesitakse ja vabastatakse positiivsed järglas-RNA-d (must).

			 

			ORF3 produktiks on 30 kDa valk, mis sünteesitakse pika liiderjärjestusega SG RNA-lt. 30 kDa valk on TMV transpordivalk (ingl movement protein, MP), mis teostab viiruse lähitransporti e rakust rakku liikumist (ingl cell-to-cell movement). 30 kDa valk oli ajalooliselt esimene identifitseeritud taimeviiruse transpordivalk ja siiani on see kõige paremini iseloomustatud taimeviiruste MP. Vaatamata sellele ei ole tema toimimismehhanism detailideni teada. MP-valgul on hüdrofoobsed regioonid, mis ajal, kui TMV nakkus alles algab, seonduvad ER-i membraanidega. Samuti seondub MP plasmodesmidega ja „laiendab“ neid. Lisaks seondub MP tsütoskeletiga (mikrotorukeste ja mikrofilamentidega) ja rakuseinaga seotud valkudega. Et 30 kDa valk on seondunud ka viraalse RNA-ga, siis tagavad need omadused TMV liikumise taimes. On teada veel mitu peremehe rakukomponenti, millega MP samuti seondub ja mõjutab peremehe ja viiruse vahelisi interaktsiooni. Näiteks soodustab ta nakkuse algfaasis RNAi-d.

			ORF4 kodeerib 17,5 kDa suurust viiruse kattevalku. Kattevalk (CP, ingl coat protein) ekspresseeritakse SG RNA-lt, millel on lühike AU-rikas liiderjärjestus, mis sarnaselt Ω-liidriga toimib translatsioonilise võimendajana. CP moodustab koos genoomse RNA-ga viiruse partikleid ja osaleb viiruse kaugtranspordis (ingl systemic movement) taime juhtkudede kaudu. Lisaks sellele aitab CP nakkuse algfaasis kaasa replikatsioonikomplekside moodustamisele ja toetab MP kogunemist rakku. CP on ka üheks TMV poolt tekitavate sümptomite determinandiks. 

			 

			TMV infektsioonitsükkel – genoomi replikatsioon

			Võrreldes teiste taimeviirustega on tobamoviiruste infektsioonitsükkel kiire. Valkude süntees algab üsna kohe pärast nakkust. See võimaldab tobamoviirusinfektsiooni kiiret levimist peremeestaimes ja suure hulga virionide kogunemist nakatunud rakkudes. TMV süsteemne infektsioon on märgatav 5–7 päeva pärast nakatumist ja viirust koguneb taime kudedes sedavõrd palju, et virionid moodustavad kuni kümnendiku nakatunud raku kuivainest. On märkimisväärne, et seejuures TMV nakatatud rakke üldjuhul ei tapa. 

			Nagu ülal märgitud, on TMV virionid väliskeskkonnas erakordselt stabiilsed. See on oluline, sest TMV-l puudub ülekandevektor. Taimerakku, mis moodustab teiste rakkudega ühtse, plasmodesmidest kanalitega ühendatud süsteemi e sümplasti, siseneb TMV rakuseina- ja rakumembraanivigastuste kaudu. Umbes kolm minutit pärast rakku tungimist pakitatakse TMV virion lahti ja algab 126 kDa valgu translatsioon. See tähendab omakorda replikatsioonitsükli algust (Joonis 152). Kuidas toimub erakordselt stabiilse virioni sedavõrd kiire lagunemine/lahtipakkimine? Protsessi võti seisneb selles, et rakusisesele keskkonnale iseloomulik madal Ca2+ioonide kontsentratsioon mõjutab TMV kattevalgu struktuuri ja toob kaasa mõnede CP allühikute eemaldumise TMV genoomi 5’-otsa katvast virioni otsast. See võimaldab ribosoomi kinnitumist vabanevale RNA 5’-otsale. Selles regioonis paiknev Ω-liider kaasab translatsiooni initsiatsiooni soodustamiseks raku eIF4F-faktori. Järgneb translatsiooni üleminek initsiatsioonilt elongatsioonile, mille käigus (e kotranslatsiooniliselt) harutatakse virion lahti. Et translatsioon on kiire, on kiire ka virioni lahtiharutamine, mis võtab paar minutit, kuni vabaneb ligi 3/4 genoomist e RNA-lõik 5’-otsast kuni ORF2 lõpuni. MP-d ja CP-d kodeerivad alad vabanevad kattevalgust mõnevõrra hiljem, RNA replikatsiooni faasis.

			Selline lahtipakkimine tagab, et 126 kDa valk on esimene, mis saab valmis. See on viirusele oluline, sest 126 kDa valk asub kohe infektsiooni algfaasis supresseerima RNAi-d. Sama valk kinnitub ka genoomsele RNA-le, moodustades koos 183 kDa valguga replikatsioonikompleksi, mis paigutab ennast ER-i membraanidele (Joonis 152). TMV heterodimeerne replikaas sünteesib kõigepealt positiivselt RNA-matriitsilt negatiivse RNA- ahela, mis moodustab oma matriitsiga dsRNA vahevormi. Seejärel kasutab replikaas negatiivset RNA-ahelat matriitsina positiivse RNA-ahela sünteesiks. Infektsiooni varases faasis kujutab sünteesitud positiivne RNA-ahel uut genoomset RNA-d, mis võib taas siseneda replikatsiooniprotseesi. Selle tulemusena toimub mõnda aega nii uute positiivsete RNA-de süntees kui ka neile vastavate negatiivsete ahelate süntees. Sarnaselt alfaviirustega (ptk II.13) toimub negatiivsete RNA-de süntees vaid varases infektsioonis. Hiljem lülitub replikaas vaid positiivsete RNA-de sünteesile. Viimasena aktiveeritakse SG RNA-de süntees. See initsieeritakse negatiivses RNA-ahelas paiknevatelt subgenoomsetelt promootoritelt.

			TMV-infektsiooniga kaasneb kogu raku ER-i membraanide võrgustiku ümber-struktureerimine. Nakkuse alguses paigutuvad replikatsioonikompleksid kohtadesse, kus ER ja miktotuubulid ristuvad. Seda protsessi vahendab MP, mis seondub nii mikrotuubulitega kui ka ER-i membraanidega. Replikatsioonikompleks liigub rakus tänu MP, ER-i ja aktiini/müosiini vahendatud transpordile. ER-i ja mikrotuubulite ristmikul replikatsioonikompleks mõneks ajaks peatub, tõenäoliselt „korjab juurde“ peremehe faktoreid ja küpseb (Joonis 153). Hilisemas nakkusefaasis hakkavad replikatsioonikompleksid tootma rohkem virionidesse pakitavaid RNA-sid.

			Nagu ülal seletatud, seondub MP nii ER-i membraanidega kui ka viiruse genoomiga. Olles nakkuse esirinnas, juhib transpordivalk TMV RNA-d läbi plasmodesmide järgmisse rakku. TMV ei liigu seega rakust rakku virionina, vaid replikatsioonikompleksina, mis koosneb viraalsest RNA-st, replikaasist ja MP-st (Joonis 153). Sedasi levides jõuab TMV lõpuks taime juhtkudedesse, mille kaudu toimub viirusnakkuse süsteemne levik. Sellel etapil on oluline ka CP, mis vastutab TMV süsteemse transpordi eest. Seega toimub TMV süsteemne transport virionide kujul. 
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			Joonis 153. TMV replikatsioonikomplekside liikumine rakus ja infektsiooni levik rakust rakku. Viraalsed replikatsioonikompleksid (VRC, koosnevad replikaasist, genoomist, MP-st) liiguvad mööda endoplasmaatilist retiikulumi (joonisel näidatud halli värviga). Liikumisele aitab kaasa tsütoskelett (aktiin punane, mikrotuubulid (MT) rohelised). Sinised nooled näitavad liikumist.

			 

			Virionide moodustamine

			Nakkuse lõppfaasis sünteesitakse palju CP-d. CP moodustab lahuses tri- ja pentameere, mis omakorda agregeeruvad nn topeltdiskideks (Joonis 154). Iga topeltdisk koosneb 34-st CP allühikust ja esineb kas avatud kujul (e keermelise spiraalina) või kahe suletud kattevalgu ringi kujul, kus iga ring koosneb 17-st CP monomeerist.
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			Joonis 154. TMV virionide moodustumine. Protsessi käivitab pakkimissignaal (ingl origin of assembly), mis interakteerub spetsiifiliselt kattevalgu topeltdiskiga. Partikli pikenemine toimub topeltdiskide lisandumise teel. Joonise allikas: C. Wege, C. Koch, 2019, WIREs Nanomedicine and Nanobiotechnology, https://doi.org/10.1002/wnan.1591. 

			 

			TMV virioni moodustumine algab alati pakkimissignaali lõigust: TMV kattevalk on võimeline katma ainult selliseid RNA-sid, milles on pakkimissignaal. Muud järjestused pakkimise jaoks olulised ei ole. Pakkimisprotsessi saab läbi viia katseklaasis, esimest korda tehti seda juba 1955. aastal. Niiviisi saadud virionid on väga infektsioonilised (kuni 80% esialgse viiruse infektsioonilisusest). Sellise süsteemi olemasolu on võimaldanud TMV virionide moodustumist detailselt uurida. See toimub järgmiselt (Joonis 154).

			-Algul interakteerub pakkimissignaal spetsiifiliselt topeltdiskiga, mis läheb üle avatud kujule. 

			-Partikli pikenemine genoomi 5’-otsa suunas toimub järgnevate topeltdiskide lisandumise teel. 

			-Et pakkimissignaal ei asu täpselt genoomi 3’-otsas vaid jääb sellest umbes 1 kb kaugusele, on vajalik ka partikli pikenemine 3’-suunas. See toimub arvatavasti kattevalgu mono-, tri- ja pentameeride liitumise teel ja on tunduvalt aeglasem kui partikli pikenemine 5’-otsa suunas.

			TMV–peremees-interaktsioonid.

			Nagu mainitud, on TMV replikatsioonikompleksiga seotud mitu peremeestaimest pärinevat faktorit. On näidatud, et vähemalt 14 erinevat peremehe valku interakteeruvad TMV 126 kDa valguga ja mõjutavad viiruse RNA replikatsiooni ja virionide kogunemist. Näiteks TOM1 (ingl tobamovirus multiplication 1) on transmembraanne valk, mis interakteerub 126 kDa valgu helikaasse domeeniga. See interaktsioon soodustab viiruse replikatsioonikompleksi moodustamist ja inhibeerib samal ajal 126 kDa lahustuva vormi (e RNAi supressori vormi) vabanemist. Seega mõjutab TOM1 126 kDa-valgu rakusisese paiknemise tasakaalu. Teistest valkudest väärivad tähelepanu näiteks eukarüootse translatsiooni elongatsioonifaktorid eEF1A ja eEF1B, mis interakteeruvad vastavalt TMV genoomse RNA 3’-UTR-regiooni ja 126 kDa valgu metüültransferaasse domeeniga, soodustades sellega TMV RNA replikatsiooni. Seega, sarnaselt teiste positiivsete RNA-genoomsete viirustega, kasutab TMV peremeesraku valke oma replikatsioonikomplekside moodustamiseks ja replikatsiooniprotsessi reguleerimiseks.

			Viiruse ja peremehe vahelisi interaktsioone saab vaadata ka teisest vaatevinklist. Patogeeni ja peremehe „võidurelvastumine“ on oluline protsess nende mõlema evolutsioonis. Siin ei tasu muidugi unustada, et sarnaselt teiste taimeviirustega on ka TMV puhul oluline säilitada oma peremehe elujõulisus. Siinkohal tuleb lühidalt seletada, kuidas TMV moduleerib taimseid viirusevastaseid kaitsemehhanisme.

			-TMV 126 kDa on RNAi supressor ja ta sekkub siRNA-de moodustamiseks vajalikku metüülimisse. Samas soodustab TMV MP RNAi signaali liikumist rakust rakku. 

			-Salitsüülhape (SA) on väga tähtis hormoon, mis on seotud otseselt organismi viirusevastase kaitsevastusega. SA koos reaktiivsete hapnikuühenditega (ROS) reguleerivad taime vastust erinevatele patogeenidele. ATAF2 on SA vahendatud kaitse positiivne regulaator ja tema aktiivsust blokeerib TMV 126 kDa valk. Ka CP reguleerib negatiivselt SA vahendatud kaitserada destabiliseerides DELLA valke. Huvitaval kombel on TMV MP-l siinkohal taas vastupidine toime ja ta soodustab nii SA kui ka ROS-i vahendatud viirusvastast kaitset.

			Niisiis, mõlemast toodud näitest on näha, et erinevad TMV valgud võivad mõjutada mitmeid taime kaitsemehhanisme üksteisele vastupidiselt. See pole paradoks, sest erinevate kaitsemehhanismide, mis on tegelikult ka omal vahel seotud, üldine efekt viirusinfektsiooni puhul vastab viiruse vajadusele, sõltudes erinevate valkude hulgast rakus. Nende valkude süntees sõltub omakorda nakkuse faasist. 

			Peale üldiste kaitsemehhanismide (SA, RNAi) kaitsevad taimed ennast viiruste vastu spetsiifiliste resistentsusgeenide abil. Selliseid leidub ka TMV-infektsiooni vastu ja nende toimet on detailselt uuritud. Klassikaliseks ja kõige rohkem uuritud interaktsiooniks TMV ja peremehe resistentsusgeeni vahel on TMV 126 kDa-valgu helikaasse domeeni ja tubaka N-geeni kodeeritud valgu interaktsioon, mis indutseerib taimedes hüpersensitiivset vastust (HR). Tubaka N-geeni kirjeldas Holmes juba 80 aastat tagasi. Geen sai nime asjaolust, et selle olemasolul reageerib taim lokaalsele TMV- nakkusele nekroosiga. Nakatunud kude sureb ja nii peatatakse viiruse levik (Joonis 155). N-geeni toime ei ole liigispetsiifiline. Kui tubaka N-geen viidi tomatisse, oli tulemuseks TMV-resistentne tomatitaim. Tänapäeval teame, et tubaka N-geen on üks taime R-geenidest (e resistentsusgeen) ja et see kodeerib TIR-NB-LRR tüüpi valku. N-geenilt transkribeeritakse alternatiivse splaissingu abil kahte mRNA-d. Nende mRNA-de omavaheline suhe on oluline ja on mõjutatud TMV poolt. N-valgu poolt äratuntav Avr- (avirulentsus-) determinant on TMV replikaasi 126 kDa allühik, täpsemalt selle valgu helikaasne domeen. Sarnaselt imetajate sünnipärase immuunvastusega on ka taimede HR-vastus palju keerulisem kui TMV replikaasi allühiku ja ühe tubaka geeniprodukti lihtne interaktsioon. See interaktsioon on ainult esimeseks etapiks pikas sündmuste jadas ja selles taimepoolses vastuses osalevad mitmed peremehe geenid, mis on omakorda seotud taimsete hormoonidega, nagu auksiin ja etüleen. Huvitav on märkida, et tegemist on temperatuuritundliku protsessiga, st taime HR-vastus on inaktiveeritud, kui keskkonna temperatuur on üle 28 °C.
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			Joonis 155. TMV-ga nakatatud resistentsusgeeni kandva tubaka leht. Lehte inokuleeriti TMV-ga punktuaalselt, kirjutades „TMV“. Kohtadel, kus TMV-nakkus toimus, tekkis HR-vastus. Joonis pärineb Voinnet, 2005, Nature Reviews Genetics, https://doi.org/10.1038/nrg1555.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on peamised erinevused sugukonda Virgaviridae kuuluvate viiruste perekondade vahel?

			2.Kuidas on organiseeritud ja kuidas replitseerub TMV genoom?

			3.Milliseid valke TMV kodeerib, millised on nende funktsioonid ja kuidas toimub nende ekspressioon?

			4.Kuidas liigub TMV rakust rakku ja süsteemselt üle taime?

			5.Milline on TMV virioni ehitus ja kuidas toimub TMV virionide kokkupanek ja lahtipakkimine?

			6.Millised on TMV interaktsioonid peremeestaime proviraalsete (infektsiooniks vajalike) valkudega ja viirusevastaste kaitsemehhanismidega?

		

	
		
			II.18. PUTUKAID NAKATAVAD POSITIIVSED RNA-GENOOMIGA VIIRUSED 

			Erkki Truve

			 

			Lülijalgsed moodustavad enamiku kõikidest tänapäeval tuntud elusorganismide liikidest. Sellest saab eeldada, et putukaid nakatavaid viiruseid peab olema väga palju ja ilmselt nii ongi. Paraku on enamikul juhtudel huvi nende viiruste uurimise vastu olnud vähene või olematu. See kajastub ka käesolevas õpikus, kus putukaid nakatavaid viiruseid sugukondadest Parvoviridae (alamsugukond Densovirinae), Poxviridae (alamsugukond Entomopoxvirinae), Reoviridae (perekond Cypovirus) on küll mainitud, kuid mitte kirjeldatud. Kogu DNA genoomsete putukaviiruste mitmekesisusest on kajastatud vaid biotehnoloogilise tähtsusega baculoviiruseid (ptk II.45) ja äärmiselt eripäraseid polüdnaviiruseid (ptk II.46). 

			Positiivsete ja negatiivsete RNA-genoomsete viiruste hulgas leidub palju arboviiruseid, mis levivad oma selgroogsete peremeeste vahel lülijalgse vektori abil (ptk-d II.13, II.20). Sellised viirused on võimelised putukas paljunema. See kehtib ka replikatiivset vektorülekannet kasutavate taimeviiruste kohta (ptk-d II.16, II.24, II.26, II.31). Viimasel ajal on selgunud, et leidub arvukalt klassikaliste arboviiruste gruppide esindajaid (flavi- ja alfaviirused, seltsi Bunyavirales kuuluvad viirused), kellel selgroogne peremees üldse puudub ja ainsaks peremeheks ongi putukad. Lisaks neile leidub ka positiivse polaarsusega RNA-genoomsete viiruste sugukondi, mille kõik esindajad või vähemalt peamised esindajad nakatavad putukaid/lüljalgseid. Nende viiruste hulgast on allpool kirjeldatud alfatetraviiruseid ja nodaviiruseid. 

			 

			II.18.1. Sugukond Alphatetraviridae

			Kokkuvõte

			Sugukonda Alphatetraviridae kuuluvad liblikaid nakatavad viirused, millel on ühe- või kahekomponentne positiivse polaarsusega RNA-genoom ja ikosaeedrilised T = 4 virionid. Genoomse RNA 5’-otsal võib, aga ei pruugi, olla cap-struktuur, 3’-ots lõpeb aga tRNA-sarnase struktuuriga. Genoom kodeerib replikaasi, kattevalku ja osal viirustel veel ühte tundmatu funktsiooniga valku. Sugukonna liikmetele on iseloomulik väga kitsas peremeeste ring. Viirusnakkus arvatakse olevat peremehele letaalne. Putukalt putukale levivad alfatetraviirused oraalset teed pidi. 

			 

			Sugukonda Alphatetraviridae kuuluvad liblikaliste sugukonna putukaid nakatavad positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused. Seni tuntud alfatetraviiruste peremeeste ring on alati väga kitsas, sealjuures on enamik sugukona viiruseid võimelised nakatama üksnes liblikaröövikuid. Siiani pole leitud selliseid rakukultuure, milles alfatetraviirused edukalt paljuneksid. See on üks põhjuseid, miks nende kohta on suhteliselt vähe teada. Sugukonna 10 tunnustatud viiruste liiki jagunevad kahe perekonna vahel (Tabel II.18.1):

			 

			Tabel II.18.1. Alphatetraviridae perekonnad
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			2020. aasta süstemaatikas kuulub sugukond Alphatetraviridae seltsi Hepelivirales (klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria). Sugukond on saanud oma nime virionide sümmeetriast. Nimelt on alfatetraviiruste virionid T = 4 sümmeetriaga ikosaeedrid (Joonis 156), mille diameeter on ligikaudu 40 nm. Kattevalgu eelvalk, mille molekulmassiks on 66–70 kDa, lõigatakse virionide moodustumise käigus lühemaks; vastavalt sellele moodustuvad kapsiidi formeerumise käigus alguses ebaküpsed prokapsiidid, millest pärast proteolüütilist lõikamist kujunevad küpsed virionid. Virionid moodustuvad 240 kattevalgu allühikust ehk protomeerist, kusjuures iga protomeer koosneb kattevalgu eelvalgust pärinevast suurest (58–62 kDa) ning väikesest (8 kDa) lõikamise produktist. Primaarstruktuuri poolest on beeta- ja omegatetraviiruste kattevalkudel identsust alla 20%; valkude ruumilised struktuurid on neil aga oluliselt sarnasemad.
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			Joonis 156. Viiruse Nudaurelia capensis β virioni struktuur (A) ja selle ehituse lihtsustatud skeem (B). Paneel A pärineb Virus Taxonomy: Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2012.

			 

			Mõlemasse perekonda kuuluvatel viirustel on genoomse RNA (või RNA-de) 3’-otsas tRNA-sarnane struktuur (ingl tRNA like structure, tRNA-LS), mis sarnaneb mitmete taimeviiruste genoomides leiduvate tRNA-LS-elementide omaga (ptk-d II.15 ja II.17) ja millel on tRNAVal antikoodon. Omegatetraviiruste RNA 5’-otsas paikneb cap-struktuur, beetatetraviirustel see aga puudub. Beetatetraviiruste tüüpesindaja Nudaurelia capensis β virus’e (NβV) genoomne RNA on 6625 nukleotiidijäägi pikkune ja sisaldab kahte ORF-i (Joonis 157A):

			-5’-otsapoolne ORF on 5778 nukleotiidijäägi pikkune ja kodeerib replikaasivalku, mis sisaldab alfaviiruste sarnaste viiruste replikaasidele iseloomulikke osi: metüültransferaasi, helikaasi ning RNA-st sõltuvat RNA polümeraasi domeene. 

			-1836 nukleotiidijäägi pikkune 3’-otsapoolne ORF, mis kodeerib kattevalgu (CP) 66 kDa eelvalku. ORF2 kattub peaaegu täielikult ORF1-ga, kuid paikneb sellega võrreldes erinevas faasis. Seda ORF-i ekspresseeritakse nakatunud rakus sünteesitavalt subgenoomselt (SG) RNA-lt.

			Omegatetraviiruste tüüpesindaja Nudaurelia capensis ω virus’el on kahekomponendiline genoom (Joonis 157B).

			-RNA1 on umbes 5,3 kb pikkune ja sarnaneb väga NβV-genoomiga, välja arvatud asjaolu, et temas puudub kapsiidivalku kodeeriv ORF. 

			-RNA2 sisaldab kahte ORF-i: ORF1, mis kodeerib tundmatu funktsiooniga valku P17, ning ORF2, mis kodeerib CP eellasvalku. Need ORF-id kattuvad osaliselt, ORF2 translatsiooni initsiatsioon toimub lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) mehhanismi abil.

			Uusi peremehe indiviide nakatavad alfatetraviirused horisontaalselt, suu kaudu toimuva infektsiooni teel. Alfatetraviiruste sisenemine rakkudesse toimub aluselise pH juures, seda põhjusel, et niisugune pH on putuka soolestikule iseloomulik. Aluseline pH indutseerib virionide aktiivsuse, mis võimaldab raku plasmamembraani lüüsimist ning selle kaudu rakkudesse sisenemist. Alfatetraviiruste genoomi replikatsioon toimub tsütoplasmas, tõenäoliselt endosoomidega seotud membraanidel. 

			Nagu ülal mainitud, on alfatetraviirused väga kitsa peremeeste ringiga viirused. Sama lugu on koespetsiifilisusega – need viirused replitseeruvad peamiselt (või ainult) peremehe kesksoole rakkudes. Kitsale koespetsiifilisusele vaatamata põhjustavad alfatetraviirused liblikaröövikutel väga raskeid haigusi, mis on tihti letaalsed või toovad kaasa ebaõnnestunud nukkumise. Seetõttu on alfatetraviiruste sugukonna liikmeid peetud potentsiaalseteks bioloogilisteks putukatõrjevahenditeks. Paraku on siiani nende kasutamist takistanud raskused vastavate preparaatide suurte koguste tootmisel, sest alfatetraviiruste paljundamiseks puuduvad sobivad rakukultuurid. Siiski on alfatetraviiruste abil tehtud kahjuritevastast bioloogilist tõrjet Malaisia ja Indoneesia õlipalmiistandustes. Alfatetraviiruseid saab taimede kaitses kasutada ka kaudselt, luues transgeenseid taimi, mis ekspresseerivad viiruse genoomset RNA-d ja viiruse kattevalku. Nendest komponentidest moodustuvad infektsioonilised partiklid, mis sattuvad taimel toituva rööviku seedetrakti ja käivitavad seal viirusinfektsiooni.
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			Joonis 157. Beeta- (A) ja omegatetraviiruste (B) genoomide struktuurid. Pange tähele genoomide ja ekspresseeritud valkude (Mtr – metüültransferaas, Hel – RNA helikaas, RdRp – RNA-st sõltuv RNA polümeraas) väga suurt sarnasust. Omegatetraviirustel on beetatetraviirustele omane SG RNA ilmselt evolutsioneerunud omaette genoomseks segmendiks. Leaky scanning – lekkiva skannimismehhanismi kasutamine.

			 

			II.18.2. Sugukond Nodaviridae

			Kokkuvõte

			Sugukonda Nodaviridae kuuluvad kahekomponendilise positiivse polaarsusega RNA-genoomiga ja ikosaeedriliste T = 3 virionidega viirused. Genoomsete RNA-de 5’-otstes asuvad cap-struktuurid, 3’-otsad on ilma polü(A) sabata. Sugukonnas on kaks perekonda. Perekonna Alphanodavirus liikmed on peaasjalikult putukaid nakatavad viirused, mõned liigid on võimelised nakatama ka teisi organisme, sealhulgas isegi seeni ning taimi. Betanodavirus’e esindajad on olulised kalade patogeenid. Mõlema perekonna viiruste genoomne RNA1 kodeerib replikaasi ning RNA vaigistamise supressorit, RNA2 aga kattevalgu eellasvalke. 

			 

			Nodaviridae sugukonda (selts Nodamuvirales, klass Magsa viricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) kuuluvad väikesed ikosaeedrilise virioni (diameeter 29–33 nm) ja positiivse polaarsusega segmenteeritud RNA-genoomiga viirused. Genoomi segmente on nodaviirustel kaks: RNA1 pikkusega u 3,1 kb ja RNA2 pikkusega u 1,4 kb. Sugukonda kuulub kaks viiruste perekonda.

			1.Perekonna Alphanodavirus liikmed nakatavad peamiselt putukaid. Siia kuulub viis tunnustatud viiruseliiki, milledest enim on uuritud järgmisi: perekonna tüüpesindaja Nodamura virus (NOV), Black beetle virus (BBV) ja Flock house virus (FHV).

			2.Perekonda Betanodavirus kuulub neli tunnustatud viiruste liiki, tüüpesindaja on Striped jack nervous necrosis virus (SJNNV). SJNNV jt sellesse perekonda kuuluvad viirused nakatavad tavaliselt kalavastseid ja võivad tekitada suurt majanduslikku kahju.

			 

			Perekond Alphanodavirus

			Looduses on alfanodaviirused tuntud kui putukaid nakatavad viirused. Laboratoorsetes tingimustes on nad võimelised nakatama (ja tapma) vahaleediku vastseid, aga näiteks ka äädikakärbest. Sellega aga nende laboratoorsete peremeeste ring ei piirdu: FHV on võimeline replitseeruma näiteks ka imetajate rakkudes, ümarussis Caenorhabditis elegans, tubakas Nicotiana benthamiana, pagaripärmis Saccharomyces cerevisiae jne. Seega on FHV üheks näiteks selle kohta, et mitte alati pole viiruste jagamine looma-, taime-, seeneviirusteks jne põhjendatud. Ka perekonna tüüpesindaja Nodamura virus, mis avastati samuti kui putukaviirus, suudab looduses lisaks putukatele nakatada ka kalu. Veel enam, labori tingimustes nakatab see viirus ka imetajaid, põhjustades vastsündinud hiirtel ja hamstritel surmaga lõppevat haigust. Siiani on NOV ainus tuntud putukaviirus, mis on ohtlik haigustekitaja ka imetajatel.

			Alfanodaviiruste virionid on T = 3 sümmeetriaga ja 32–33-nm diameetriga ikosaeedrid (Joonis 158). Virion moodustub 180-st kattevalgu molekulist (protomeerist).
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			Joonis 158. FHVvirionid elektronmikroskoobis ning nende ehituse lihtsustatud skeem (vasakul). Paneel A pärineb Virus Taxonomy: Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2012.

			 

			Nodaviiruste genoomi mõlemad segmendid pakitakse koos ühte viiruspartiklisse. Genoomsete RNA-de 5’-otsas paikneb cap-struktuur, kuid neil puudub 3’-polü(A) saba. RNA1 pealt sünteesitakse nakatatud rakkudes ka subgenoomset (SG) RNA-d pikkusega 0,39 kb (Joonis 159). Need RNA-d on järgmiste valkude matriitsiks:

			-RNA1-lt transleeritakse umbes 113 kDa molekulmassiga viiruse replikaasivalku;

			-RNA2-lt transleeritakse umbes 44 kDa molekulmassiga kapsiidivalgu eellasvalku (α-valku).

			-SG RNA kodeerib kas ühte (B2) või kahte (B1 ja B2) valku. B1-valgu lugemisraam erineb B2-valgu omast ja on sama mis viiruse replikaasil). Seetõttu on B1-valk identne replikaasivalgu C-terminaalse osaga. B1-valgu funktsioon ei ole teada. Küll aga on FHV puhul teada, et B2-valk on RNA vaigistamise supressor.
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			Joonis 159. FHV genoomi organisatsioon. Näidatud on tema poolt kodeeritud valkude ekspressiooni, RNA-de replikatsiooni ning virioni moodustamise skeemid. 

			 

			Alfanodaviiruste RNA-d ja valgud suudavad teadaolevalt kontrollida üksteise ekspresseerumist. Nii hakkab viirus RNA2 puudumisel tootma ülearu suuri SG RNA koguseid. RNA2 translatsioon (kapsiidivalgu eelvalgu süntees) inhibeerib aga replikaasi ja B2-valgu sünteesimist. Need efektid tulenevad ilmselt sellest, et RNA2 on efektiivsem translatsiooniline matriits kui RNA1 ja SG RNA. Sellise regulatsiooni tulemusena sünteesitakse alfanodaviiruste infektsiooni varases faasis eelkõige RNA1, SG RNA-d ning nende poolt kodeeritud valke, hilises faasis sünteesitakse aga mõlemaid genoomseid RNA-sid ning kattevalgu eelvalku.

			Alfanodaviiruste RNA replikatsioon toimub tsütoplasmaatilistel membraanidel, täpsemalt mitokondri välismembraanil. Mitokondri välismembraanile seondumiseks vajalikud signaaljärjestused asuvad replikaasivalgu N-otsa-poolses regioonis. Nodaviiruse replikaasi valk, genoomsed RNA-d ja mitokondri välismembraan moodustavad membraaniseoselised replikatsioonikompleksid ehk sfäärulid. Sfäärulid paiknevad nii, et nende „kael“ on suunatud raku tsütoplasma poole. Krüo-EM-analüüs on näidanud, et nodaviiruste replikaasikompleksi „kaelal“ on regulaarne struktuur, koosnedes 12 sarnasest molekulist, mis ilmselt on viiruse replikaasi molekulid (Joonis 160). Substraadid sisenevad kaela kaudu sfäärulisse ja sünteesitud RNA-d vabanevad tsütoplasmasse. Sfääruli läbimõõt sõltub selles paikneva RNA pikkusest. Peale mitokondri membraani ja viiruse replikaasi osalevad sfääruli moodustamises ja selle kaudu viiruse RNA replikatsioonis ka peremeesraku komponendid. Millised need täpselt on, pole veel teada. Arvestades asjaolu, et alfanodaviirused on võimelised replitseeruma äärmiselt erinevates peremeestes, peavad ka replikatsiooniks vajalikud peremehepoolsed valgud olema erinevatel organismidel väga konserveerunud.

			Alfanodaviiruste RNA replikatsioon on väga efektiivne: viiruse RNA kontsentratsioon rakus tõuseb raku rRNA tasemeni; 95% viirusespetsiifilisest RNA-st moodustab ühe- ja 5% kaheahelaline RNA. Viimane kujutab endast replikatiivset vormi ja paikneb sfäärulite sees. Erinevate RNA-de erinevad kogused on seotud sellega, et nagu teistel positiivse polaarsusega RNA-genoomsetel viirustel, on alfanodaviiruste RNA-de süntees reguleeritud. Igale positiivsele RNA-le saab sünteesida vaid ühe negatiivse ahela; see moodustab oma matriitsiga kaheahelalise RNA ja pakitakse sfäärulisse. Igalt selliselt kaheahelaliselt RNA-lt saab sünteesida arvukalt positiivseid ahelaid. Seetõttu sünteesitaksegi positiivseid RNA- ahelaid umbes 20 korda rohkem kui negatiivseid ahelaid. 
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			Joonis 160. FHV replikatsioonikompleksid läbilõikes (parempoolsed kolm paneeli). Sfääruli sisu ja raku tsütoplasmat ühendab kindla struktuuriga (12 allühikut) kanal ehk „kael“ (vasakpoolsed paneelid). Joonis pärineb Ertel et al., 2017, eLife, https://doi.org/10.7554/eLife.25940. 

			 

			Nodaviiruste virionid moodustuvad tsütoplasma membraanidel viiruse α-valgu ning RNA1 ja RNA2 osalusel. RNA pakkimissignaaliks on RNA2 puhul regioon, mis asub positsioonide 187–217 vahel ja moodustab tüvi-aas- (ingl stem-loop) struktuuri. Kuidas saavutatakse kahe erineva genoomse RNA kaaspakkimine, pole veel teada. Arvatakse, et selles võib osaleda regioon, mille kaudu RNA1 ja RNA2 lõigud paarduvad üksteisega. Virionide moodustamise protsessil tekkivaks vahevormiks on provirionid, milles erinevalt valmisvirionist on α-valk veel intaktne ehk valmisvalkudeks lõikamata. Järgnevalt läbib α-valk aeglase (valgu pool eluiga on u 4 tundi) autoproteolüüsi, mille tulemusena tekkivad valmisvalgud β (39 kD) ning γ (4 kD) ja virionid valmivad ning stabiliseeruvad. Protolüüs ei toimu 100%-lise efektiivsusega ning infektsioonilised virionid sisaldavad alati ka lõikamata valku α. Infektsiooni jooksul moodustub nakatatud raku kohta kuni miljon virioni. See on isegi viiruse kohta väga suur arv ja niisuguse koguse virionide valmimiseks kulub peaaegu kogu peremeesraku ressurss: kuni 20% totaalsest rakus olemasolevast valgust paikneb virionides. Võttes arvesse nodaviiruse paljunemise efektiivsust, kaasneb selle infektsiooniga suhteliselt vähene tsütopaatiline efekt. Peremehe valgusünteesi mahasurumine toimub alles hilises infektsioonis ja nakatunud rakud purunevad infektsiooni viimases staadiumis.

			 

			Perekond Betanodavirus

			Virionide ehituse ja genoomi organisatsiooni poolest sarnanevad beetanodaviirused alfanodaviirustega.

			-Virionid on T = 3 sümmeetriaga 25–37 nm diameetriga ikosaeedrilised partiklid. Virioni kapsiid moodustub 180 kattevalgu- (42 kDa) molekulist; alfanodaviirustest erinevalt virioni küpsemise käigus kapsiidivalgu proteolüütilist lõikamist ei toimu. Sarnastest virionidest hoolimata on alfa- ja beetanodaviiruste kapsiidivalkude primaarstruktuurid väga erinevad ja identseid aminohappejääke on vaid umbes 10%.

			-Genoom koosneb 3,1 kb pikkusest RNA1-st ja 1,4 kb pikkusest RNA2-st. Mõlemad RNA segmendid pakitakse koos viiruspartiklitesse. Genoomsete RNA-de 5’-otstes on cap-struktuurid ja neil puudub 3’-polü(A) saba. RNA1 kodeerib ka viiruse replikaasi (u 110 kDa), RNA2 kodeerib kaspiidivalku. Ka beetanodaviiruste RNA1 pealt sünteesitakse 0,4 kb pikkust SG RNA-d, mis kodeerib RNA vaigistamise supressorit – B2-valku. RNA vaigistamise supressori kodeerimine kalade viiruse poolt on tähendusrikas ning viitab sellele, et RNA vaigistamine on oluliseks viirusvastaseks mehhanismiks ka selgroogsetes organismides, mitte ainult selgrootutes ja taimedes.

			Beetanodaviiruseid on isoleeritud peamiselt kaladest. Oma peremeestel põhjustavad nad raskeid, tihti letaalseid haiguseid: viraalset neuronite nekroosi, entsefalopaatiat või retinopaatiat. Perekonna tüüpliikme SJNNV looduslikuks peremeheks on üksnes havai ebahobumakrell (Pseudocaranx dentex), kuid osa beetanodaviiruste peremeeste ring on lai ja seetõttu on nende majanduslik mõju kalakasvatustele kohati suur. Näiteks huntahvenate (Dicentrarchus labrax) kaitseks on turule toodud ka nodaviirustevastane vaktsiin. Beetanodaviirused kanduvad looduses üle ilmselt nii horisontaalselt indiviidilt indiviidile kui ka vertikaalselt põlvkonnast põlvkonda. Laboris on neid võimalik paljundada eelkõige kalade koekultuuri rakuliinides, vähesel määral ka imetajatest pärinevates rakuliinides (nt Cos-1 või HeLa).
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			Joonis 161. Beetanodaviiruste põhjustatud patogenees kaladel. A. Terve (vasemal) ja nodaviirusega nakatunud barramundi (Lates calcarifer) aju ristlõik (http://www.agriculture.gov.au/pests-diseases-weeds/aquatic/disease_watch_aquatic_animal_health_awareness/nodavirus) B. Nodaviirusega nakatunud tume kivikoha ehk meruu (Epinephelus marginatus) ja tema retinopaatiaga silm. Paneel B pärineb Vendramin et al., 2013, BMV Veterenary Research, https://doi.org/10.1186/1746-6148-9-20.

			 

			Kordamisküsimused 

			1.Milline on alfatetraviiruste genoomi organisatsioon ja virionide ehitus?

			2.Miks kasutatakse alfatetraviiruseid taimekahjurite bioloogilises tõrjes ja mis takistab nende laiemat kasutamist?

			3.Milline on alfa- ja beetanodaviiruste genoomide ning virionide ehitus?

			4.Kus moodustuvad nodaviiruste replikaasi kompleksid ja milline on nende ehitus?

		

	
		
			II.19. KOROONAVIIRUSED: SUGUKOND CORONAVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Sugukond Coronoviridae kuulub seltsi Nidovirales alamseltsi Cornidovirineae. Koroonaviirustel on ümbrisega virionid, mille pinnal paiknevad elektronmikroskoobis hästi eristatavad pirnitaolised ogad. Genoomiks on positiivse polaarsusega 27–32 kb pikkune RNA, mille 5’-otsas on cap-struktuur ja 3’-otsas polü(A) järjestus. Koroonaviiruste genoomi organisatsioon, mis on iseloomulik ka teistele seltsi Nidovirales kuuluvatele viirustele, on järgmine: genoomi 5’-poolse 2/3 moodustavad kaks osaliselt kattuvat lugemisraami, millest teine ekspresseeritakse ribosoomse raaminihke abil. Nendelt ORF-idelt sünteesitakse replikaasi/transkriptaasi eelvalgud, viimastest moodustuvatel valmisvalkudel on sageli unikaalsed ensümaatilised omadused. Genoomi 3’-otsapoolses kolmandikus paiknevate geenide ekspressioon toimub 3’-koterminaalsete subgenoomsete RNA-de vahendusel. Nii genoomsete kui ka subgenoomsete RNA-de tootmine toimub negatiivse polaarsusega RNA-de sünteesi kaudu; iseloomulik on see, et subgenoomse RNA tootmine toimub negatiivse ahela sünteesi katkestuse mehhanismi abil. RNA süntees toimub tsütoplasmas paiknevates membraaniseoselistes replikatsioonikompleksides. Erinevalt enamikust RNA- genoomsetest viirustest kasutavad koroonaviirused RNA sünteesil primaasi ja neil on proofreading’u-sarnane mehhanism. Koroonaviirused põhjustavad mitmeid inimese ja koduloomade haiguseid. Enim uuritud ja meditsiiniliselt olulisimateks koroonaviirusteks on SARS-CoV, SARS-CoV-2 ja MERS-CoV, mis põhjustavad inimestel raskeid, sageli surmavaid hingamisteede nakkusi.

			 

			Esimesi viiruseid, mis tänapäeval kuuluvad sugukonda Coronaviridae, iseloomustati juba 1930. aastatel. Tegemist oli loomadel esinevate haiguste, sealhulgas kanade infektsioonilise bronhiidi ning sigade gastroenteriidi põhjustajatega. 1960-ndatel rühmitati need koos inimest nakatavate respiratoorsete viirustega, mis on tänapäeval tuntud kui HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 ja HCoV-HKU1 (HCoV = human coronavirus), ühte gruppi. Rühmitamise aluseks oli eelkõige virionidele iseloomulik morfoloogia: elektronmikroskoobis on nende pinnal selgelt nähtavad krooni meenutavad struktuurid. Sellest tuleneb ka sugukonna nimi Coronaviridae (lad corona – kroon). Kuigi need koroonaviirused põhjustavad hinnanguliselt 15–30% kõikidest hooajalistest ülemiste hingamisteede nakkustest, uuriti koroonaviiruseid aastakümneid eeskätt kui koduloomade hingamissüsteemi haigusi ja seedehäireid põhjustavaid patogeene. Paraku tähendas see siis (nagu praegugi) seda, et koroonaviiruste uurimine käis ilma erilise toetuseta. Olukord muutus aastal 2002, kui inimeste seas hakkas levima uus raske nakkushaigus, mida nimetati ägedaks raskeks respiratoorseks sündroomiks (SARS – Severe Acute Respiratory Syndrome), mille põhjustajaks osutus seni tundmatu koroonaviirus (SARS-CoV). SARS-i puhangule suudeti karantiini abil kiiresti piir panna: kasuks tuli asjaolu, et SARS-CoV kandub edasi enamasti otsese kontakti kaudu nakatatud indiviidiga ehk siis viiruse seisukohalt küllaltki ebaefektiivselt. Kuigi kokku registreeriti ainult 8098 SARS-i juhtu, millest 774 olid letaalsed (suremus ~9%), saadi siiski aru, et koroonaviirused võivad olla suureks ohuks. Seda kinnitas 10 aastat hiljem MERS (Middle-East Respiratory Syndrome), mille põhjustajaks on MERS-CoV. Ka MERS-CoV pärineb ilmselt nahkhiirtelt, kuid erinevalt SARS-CoV-st on sellel ka suur reservuaar koduloomade (kaamelite) näol, kelle kaudu viirus võib levida inimestele. Inimeselt inimesele levib MERS otsese kontakti kaudu ja seetõttu on tema levikut õnnestunud karantiini abil kontrolli all hoida, paraku aga mitte täiesti likvideerida. Tegemist on väga raske haigusega: praeguseks on registreeritud üle 3000 MERS-i juhtumi ja suremus sellesse haigusesse (~36%) on suurem kui SARS-i puhul. SARS ja MERS intensiivistasid koroonaviiruste uurimist, kuid mitte vajalikul määral ja paljuski jätkus koroonaviiruste uurimine vanal moel: et SARS-CoV ja MERS-CoV on ohtlikud (kolmanda ohuklassi) patogeenid kasutati uurimistöödes sageli ohutumat hiirte hepatiidi viirust (MHV, Murine hepatitis virus), mis põhjustab hiirtel hingamisteede, seedekulgla-, maksa- ja närvisüsteemiinfektsioone. Samuti kasutati MHV loommudelit koroonaviiruste in vivo replikatsiooni ja patogeneesi uurimiseks. Ehkki sellisel viisil saadud teadmised on kahtlemata olulised ja vajalikud ei viinud nad piisavalt edasi ei arusaamist koroonaviiruste molekulaarbioloogiast ega koroonaviiruse poolt põhjustatud patogeneesist (eriti inimesel). Nagu on juhtunud ka teiste viiruste puhul olid sellel tagajärjed ja paraku palju rängemad, kui keegi seda oskas oodata. 2019. aastal levis algselt nahkhiirtelt pärinev koroonaviirus taas inimestele. Viroloogiliselt polnud tegemist uue viiruse, vaid SARS-CoV variandiga, mistõttu sai ta nimetuseks SARS-CoV-2 ja tema tekitatud haigus nimetuse COVID-19 (ingl coronavirus disease 2019). Erinevalt eelmistest „uutest“ viirustest ei suutnud selle viiruse levikut pidurdada ei karantiin ega muud meetmed, algselt lokaalne puhang arenes mõne kuuga pandeemiaks. Tulemuseks on kümned – tõenäoliselt sajad – miljonid haigestunud, haigusesse surnute arv on ilmselt miljonites; ka põhjustas viirus pretsedenditu globaalse kriisi ja majanduslanguse. Arusaadavalt see kõik muidugi enneolematult intensiivistunud koroonaviiruste uurimist, kuid aastakümete jooksul kogunenud tegematajätmisi paari kuu või aastaga tasa teha on raske, kui mitte võimatu. Igal juhul on selge, et koroonaviiruseid ja nendega seotud probleeme niipea ei unustata.

			 

			Klassifikatsioon

			Koroonaviiruste süstemaatika on aegade jooksul suurel määral muutunud. RNA-genoomsed viirused, mis kasutavad struktuursete geenide ekspressiooniks arvukaid 3’-koterminaalsete pesa tüüpi subgenoomseid (SG) RNA-sid, ühendatakse seltsi Nidovirales (ladina nidus ’pesa’), mis kuulub klassi Pisoniviricetes (hõimkond Pisuviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria). Seltsis Nidovirales on (2020. a.) kokku 25 viiruste sugukonda, mis kuuluvad kaheksasse alamseltsi. Sugukond Coronaviridae kuulub alamseltsi Cornidovirineae, olles selle alamseltsi ainsaks sugukonnaks. Teine tuntud seltsi Nidovirales kuuluv viiruste sugukond on Arteriviridae, mis kuulub alamseltsi Arnidovirineae. Praeguseks ajaks tuntud Arteriviridae esindajad tekitavad haigusi loomadel; enim uuritud esindajateks on hobuste arteriidi viirus (EAV – Equine arteritis virus) ja sigade reproduktiiv-respiratoorse sündroomi viirus (PRRSV – Porcine reproductive and respiratory syndrome virus). Lisaks iseloomulikele SG RNA-dele on nidoviirustele iseloomulikud ka järgmised tunnused: ümbrisega virionid; mittesegmenteerunud positiivse polaarsusega RNA-genoom; sarnane genoomi organisatsioon, kus väga suur replikaasigeen asub struktuurivalke kodeerivast regioonist ülesvoolu ja võtab enda alla genoomi 5’-otsapoolsed 2/3; replikaasi/transkriptaasi (mittestruktuurne) liitvalk (polüproteiin) ekspresseeritakse ribosoomse raaminihke mehhanismi abil ning paljudel mittestruktuursetel valkudel on unikaalsed ensümaatilised omadused. 

			Sugukond Coronaviridae jaguneb kaheks alamsugukonnaks: Orthocoronavirinae ja Letovirinae. Viimane alamsugukond sisaldab vaid ühte viiruste liiki – Microhyla letovirus 1 – mida on leitud konnadelt. Alamsugukond Orthocoronavirinae sisaldab nelja perekonda: alfa-, beeta-, gamma- ja deltakoroonaviirused. Nendest kahe esimese (alfa- ja beeta-koroonaviiruste) esindajad võivad põhjustada nakkusi ka inimestel ja nende tuntuimad esindajad on beetakoroonaviiruste hulka kuuluvad SARS-CoV, SARS-CoV-2 ja MERS-CoV.

			 

			Virion ja struktuurivalgud

			Koroonaviiruste virionid on sfäärilised ning mõnevõrra pleiomorfsed. Virionide diameeter varieerub 50–200 nm vahel. Keskmine diameeter, arvesse võttes ka virioni membraanist 16–21 nm võrra väljapoole ulatuvad nööpnõela- või pirnitaolised ogad, on 118–136 nm. Membraani sees asub RNA genoomi sisaldav spiraalne ribonukleokapsiid (Joonis 162). On näidatud, et koroonaviiruste nukleokapsiid on üsna paindlik ning moodustab virioni sees rõngaid ja teisi taolisi struktuure. Selline nukleokapsiidide struktuur, mis meenutab pigem negatiivse polaarsusega RNA genoomiga viiruste nukleokapsiidide oma, on positiivse polaarsusega RNA-viirustele ebatüüpiline.
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			Joonis 162. Koroonaviiruste virionid elektronmikroskoobis (CDC/Dr. Fred Murphy / Wikimedia Commons) (A) ja nende ehituse skeem (B), kus on näidatud membraanivalgud ning nukleokapsiidi valgu ja genoomse RNA moodustatud spiraalne ribonukleokapsiidi struktuur.

			 

			Koroonaviiruste virioni koostisesse kuulub neli põhilist struktuurivalku: 

			-Nukleokapsiidivalk N (~50–60 kDa) on fosfoproteiin, mis seondab oma keskse domeeni abil genoomset RNA-d ning moodustab koos sellega spiraalse nukleokapsiidi.

			-Nukleokapsiidi ümber asub core-struktuur, mille moodustab transmembraanne M-glükovalk (~25–30 kDa). Core diameeter on 65 nm ja seda ümbritseb peremeesrakust pärinev ümbris. Ka M-valk kuulub ka ümbrise koostisesse.

			-S-valk (~128-160 kDa) on transmembraanne valk. See moodustab oga-struktuurid (S tuleneb ingliskeelsest sõnast spike ’oga’) ja toimib koroonaviiruste antiretseptorina. Retseptorit seonduv koht jääb S-valgu N-otsapoolsesse regiooni. Samuti on S-valk koroonaviiruste peamine fusioonivalk.

			-E-valk (ingliskeelsest sõnast envelope, ~8–12 kDa) on väike glükovalk, mille täpne roll pole veel teada. Siiski on selle valgu olemasolu virionis koroonaviiruste infektsioonilisuseks oluline.

			Peale nende nelja konserveerunud struktuurivalgu, mis on kõikidel koroonaviirustel, võib virionides paikneda ka teisi viiruse kodeeritud valke. Nendest tuntuim on hemaglutiniin-esteraas (HE-valk, ~48 kDa), mida leitakse osa beetakoroonaviiruste, näiteks MHV ja HCoV-HKU1 virionides. Nende viiruste virionides moodustavad HE-valgu homodimeerid S-valgust koosnevate „ogade“ ja virioni membraani vahel veel ühe kihi. Nagu nimetusest näha, on HE-valk hemaglutiniin. See tähendab, et HE-valk on võimeline seonduma siaalhappejääkidega ja tal on atsetüülesteraasne aktiivsus kindla spetsiifilisusega 9-O- ja 4-O-atsetüülitud siaalhappejääkide suhtes. Seega meenutab see koroonaviiruse valk C-gripiviiruse HE-valku, millega ta on järjestuselt umbes 30% ulatuses sarnane. Arvatakse, et koroonaviiruse HE-valgu esteraasne aktiivsus abistab S-valgul vahendada virionide rakule seondumist ja rakku sisenemist.

			 

			Genoomne organisatsioon

			Koroonaviiruste genoomiks on üks 26–32 kb pikkune positiivse polaarsusega RNA molekul – üks suuremaid tuntud RNA genoome üldse. Genoomil on 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) saba ning selles saab eristada järgmiseid funktsionaalseid alasid (Joonis 163, 165):

			-5’-otsa alguses on 70–100 nt pikkune liiderjärjestus; sama järjestus on ka SG RNA-de 5’-otstes.

			-Liidrile järgneb 200–600 nukleotiidijäägi pikkune 5’-UTR, mis sisaldab replikatsiooniks vajalikke regulatoorseid cis-elemente.

			-Replikaasi-/transkriptaasigeen, mis haarab 2/3 kodeerivast alast ning mis transleeritakse otse genoomilt. See regioon koosneb kahest teineteisega kattuvast lugemisraamist rep1a ja rep1b (nimetatakse ka ORF1a/ORF1b). 3’-otsapoolne rep1b-lugemisraam ekspresseerub ribosoomse raaminihke abil. Need lugemisraamid kodeerivad mittestruktuurseid liitvalke (polüproteiine), millest protsessingu teel moodustuvad valmis mittestruktuursed valgud. Koroonaviirustel on kuni 16 erinevat mittestruktuurset valku; sealhulgas viiruse RdRp, primaas, proteaasid, helikaas, eksonukleaas ja teised replikatsiooniks vajalikud valgud.

			-Replikaasigeenist allavoolu asuvaid struktuurseid ORF-e ekspresseeritakse SG mRNA-de vahendusel. Need lugemisraamid kodeerivad muu hulgas ka S-, E-, M-, N- ja HE-valke. Struktuurivalke kodeerivate lugemisraamide vahel asuvad transkriptsiooni reguleerivad alad (ingl transcription regulating sequences, TRS-B), mille järjestused on identsed (või väga sarnased) genoomi 5’-otsas asuva liiderjärjestuse lõpuga. Järjestuse poolest idententse lõigu pikkus on umbes 10 nukleotiidijääki.

			-Genoomi 3’-otsas asub 200–500 nukleotiidijäägipikkune 3’-UTR-järjestus. See sisaldab samuti replikatsiooniks olulisi regulatoorseid järjestusi, mis moodustavad RNA sekundaarstruktuure.
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			Joonis 163. Erinevate koroonaviiruste genoomide organisatsioon. Peale konserveerunud (ühiste) lugemisraamide asub genoomi 3’ otsapoolses regioonis veel viirusespetsiifilisi valke kodeerivaid lugemisraame (3a, 3b, 5a jne).

			 

			Infektsioonitsükkel

			Rakule seondumine ja rakku sisenemine

			Beetakoroonaviirused, mille virionid sisaldavad HE-valku, seonduvad esmalt raku pinnal paiknevatele siaalhappejääkidele; see interaktsioon võimendab virionide adsorbeerumist raku membraanile. Siiski on neil ja ka muudel koroonaviirustel peamiseks antiretseptoriks S-valk. Erinevad koroonaviirused kasutavad väga erinevaid retseptoreid; selle tulemusena on nad enamasti tugevalt rakutüübi- ja koespetsiifilised. Näiteks:

			-MHV retseptoriks on kartsinoembrüonaalsete glükovalkude sugukonda kuuluv mCAECAM1 molekul, mis on ekspresseeritud MHV sihtmärkrakkudel (hepatotsüütidel, sooleepiteelil, B-lümfotsüütidel ja makrofaagidel). 

			-MERS-CoV kasutab retseptoriks dipeptidyl peptidase 4 (DPP4; tuntud ka kui CD26), molekule.

			-Inimese koroonaviirus HCoV-229E kasutab rakuga seondumiseks aminopeptidaas N-i molekuli (APN, tuntud ka kui CD13), mis kujutab endast tsingiioone seondavat proteaasi ning on laialdaselt ekspresseeritud hingamisteede ja seedetrakti epiteelil ning närvikoes. 

			-SARS-CoV ja SARS-CoV-2 retseptoriks on angiotensiini konverteeriv ensüüm 2 (ingl angiotensin converting enzyme 2, ACE2), mida ekspresseeritakse SARS-CoV sihtmärkrakkudes (kopsu- ja peensooleepiteeli rakkudes). Sama retseptorit kasutab ka HCoV-NL63

			Ka rakku sisenemise ja virioni lahtipakkimise mehhanismid on koronoviirustel mitmekesised:

			-SARS-CoV virionide rakku sisenemine on seotud S-valgu konformatsiooniliste muutustega, mille tagajärjel virioni ja raku membraanid liituvad. See protsess toimub endosoomides, sest vajab madalat pH-d ja katepsiinide (protsessivad S-valku) proteolüütilist aktiivsust. SARS-CoV-2 puhul on S-valku lõikavaks proteaasiks TMPRSS2 (ingl transmembrane protease, serine 2). 

			-Paljud koroonaviirused, näiteks MHV, ei vaja rakku sisenemiseks S-valgu lõikamist ja nad sisenevad rakku pH-st sõltumatult otsese virioni ja raku plasmamembraani liitumise teel. 

			Membraanide liitumisele järgneb nukleokapsiidi lahtipakkimine ja genoomi vabanemine tsütoplasmasse (Joonis 164).

			 

			Replikaasi-transkriptaasikompleksi valkude ekspressioon

			Kaks esimest lugemisraami (rep1a ja rep1b) transleeritakse otse genoomselt RNA-lt; et rep1b ekspressiooniks kasutatakse raaminihet, saadakse translastiooni tulemusena kaks N-koterminaalset liitvalku: pp1a (nsp1-nsp11; 440–500 kDa) ja pp1ab (nsp1-nsP16; 740–810 kDa). Sellise strateegia kasutamise tulemusena sünteesitakse rep1b-valke (nsp12–nsp16) umbes 10korda vähem kui rep1a-valke. Liitvalgud protsessitakse ko- ja posttranslatsiooniliselt viiruse proteaaside (neid on sõltuvalt viiruse liigist kaks või kolm) poolt küpseteks mittestruktuurseteks valkudeks. Mitmete mittestruktuursete valkude (osad) funktsioonid on teada:

			-nsp1 vahendab rakuliste mRNA-de degradatsiooni ja blokeerib rakulist translatsiooni; seoses sellega toimib nsp1 kui I tüüpi interferoonide antagonist;

			-nsp3 on suur multifunktsionaalne valk ja papaiinisarnane proteaas. Nsp1 sisaldab ka membraane siduvat ja makrodomeeni. 

			-nsp4 on transmembraanne valk, mis osaleb replikatsioonikomplekside moodustumisel;

			-nsp5 on Mpro proteaas ja põhiline liitvalgu protsessimise ensüüm. Nsp5 on homoloogne pikornaviiruste 3C proteaasiga (ptk II.8);

			-nsp7 ja nsp8 moodustavad heksadekameerseid komplekse ja on vajalikud RdRp protsessiivsuse jaoks. Lisaks toimib nsp8 primaasina;

			-nsp12 on koroonaviiruse RdRp, replikatsioonikompleksi katalüütiline allühik;

			-nsp13 on RNA helikaas ja RNA 5’-trifosfataas;

			-nsp14 on N7-metüültransferaas, mis osaleb cap-struktuuri sünteesil, ja 3’→5’ eksoribonukleaas, mis parandab genoomse RNA sünteesil tekkinud vigu;

			-nsp15 on koroonaviiruse endoribonukleaas ja peamine proofreading-ensüüm;

			-nsp16 on 2’-O-metüültransferaas, mis osaleb cap-struktuuri sünteesil.
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			Joonis 164. Koroonaviiruste infektsioonitsükli skeem (selgitused tekstis).

			 

			RNA süntees (replikatsioon ja transkriptsioon)

			Koroonaviiruste nsp-valgud moodustavad koos genoomse RNA-ga membraaniseoselise replikatsioonikompleksi. Erinevalt alfaviiruste sfäärulitest kuulub sinna mingist infektsioonietapist alates ka struktuurivalk – nukleokapsiidi valk N. Replikatsioonikompleksid moodustuvad nakatatud raku tuuma lähedal paiknevatel ER-i, Golgi kompleksi ja endosoomide membraanidel; sellega kaasneb membraanide reorganiseerimine ja viiruse-spetsiifilise membraanivõrgustiku moodustumine. Sellele võrgustikule on iseloomulik kahe membraaniga vesiikulite olemasolu, mis erinevad alfaviiruste ühe membraaniga vesiikulitest. Sarnaselt teiste positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustega toimub ka koroonaviiruste RNA replikatsioon negatiivse RNA-ahela sünteesi kaudu. Süntees on tugevalt asümmeetriline, st et negatiivseid ahelaid (antigenoome), mis moodustavad positiivse matriitsahelaga dsRNA-d, sünteesitakse 10–100 korda vähem kui positiivseid ahelaid.

			Nakatunud rakkudes sünteesivad koroonaviirused 5–7 erisugust SG RNA-d (Joonis 165). Kõigi nende 5’-otstes paiknevad cap-struktuurid ja kõik nad on 3’-otsast polüadenüülitud. Need SG RNA-d on 3’-koterminaalsed, s.t et kõigil SG RNA-del on sama 3’-ots, mis vastab genoomi 3’-otsale. Koroonaviiruste SG RNA-d moodustavad nn 3’-pesa-komplekti; sellised SG RNA-d on omased kõikidele seltsi Nidovirales kuuluvatele viirustele. Nagu ka muudel positiivse polaarsusega RNA-genoomidega viirustel toimivad SG RNA-d mRNA-dena replikaasigeenist allpool paiknevate struktuurivalke kodeerivate alade transleerimiseks (Joonis 165). Funktsionaalselt on koroonaviiruste SG RNA-d monotsistroonsed: transleeritakse ainult esimest SG RNA-s paiknevat lugemisraami. Koroonaviiruste SG RNA-de sünteesi (transkriptsiooni) peamine omapära seisneb selles, et ka SG RNA-de süntees kulgeb vastavate negatiivsete RNA vahevormide sünteesi kaudu. Muidugi sünteesivad ka teised positiivsed RNA viirused oma SG RNA-d negatiivse ahela matriitsil – muud võimalust lihtsalt ei ole. Koroonaviiruste ja muude seltsi Nidovirales esindajate eripära on selles, et igale positiivsele SG RNA-le vastab „oma“ (sama pikk) negatiivne RNA molekul. Lisaks sellele sisaldab iga koroonaviiruse SG RNA oma 5’-otsas liiderjärjestust, mis on identne genoomi 5’-otsas asuva liiderjärjestusega; liiderjärjestuse ühendamine SG RNA-ga toimub TRS-B aladel. Praeguseks on selge, et koroonaviirustel toimub see nn negatiivse RNA-ahela katkestusega toimuva sünteesi tulemusel: 

			-negatiivset ahelat sünteesiv viiruse RdRp peatub ühe või teise TRS-B järjestuse, mis toimib siin terminaatorina, juures;

			-toimub hüpe genoomi 5’-otsas paikneva genoomse liiderjärjestuse (TRS-L) alale, mis on homoloogne TRS-B alaga;

			-süntees lõpeb antiliiderjärjestusega. 

			Valminud SG RNA negatiivset ahelat kasutatakse järgnevalt positiivsete SG RNA-de sünteesil. Seega erineb koroonaviiruste SG RNA-de süntees oluliselt muude positiivse polaarsusega RNA-viiruste (nt alfaviiruste, ptk II.13) omast.
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			Joonis 165. Koroonaviiruste genoom ja SG RNA-d. Skemaatiliselt on näidatud MHV genoomne RNA ja nakatunud rakus sünteesitav 3’-koterminaalsete SG RNA-de „pesa“. Nooltega on tähistatud liiderjärjestuse (TRS-L) ja transkriptsiooni reguleerivate järjestuste (TRS-B) asukohad viiruse genoomis. Joonise kohal on suurendatud kujul esitatud RNA replikatsiooniks vajalikud 5’- ja 3’ cis-regioonide poolt moodustatud teise astme struktuurid.

			 

			Koroonaviiruste transkriptsioonis ja replikatsioonis osalevad peale TRS- ja liiderjärjestuste ka teised RNA cis-elemendid (Joonis 165).

			- Genoomi 5’-otsas moodustab RNA kuni seitse konserveerunud tüvi-aas-struktuuri (ingl stem-loop, SL), mis ulatuvad replikaasi kodeeriva osa algusesse.

			- Genoomi 3’-otsas on replikatsiooniks vajalikuks cis-elemendiks kogu 3’-UTR tervikuna; selles paiknevad oktanukleotiidset konserveerunud järjestust sisaldav hüpervariaabel regioon ning järjestused, mis moodustavad suure RNA-silmuse ja sellele lähedal oleva pseudosõlme struktuuri. RNA-silmust ja pseudosõlme moodustavad järjestused osaliselt kattuvad. Seetõttu ei saa need kaks struktuuri moodustuda samal ajal; tõenäoliselt kujutavad need elemendid endast molekulaarset „lülitit“, mis reguleerib RNA sünteesi erinevate etappide vahekorda.

			 

			Koroonaviiruste RNA sünteesi eripärad ja RNA rekombinatsioon

			Koroonaviiruste RNA genoomid on omataoliste hulgas ühed suuremad. See võimaldab ühest küljest sünteesida täiendavaid replikatsioonis osalevaid valke; teisest küljest tekitab suurte RNA genoomide replikatsiooni spetsiifilisi probleeme. Võimalik, et just sellel põhjusel kasutavad koroonaviirused oma RNA sünteesil võtteid, mis on DNA replikatsioonil üldiselt tavalised ja muudel RNA genoomsetel viirustel puuduvad.

			-Koroonaviiruse replikaasi katalüütiline allühik nsp12 on RNA polümeraasi kohta ebatavaliste omadustega: ta ei suuda initsieerida RNA sünteesi (kuid suudab mingil põhjusel sünteesida RNA-d ka DNA matriitsil).

			-Olukorrast, kus viiruse RNA polümeraas ei suuda RNA sünteesi initsieerida, tulevad koroonaviirused välja järgmiselt: neil on veel üks RNA-d sünteesiv ensüüm (nsp8). nsp8 on samuti RdRp, kuid sünteesib nii matriitsi 3’-otsas kui ka sisemistes regioonides umbes 6 nukleotiidijäägi pikkuseid RNA praimereid, mida kasutab nsp12.

			-Koroonaviiruse RdRp-l on ka kvaliteedi-kontroll. Seda ei teosta nsp12 ise, mistõttu tegemist pole klassikalise proofreading’uga. Kvaliteeti kontrollivad hoopis viiruse ribonukleaasid, eeskätt nsp14 eksoribonukleaas. See ensüüm on RNA replikatsiooniks vajalik: tema puudumisel teeb polümeraasikompleks palju rohkem vigu ja sünteesib seetõttu peamiselt defektseid, paljusid punktmutatsioone sisaldavaid RNAsid.

			Koroonaviiruse RNA sünteesi ensüümidele iseloomulik „hüppamine“ kujutab endast põhimõtteliselt matriitsi vahetamist. Seetõttu ei ole üllatav, et neile viirustele on iseloomulik ka suur RNA rekombinatsiooni sagedus. Arvatavasti võib koroonaviiruse RdRp koos sünteesitud RNA-jupiga „üle hüpata“ ka sama rakku nakatanud teise viiruse isolaadi homoloogsele järjestusele. Koroonaviirustel esineb nii homoloogset kui mittehomoloogset RNA rekombinatsiooni. RNA rekombinatsioon toimub copy-choice-mehhanismi kaudu ja selle tõenäosus on umbes 1% genoomi iga 1,3 kb (ehk ~25% kogu genoomi) kohta. Kahtlemata on RNA rekombinatsioonil koroonaviiruste evolutsioonis oluline roll.

			 

			Virionide küpsemine ja vabanemine

			Koroonaviiruste virionide kokkupanek algab N-valgu interaktsioonist genoomse RNA-ga; see viib spiraalse nukleokapsiidi moodustumisele. N-valk pakib ainult täispikki positiivseid genoomseid RNA-sid. Selle eest vastutav täpne mehhanism pole lõplikult selge. Mõne koroonaviiruse puhul tuleneb see tõenäoliselt pakkimissignaali paiknemisest; näiteks MHV puhul paikneb RNA pakkimissignaal nsp15-valku kodeerivas järjestuses. Samas ei sisalda paljude teiste koroonaviiruste genoomid sellist pakkimisjärjestust ja pakkimisprotsess on arvatavasti väga viirusespetsiifiline. 

			Membraansed struktuurivalgud (M-, S- ja E-valk) sünteesitakse ER-i membraanidel, kust neid transporditakse virionide assambleerumise kohta: ERGIC-i (Endoplasmic reticulum – Golgi intermediate compartment) membraanidele (Joonis 164). Sinna transporditakse ka nukleokapsiididesse pakitud genoomid. Virionide moodustamise algatab M-valgu interaktsioon nukleokapsiidiga. M-valk osalebki praktiliselt kõikides koroonaviiruste virionide moodustumisel olulistes valk-valk-interaktsioonides. Nii on virionide pungumise käivitamiseks vajalik M-valgu interaktsioon E-valguga. Et E-valgu hulk virionides on M-valgu omast märksa väiksem, siis arvatakse, et E-valk täidab virionide moodustamisel mingeid abifunktsioone, näiteks takistab M-valgu agregeerumist või indutseerib membraani kumeruste tekkimist. S-valk virionide kokkupanemises otseselt ei osale; selle valgu sisestamine virionidesse toimub taas tänu interaktsioonile M-valguga, mis võimaldab hilises infektsioonis S-valgu transporti ERGIC-i membraanidesse.

			Kokkupandud virionid punguvad ERGIC-i membraanide sisse ja transporditakse raku pinnale vesiikulites. Virionid vabanevad rakust eksotsütoosi teel. Paljudel koroonaviirustel liigub raku pinnale ka virionidesse paigutamata S-valk. Selle protsessi mõte on vahendada nakatatud raku ja naaberrakkude membraanide liitumist, mis viib suurte mitmetuumaliste rakkude (süntsüütiumide) tekkimisele. Selline mehhanism lubab viirusel organismis levida ilma rakuvabasse keskkonda sattumata. Üheks põhjuseks, miks koroonaviirused (aga ka mitmed muud viirused) seda teevad, on asjaolu, et selline liikumisviis võimaldab vältida virionide kokkupuudet viirustneutraliseerivate antikehadega.

			 

			Koroonaviiruste infektsiooni mõju peremeesrakule ja peremehe organismile

			Mitmed (kuid mitte kõik) koroonaviirused suruvad peremeesrakus maha raku RNA-de transkriptsiooni ja raku valkude translatsiooni. Koroonaviiruste infektsioon koekultuuris lõpeb enamasti nakatunud rakkude apoptootilise surmaga. Nagu ülal kirjeldatud, indutseerivad koroonaviirused ka süntsüütiumide teket; peale selle põhjustavad nad ka rakkude ümardumist ja purunemist. Organismi tasemel kulgeb koroonaviiruste infektsioon enamasti ägedalt. Immuunpuudulikkuse korral on mõned koroonaviirused võimelised tekitama ka persistentset infektsiooni.

			 

			Kordamisküsimused peatüki „Coronaviridae“ kohta

			1.Millised on koroonaviiruste ja teiste seltsi Nidovirales kuuluvate viiruste ühised tunnused?

			2.Kuidas on organiseeritud koroonaviiruste genoomid ja kuidas toimub nende viiruste geenide ekspressioon?

			3.Millised on koroonaviiruste poolt kodeeritud valkude peamised funktsioonid.

			4.Kuidas toimub koroonaviiruste infektsioon rakukultuuris: sisenemine rakku, RNA-de süntees ja virionide moodustumine?

		

	
		
			II.20. FLAVIVIIRUSED: SUGUKOND FLAVIVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Sugukonda Flaviviridae kuulub neli viiruste perekonda: Flavivirus, Pestivirus, Pegivirus ja Hepacivirus. Kõigil neil viirustel on virioni struktuuris, genoomi organisatsioonis ja replikatsioonistrateegias ühiseid jooni. Samas on perekondade vahel palju olulisi bioloogilisi erinevusi; näiteks levivad paljud perekonda Flavivirus kuuluvad viirused lülijalgsete vektorite abil, teiste perekondade liikmed aga mitte. Flaviviirustel on sfäärilised, ümbrisega virionid, mille pinnal on viiruse antiretseptor – glükovalk E. Positiivse polaarsusega RNA-genoom kodeerib ühte liitvalku, mis protsessitakse ko- ja posttranslatsiooniliselt vähemalt 10 küpseks viiruse valguks. Genoomi 5’-otsas on osal viirustel cap-struktuur, teistel aga IRES-element; 3’-polü(A) saba flaviviirustel puudub. RNA replikatsioon toimub viirusvalkude poolt modifitseeritud peremeesraku tsütoplasmaatilises membraanivõrgustikus paiknevates replikatsioonikompleksides negatiivse RNA vahevormi sünteesi kaudu. Virionid punguvad rakusisestel membraanidel ja vabanevad eksotsütoosi teel. Meditsiiniliselt olulisteks flaviviiruste esindajateks on YFV, JEV, TBEV, DENV, WNV ja ZIKV. Tähtsamateks pestiviiruste perekonna esindajateks loomakasvatuses on BVDV, CSFV ja BDV.

			 

			Ühe esimestest inimesi nakatavatest viirustest avastas Walter Reed üle 100 aasta tagasi. Ta näitas, et kollapalavikku põhjustajat kannavad edasi sääsed ja et inimest saab nakatada ka nakatatud indiviidist pärineva filtreeritud (bakterivaba) seerumi abil. Praegusel ajal on kollapalavikku põhjustav viirus (YFV, yellow fever virus) sugukonna Flaviviridae (lad flavus – ’kollane’) tüüpesindajaks. Flaviviridae sugukonda (selts Amarillovirales, klass Flasuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) kuulub neli perekonda: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus ja Pegivirus. Viimasesse perekonda kuuluvad varem klassifitseerimata GBV-A, -C, ja -D-viirused (GBV GB virus). Kõigil Flaviviridae sugukonda kuuluvatel viirustel on sfäärilised ümbrisega virionid, mis sisaldavad ühte või kahte ümbrise glükovalku. Ümbrise sees asub nukleokapsiid, mis sisaldab positiivse polaarsusega RNA-genoomi, mille organisatsioon on kõigi Flaviviridae liikmete jaoks ühine. Üldjoontes on sarnane ka viiruste infektsioonitsükkel (Joonis 166), samas on eri perekondadesse kuuluvate viiruste bioloogilised omadused vägagi erinevad. Perekonnad Flavivirus ja Hepacivirus (sellest on eraldi peatükk ja seetõttu siin neid ei kirjeldata) on meditsiiniliselt väga olulised; perekonda Pestivirus kuuluvad olulised põllumajandusloomade patogeenid: veiste viirusliku kõhulahtisuse viirus (Bovine viral diarrhea virus, BVDV), klassikaline sigade palaviku viirus (Classical swine fever virus, CSFV) ja lammaste Border disease’i viirus (Border disease virus, BDV).
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			Joonis 166. Sugukonda Flaviviridae kuuluvate viiruste infektsioonitsükkel (selgitused tekstis).

			 

			II.20.1. Perekond Flavivirus

			Flaviviiruste perekonda kuulub üle 50 viiruste liigi; enamus neist on arboviirused (ingl arthropod born virus), mis levivad sääskede või puukidega (Joonis 120). Lisaks arboviirustele kuulub siia perekonda ka arvukalt sääskede viiruseid, mis soojaverelisi loomi ei nakata. 

			Perekonna tüüpesindaja on YFV, mis levib sääskede Aedes aegypti vahendusel troopilistes ja subtroopilistes maades. Tegemist on väga ohtliku viirusega: inimeste puhul jääb suremus YFV-infektsiooni 3–7,5% vahele. Spetsiifiline ravi puudub, kuid on olemas äärmiselt efektiivne elusvaktsiin YFV-17D, mis on välja töötatud juba aastal 1937. Meditsiiniliselt tähtsaim flaviviirus on aga Dengue virus (DENV), mille neli peamist serotüüpi (DENV1, DENV2, DENV3 ja DENV4) erinevad üksteisest oma E-valkude aminohappelise järjestuse (kuni 40% võrra) ja antigeensete omaduste poolest. DENV levib samuti Aedes aegypti sääskede vahendusel, kuid erinevalt YFV-st on sellele viirusele iseloomulik levimine „linnatsükli“ kaudu (Joonis 120). Seetõttu on DENV väga laialt levinud: aastas leiab aset ligi 400 miljonit DENV-infektsiooni juhtumit. Enamus neist on subkliinilised kuid siiski dokumenteeritakse aastas ka 100 miljonit haigestumis- ja ~10 000 surmajuhtumit. DENV-vastane vaktsiin võeti kasutusele alles aastal 2015 ning esialgsed tulemused näitavad, et ehkki see on täiskasvanutel küllaltki efektiivne, jääb lastel vaktsineerimise tulemusel tekkiv immuunsus lühiajaliseks. Seetõttu on katsetustes ka teised, loodetavasti efektiivsemad DENV-vastased vaktsiinid. DENV lähedane sugulane on Zika viirus (ZIKV), mis põhjustas hiljuti Uues Maailmas ulatusliku epideemia. Ka ZIKV-infektsioon on üldjuhul asümptomaatiline. Paraku on ZIKV viimastel aastatel muutunud ja selle viiruse Vaikse ookeani / Ladina-Ameerika tüvede infektsiooniga võivad kaasneda rasked neuroloogilised häired (Guillaini-Barre’i sündroom). Ka on need viiruste tüved omandanud võime nakatada närvikoe tüvirakke. Seetõttu võib lastel, kelle emad nakatusid ZIKV-ga raseduse ajal, tekkida rasked kesknärvisüsteemi väärarengud (mikrotsefaalia). Peale ülalmainitud viiruste on olulised ka Japanies encephalitis virus (JEV) ja West Nile virus (WNV). Nende viiruste põhiliseks looduslikuks peremeheks on linnud ja nad levivad Culex-sääskede kaudu. Juhul, kui need viirused kanduvad üle inimesele, tekitavad nad sageli (ehkki mitte alati) kesknärvisüsteemiinfektsioone. Viimasena – kuid mitte viimases järjekorras – tuleb mainida ka puukentsefaliidiviirust (TBEV – Tick-borne encephalitis virus), mida levitavad Ixodes-puugid. TBEV-nakkus on endeemiline geograafilises vööndis Põhja-Hiinast kuni Kesk- ja Põhja-Euroopani, sealhulgas ka Eestis. Meil on diagnoositud 80–200 TBEV põhjustatud haigusjuhtu aastas, kuid pole kahtlust, et diagnoosimata haigus juhte on kordades rohkem. Selle põhjuseks on asjaolu, et enamasti tekitab TBEV gripilaadseid haigusnähte ja vaid umbes kolmandikul nakatunutest lisanduvad neuroloogilised nähud: meningiit või entsefaliit. Eksisteerib kolm TBEV alltüüpi: Lääne-Euroopa (kõige vähem patogeenne), Siberi ja Kaug-Ida (kõige patogeensem), kõiki neid on leitud ka Eestis. Suremus TBEV Lääne-Euroopa subtüübi alltüübi (Eestis kõige tavalisem) põhjustatud infektsiooni puhul on umbes 1%. Peale puugihammustuste võib TBEV levida ka pastöriseerimata piimaga (eriti kitsepiimaga). Eksisteerivad efektiivsed inaktiveeritud TBEV-vastased vaktsiinid. Nende tekitatud immuunsus kaitseb kõigi kolme viiruse alltüübi vastu, kuid on paraku üsna lühiajaline. Seetõttu on iga 3–5 aasta tagant vaja vaktsineerimist korrata.

			 

			Virioni struktuur

			Flaviviiruste lõplikult valmimata ja valminud (infektsioonilistel) virionidel on erisugune struktuur; peale nende kahe variandi on viirustel ka arvukalt „osaliselt valminud“ virione. Infektsioonilised virionid on sfäärilised (~50-nm diameetriga) ümbrisega partiklid (Joonis 167). Ümbrises paikneb tihedalt kaks viirusevalku – glükosüülitud ümbrisevalk (E, Envelope) ja membraanivalk (M, Membrane) mis moodustavad virioni pinda katva kihi. E-glükovalk vahendab viiruspartikli seondumist peremeesrakule, virioni rakku sisenemist ning on ka virioni peamine antigeen. M-valk on prM-eelvalgust pärinev proteolüütiline fragment, mis moodustub virioni valmimise käigus. Valmimata virionides on see valk prM-kujul, osaliselt valminud virionid sisaldavad nii M- kui ka prM-valke. Ümbrise all asub T = 3 ikosaeedriline nukleokapsiid, mis sisaldab kapsiidivalgu (C, Capsid) dimeeridesse tihedalt pakitud genoomset RNA-d.
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			Joonis 167. Flaviviiruse (YFV) virionid elektronmikroskoobis (Erskine Palmer / Wikimedia Commons) (A) ja nende ehituse skeem. Virionidel on ikosaeedriline kapsiid. Valminud virioni ümbrises paiknevad E-valgu dimeerid asuvad virioni pinnaga paralleelselt.

			 

			Genoomi organisatsioon 

			Flaviviiruste genoomil on järgmised koostisosad ja eripärad (Joonis 168).

			-Positiivse polaarsusega RNA pikkusega u 11 kb.

			-5’-otsas on cap1-struktuur (m7GpppAmp), mis stabiliseerib viiruse genoomi, osaleb translatsiooni initsiatsioonil ning kaitseb viirust peremehe sünnipärase immuunvastuse eest.

			-~100 nukleotiidijäägi pikkune 5’-UTR ja ~400–700-nukleotiidijäägipikkune 3’-UTR. UTR-id sisaldavad RNA sekundaarseid struktuure, mis on vajalikud replikatsiooniks ja 3’-UTR puhul peremehe sünnipärase immuunvastuse mahasurumiseks. Sekundaarstruktuurid ulatuvad ka C-valku kodeerivasse alasse ja võimaldavad, paardumise tõttu 3’-UTR-is paikneva komplementaarse järjestusega, viiruse genoomsel RNA-l moodustada rõngakujulisi struktuure.

			-3’-otsas puudub polü(A) järjestus. Küll aga on mõnedel TBEV isolaatidel genoomi 3’-otsa lähedal paiknev sisemine polü(A)järjestus.

			-Genoomis on üksainus ORF, mis kodeerib liitvalku. Valmisvalkudele vastavad lõigud paiknevad liitvalgus järjekorras C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5.
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			Joonis 168. Flaviviiruste genoomi ehituse ja valkude ekspressiooni skeem. A: Genoomi struktuur ja selles kodeeritud liitvalgu järjestus ning selle protsessimise skeem. Flaviviiruste genoom sisaldab ühte lugemisraami, 5’-cap-struktuuri, 5’-UTR ja 3’-UTR järjestusi. Genoomselt RNA-lt transleeritav liitvalk protsessitakse ko- ja posttranslatsiooniliselt küpseteks viirusvalkudeks viiruse enda proteaasi (punased nooled), rakuliste signalaaside (mustad nooled) või teadmata (?) proteaaside poolt. B: Flaviviiruse valkude membraanne topoloogia. Näidatud on sünteesitud valkude paiknemine ER-membraanide suhtes. Valkude suurused joonisel on ligikaudu proportsionaalsed nende molekulmassidega.

			 

			Flaviviiruste kodeeritud valgud

			Flaviviirustel on kolm struktuurivalku:

			-C-kapsiidi valk (~11 kDa) on tugevalt aluseline, seob genoomset RNA-d, moodustades nukleokapsiidi. Värskelt sünteesitud kapsiidivalgul on oma C-otsas väga hüdrofoobne „saba“, nn ankur-domeen. Ankur-domeen on signaalpeptiid, mis tagab sünteesitava prM-valgu paigutamise ER-i luumenisse (Joonis 168B). Kapsiidivalgu valmimise käigus eemaldatakse „ankur“ kaheetapilise lõikamise tulemusel: kõigepealt toimub lõikamine viiruse NS2B-3 proteaasiga, siis rakulise signaalpeptidaasiga (Joonis 168B). Küps C-valk moodustab kompaktse dimeeri. Genoomse RNA seondumise eest vastutavad positiivselt laetud aminohappejäägid asuvad valminud kapsiidivalgu N- ja C-otstes.

			-M- valgu eelvalgu (prM, ~26 kDa) N-terminaalne ala sisaldab kolme glükosüülimissaiti. prM- ja E-valkude C-terminaalsed transmembraansed domeenid toimivad E-valgu ER-is püsimise signaalidena (Joonis 168B). prM- ja E-valgu interaktsioon on oluline vältimaks E-valgu konformatsioonilist muutust, mis tooks kaasa membraanide liitumise virionide rakusisese transportimise käigus (Joonis 167). Valmis M-valk (~8 kDa) on prM-valgu C-terminaalne osa; prM hüdrofiilne N-terminaalne osa sekreteeritakse nakatunud rakust välja.

			-E-valk (~53 kDa) kujutab endast I tüüpi membraanivalku. Osal flaviviirustel on E-valk N-glükosüülitud. E-valgu põhifunktsioonideks on virionide sidumine raku pinnale ning virioni ümbrise ja rakumembraanide liitmine. E-valgu molekulid moodustavad pea-saba tüüpi homodimeere, mis paiknevad virioni pinnaga paralleelselt. Happelises keskkonnas (nt endosoomides) dissotsieeruvad E-valgu dimeerid monomeerideks, mis omakorda moodustavad fusogeenseid trimeere.

			Flaviviirustel on 7 suuremat mittestruktuurset valku, üks väiksem peptiid ja mõned valkude sisemise lõikamise tulemusena tekkivad täiendavad produktid.

			-NS1-glükovalk (~46 kDa) paigutatakse sünteesi käigus ER-i luumenisse (Joonis 168B). NS1 sisaldab 2–3 glükosüülimissaiti ning moodustab suure membraanse afiinsusega (seondumismehhanism on tundmata) homodimeere. Teada on ka muude oligomeersete vormide moodustamine. Erinevad NS1-oligomeersed vormid on vajalikud tagamaks, et NS1 saaks täita erinevaid funktsioone. Nii seondub NS1-valk NS4A-valguga, lokaliseerub replikatsioonikompleksidesse ja mängib olulist rolli viiruse genoomi replikatsioonil. Samas paigutatakse osa NS1-valgust nakatatud raku pinnale ning osa sekreteeritakse rakust välja. Sekreteeritud NS1 koguneb vereseerumis ja kutsub esile tugeva humoraalse immuunvastuse.

			-NS2A (~22 kDa) on väike hüdrofoobne valk, mis praktiliselt tervikuna asub membraani sees. NS2A lokaliseerub viiruse replikatsioonikompleksidesse ning interakteerub NS3-, NS5- valkudega ja genoomse RNA 3’-UTR-iga, olles hädavajalik viiruse RNA replikatsiooniks.

			-NS2B (~14 kDa) on samuti väike membraaniseoseline valk. See moodustab stabiilse kompleksi NS3-ga, olles NS2B-3 seriin-proteaasi kooseisus katalüütilise allühiku (NS3) abifaktoriks ja membraanile seondumiseks vajalikuks ankruks.

			-NS3 (~70 kDa) on multifunktsionaalne ensüüm. Tema N-terminaalne kolmandik on NS2B-3 seriin-proteaasi katalüütiline domeen, mis protsessib polüproteiini C/ankur-domeen, NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A ja NS4B/NS5 vahelistest saitidest. Lisaks liitvalgu lõikamisele osaleb NS3 I tüüpi interferoonide toime mahasurumisel, lõigates rakusisest signaalmolekuli nimetusega STING. NS3 C-terminaalne regioon kujutab endast RNA helikaasi/nukleosiid-trifosfataasi (NTPaas)/RNA-trifosfataasi. NS3 osaleb ka rakkude apoptoosi indutseerimisel.

			-NS4A (~16 kDa) on hüdrofoobne transmembraanne valk, mis paikneb replikatsioonikompleksis ja interakteeerub NS1-ga.

			-NS4B (~27 kDa) on samuti hüdrofoobne membraaniseoseline valk, mis interakteerub NS3-ga. Kuigi tema funktsioone täpselt ei tunta, on teada, et NS4B on replikatsioonikompleksi lahutamatu osa. NS4B osaleb ka I tüüpi interferoonide signaali blokeerimisel.

			-NS5 (~103 kDa) on teine multifunktsionaalne ensüüm. NS5-l on, vastavalt N- ja C-otsa poolsetes regioonides metüültransferaasne (MTase) ja RNA- polümeraasne (RdRp) domeen. Oma 3D-struktuurilt sarnaneb NS5 C-terminaalne osa teiste RNA polümeraasidega, omades nn parema käe struktuuri.

			 

			Infektsioonitsükkel

			Flaviviirused nakatavad erinevaid rakutüüpe ja erinevaid peremehi (selgroogsed, lülijalgsed). Antiretseptoriks on E-glükovalk, üldkasutatavaks retseptoriks heparaansulfaat. Spetsiifilisi retseptoreid ei ole praeguseks ajaks veel hästi iseloomustatud. On teada, et flaviviirused kasutavad eri rakutüüpidesse sisenemiseks erisuguseid rakulisi faktoreid: C-tüüpi lektiine, madala tihedusega lipoproteiini retseptorit, integriine, CD14 jt. Mõned flaviviirused (DENV) on võimelised sisenema rakku, kasutades raku Fc-retseptoreid, mille loomulik funktsioon seisneb antikehade konstantse domeeniga seondumises. Selleks seonduvad DENV virionid kõigepealt mitte-neutraliseerivate antikehadega, mistõttu seda mehhanismi nimetatakse antikehast sõltuvaks võimenduseks (ingl antibody dependent enhancement, ADE). Rakku sisenemine toimub klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Endosoomide madala pH korral toimub E-valgu dimeeride konformatsiooni pöördumatu muutus: alguses nad dissotsieeruvad ning seejärel moodustavad vabanenud E-valgu monomeerid fusogeenseid trimeere. Fusioonipeptiid eksponeeritakse trimeeri pinnale ning see seondub endosoomi membraaniga; selle interaktsiooni tulemusena virioni ja raku membraanid liituvad. Membraanide liitumisele järgneb nukleokapsiidi dissotsieerumine, genoomi vabanemine ning transleerimine membraaniga seotud ribosoomide poolt (Joonis 166).

			Genoomi translatsiooni efektiivsus mõjutab oluliselt flaviviiruste infektsioonilisust. Et nende viiruste genoomil puudub polü(A) saba, tagatakse eduks translatsioon teistsuguste võtetega. Flaviviiruse genoomi cap-struktuuri sisaldav 5’-ots ja genoomi 3’-ots paarduvad omavahel, mille tulemusel moodustab genoom mittekovalentse rõngasmolekuli; see sarnaneb raku mRNAdega, millele on seondunud PABP ja translatsiooni initsieerimise faktorid. Translatsioon algab tavalise ribosoomse skännimise abil esimeselt AUG-koodonilt; selle tulemusena sünteesitakse pikk liitvalk, mis juba sünteesi käigus seondub ER-i membraanidele ning protsessitakse ko- ja posttranslatsiooniliselt vähemalt kümneks viirusvalguks (Joonis 168B). Liitvalgu N-terminaalne osa vastab viiruse struktuurivalkudele (C-prM-E), neile järgnevad mittestruktuursed valgud (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5). Rakulised peptidaasid vastutavad C/prM-, prM/E-, E/NS1- ja 2K-NS4B- saitide lõikamise eest; ülejäänud saite (välja arvatud NS1/2A vaheline sait) protsessib viiruse NS2B-3 proteaas (Joonis 168A). Valmisvalgud asuvad ER-i membraani erinevatel külgedel: C, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ja NS5 asuvad membraani tsütoplasmapoolsel küljel; prM, E ja NS1 paiknevad ER-i luumenis ning NS2A paikneb praktiliselt tervikuna membraani sees. Suurem osa flaviviiruste valke (erandiks on siin NS3 ja NS5) on tugevalt ja otseselt membraaniga seotud (Joonis 168B). 

			Flaviviiruste RNA replikatsioon toimub ER-i membraanil moodustuvates replikatsioonikompleksides. Kõigepealt seondavad viiruse mittestruktuursed valgud genoomset RNA-d. Selle tulemusena muutub RNA otste konformatsioon. RNA vabaneb seda transleerivatest ribosoomidest ja suunatakse translatsiooniprotsessist RNA replikatsiooni. RNA replikatsioon toimub ERi perinukleaarsetel membraanidel (Joonis 166). Flaviviiruste replikatsioonikompleksid kujutavad endast umbes 90-nm diameetriga üksikmembraaniga struktuure (Joonis 169), mis sarnanevad alfaviiruste sfäärulitega ja mille koosseisu kuuluvad peale rakumembraanide veel viiruse RNA ja mittestruktuursed valgud. 
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			Joonis 169. Flaviviiruse (DENV) replikatsioonikompleksid. Elektrontomograafilised ülesvõtted DENV-ga nakatatud rakkudest näitavad viiruse indutseeritud ERiga seotud vesiikulite (Ve) paiknemist. Valged nooled näitavad ühenduskohti vesiikulite ja ER-i vahel (sfääruli „kaelad“); mustad nooled näitavad valmivaid viiruspartikleid. Paremal on näidatud membraanipindade 3D-rekonstruktsioon; valge nool näitab moodustuvat viiruspartiklit. Joonise allikas: Yali Ci, Lei Shi, 2021, Cellular and Molecular Life Sciences, https://doi.org/10.1007/s00018-021-03834-6.

			 

			RNA replikatsioon algab negatiivse ahela sünteesiga. Flaviviiruste RNA süntees kulgeb polioviiruse omast u 10 korda aeglasemalt, mistõttu täispika genoomi kopeerimiseks kulub u 15 minutit. Negatiivne RNA moodustab positiivse ahelaga dupleksi ja toimib järgnevalt matriitsina uute positiivsete genoomsete RNA-de jaoks. Viiruse RNA-de süntees on asümmeetriline: positiivseid RNA-ahelaid sünteesitakse u 10 korda rohkem kui negatiivseid ahelaid. Erinevalt alfaviirustest toimub flaviviirustel negatiivsete ahelate süntees kogu infektsioonitsükli vältel. Uuesti sünteesitud positiivsed genoomsed RNA-d toimivad kas mRNA-dena liitvalkude transleerimiseks, uute matriitsidena negatiivsete ahelate sünteesiks või neid pakitakse uutesse virionidesse. 

			Subgenoomset promooterit flaviviirustel ei ole – seda pole vaja, sest kõik valgud ekspresseeritakse otse genoomilt. Sellele vaatamata leidub flaviviiruste poolt nakatatud rakkudes lisaks täispikkadele positiivsetele ja negatiivsetele ahelatele veel hulgaliselt 0,2–0,6 kb pikkuseid flaviviiruse subgenoomseid RNA-sid (sfRNA). Oma järjestustelt vastavad need viiruse genoomi 3’-otsale. Kuidas neid sünteesitakse, kui subgenoomne promooter puudub? Tegelikult flaviviirustel spetsiifilist sfRNA-de sünteesi ei olegi, need tekivad hoopis positiivsete genoomide degradatsiooni tulemusena (Joonis 170). On näidatud, et raku ribonukleaas Xrn1 degradeerib üle 90% rakus sünteesitud viiruse positiivsest RNA-st. Degradatsioon algab RNA 5’-otsast ja kulgeb seni, kuni nukleaas jõuab intensiivse sekundaarstruktuuriga regiooni genoomi 3’-otsa lähedal. Seal degradatsioon lõpeb ja sfRNA – jäänuk positiivsest RNA-st – vabaneb. sfRNA-d on olulised viiruse infektsioonilisuseks: selgroogsetes rakkudes blokeerivad nad sünnipärast immuunvastust ja vektorputuka rakkudes RNA interferentsi. Praeguseks on selgunud, et seesugused genoomse RNA degradeerumisel moodustuvad lühikesed RNA-d on iseloomulikud ka paljudele taimeviirustele; ka siin tekivad need Xrn1 nukleaasi toimel. Näiteks on selliseid RNA-sid leitud tombus- ja luteoviirustel. Enamikul juhtudel on tegemist genoomi 3’-otsale vastavate mittekodeerivate RNA-dega. Samas on näiteks umbraviirustel kaks sellist RNA-d, millest ühes on olemas kodeeriv järjestus. Seega on võimalik, et taimeviirused kasutavad Xrn1 vahendatud degradatsiooni ka stabiilsete kodeerivate subgenoomsete RNA-de moodustamiseks.

			 

			[image: ]

			Joonis 170. Flaviviiruse sfRNA-d moodustuvad viiruse positiivsete RNA-de suunatud degradatsiooni tulemusena. Degradatsiooni teostab peremehe Xrn1 eksonukleaas. Degradatsioon lõpeb, kui nukleaas jõuab genoomi 3’-otsa lähedal asuvasse intensiivse sekundaarstruktuuriga regiooni. 

			 

			Flaviviiruste virionide moodustumine algab rakusisestel membraanidel. Assambleerumine algab C-valgu dimeeride seondumisest genoomse RNA-ga; nii moodustuvad nukleokapsiidi eelstruktuurid. Need osakesed punguvad ER-i luumenisse, kus asuvad prM- ja E-valgud. Seega omandavad flaviviirused oma ümbrise ER-ist. Edasi transporditakse veel mitte lõplikult valminud virionid raku sekretoorse raja kaudu raku pinnale. Vahetult enne väliskeskkonda vabanemist toimub prM lõplik protsessimine. See viib E-valgu lõpliku konformatsiooni kujunemisele ja valminud virionide moodustumisele. Virionide vabanemine rakust toimub eksotsütoosi teel.

			 

			Flaviviiruste infektsiooni mõju peremeesrakule

			Flaviviirused mõjutavad peremeesraku metabolismi erinevalt. Kõigepealt sõltub viirusinfektsiooni mõju rakule sellest, kas tegemist on selgroogse või lülijalgse peremehega. Selgroogsete rakkudes tekitab flaviviiruste infektsioon enamasti tugevat tsütopaatilist efekti, kaasa arvatud rakusisene vakuoliseerumine, apoptoos jne. Vektorputuka rakkudes on flaviviiruse poolt indutseeritavad muutused oluliselt väiksemad, näiteks võib aset leida süntsüütsiumide moodustumine. Sageli märgatavaid tsütopaatilisi efekte ei tekigi. Seetõttu jäävad putukad viirusega persistentselt nakatunuks, tootes oma süljenäärmetes uusi virione ning viirust edasi levitades. Peale selle erinevad on olulisi oluliselt ka eri flaviviiruste liikide põhjustatud tsütopaatilised efektid.

			 

			II.20.2. Perekond Pestivirus

			Pestiviiruste perekonda kuulus 2020. aastal 11 tunnustatud viiruste liiki, ametlike nimetustega Pestivirus A – Pestivirus K. Nagu sellisel juhul ikka, ei kasutata reaalselt süstemaatilisi, vaid aja jooksul juurdunud viiruste nimetusi. Pestiviiruste hulka kuuluvad mitmed põllumajanduslikult tähtsad viirused, sealhulgas veiste viirusliku kõhulahtisuse viirus (Bovine viral diarrhea virus, BVDV), klassikaline sigade palaviku viirus (Classical swine fever virus, CSFV) ja lammaste Border disease virus (BDV). Sarnaselt hepaciviirustega ei ole pestiviirustel putukvektorit ja viirus levib otsese kontakti kaudu. Ka oma genoomi organisatsiooni ja selles kodeeritud valkude järjestuste poolest sarnanevad pestiviirused rohkem hepaci- kui flaviviirustega.

			 

			Virion, genoom ja kodeeritud valgud

			Pestiviiruste virionid sarnanevad välimuselt teiste Flaviviridae sugukonda kuuluvate viiruste virionidega: nad on sfäärilised ja ümbrisega partiklid. Pestiviiruste virionid sisaldavad peale kapsiidivalgu veel kolme (mitte kahte, nagu flaviviirused) ümbrisevalku: Erns, E1 ja E2; kõik need valgud on glükosüülitud.

			Pestiviiruste genoomiks on positiivse polaarsusega RNA pikkusega 12,3–12,6 kb. See on 3’-otsast polüadenüülimata ja erinevalt flaviviiruste genoomist ei ole sel 5’-cap-struktuuri. Genoomi 5’-otsas asub replikatsiooniks vajalik cis-element – konserveerunud GUAU-järjestus. Selle järjestuse koopia antigenoomses RNA-s toimib arvatavasti positiivse RNA-ahela sünteesil promooterina. 5’-UTR on pestiviirustel oluliselt pikem kui flaviviirustel (372–385 nukleotiidijääki) ja sisaldab sarnaselt HCV 5’-UTR-iga IRES-elementi. 3’-UTR on seevastu suhteliselt lühike (185–273 nukleotiidijääki) ja selles asub konserveerunud juuksenõelastruktuur, mis on negatiivse RNA-ahela sünteesi promooteriks. 

			Kahe UTR-i vahel on üks lugemisraam pikkusega umbes 4000 koodonit. See kodeerib pestiviiruste liitvalku (Joonis 171), mille viiruse ja raku proteaasid lõikavad järgmisteks valmisvalkudeks:

			-Npro (~18 kDa) on autoproteaas, mis lõikab iseennast liitvalgu küljest lahti. See valk ei ole viiruse replitseerumiseks koekultuuris vajalik. Npro inhibeerib I tüüpi interferoonide tootmist ja on seetõttu tähtsaks virulentsusefaktoriks in vivo.

			-C (~14 kDa) on tugevate aluseliste omadustega RNA-d siduv kapsiidivalk.

			-Erns (~44–48 kDa) on glükosüülitud valk, mis moodustab homodimeere. Erns seondub C-otsas paikneva amfipaatilise heeliksi kaudu membraaniga. Samas eksisteerib see valk ka lahustuval kujul ja seda sekreteeritakse rakust välja. Valgul on RNaasne aktiivsus, mis aitab pestiviirustel tüüpi I-interferoonide tootmist maha suruda.

			-E1 (gp33) ja E2 (gp55) on integraalsed membraansed glükovalgud. E2 moodustab homodimeere ja heterodimeere E1-ga. Heterodimeeri moodustumine on vajalik viiruse rakku sisenemiseks.

			-p7-valk on viroporiin, s.t valk, mis on võimeline moodustama ioonkanaleid. Nagu ka HCV puhul ei ole pestiviiruste p7-valk viiruse RNA replikatsiooni jaoks vajalik. Samas on ta oluline infektsiooniliste virionide moodustamiseks, kuigi ta ise nende koosseisu ei kuulu.

			-NS2-valk (~54 kDa) on tsüsteiin-autoproteaas, mis on homoloogne HCV NS2-3 autoproteaasiga. See aktiivsus võimaldab NS2-l lõigata ennast liitvalgu küljest lahti. Niisugune funktsioon pole siiski universaalne: mittepatogeensetel BVDV-tüvedel esineb NS2 ainult protsessimata (NS2-3) kujul (Joonis 171). Selline protsessimata polüpeptiid on vajalik infektsiooniliste viiruspartiklite tootmiseks. NS2 ja NS3 vahelise saidi protsessimine on omane pestiviiruste patogeensetele tüvedele ja on peamiseks virulentsuse determinandiks. Seetõttu arvatakse, et vaba NS3 proteaas võimendab viiruse RNA replikatsiooni, mis viib pestiviiruse patogeensuse suurenemisele.

			-NS3 (~80 kDa) on homoloogne flavi- ja hepaciviiruste NS3-ga. NS3 valk sisaldab N-otsa-poolset seriin-proteaasset domeeni ja C-otsapoolset RNA helikaasset domeeni. NS3 proteaas koos oma kofaktoriga NS4A teostab enamuse liitvalgu mittestruktuurse osa sees toimuvatest lõikamistest.

			-NS4A (~10 kDa) ja NS4B (~38 kDa) on hüdrofoobsed valgud, mille ainsateks tuntud analoogideks on HCV vastavad valgud. NS4A on NS3 proteaasi kofaktor; NS4B on replikatsioonikompleksiga seotud membraanivalk.

			-NS5A (~58 kDa) ja NS5B (~75 kDa) esinevad rakus nii eraldi valkudena kui ka lõikamata eelvalgu (NS5AB) kujul. NS5A on fosforüülitud ning on vajalik RNA replikatsioonil, kuigi tema täpne roll on seni teadmata. Pestiviiruste NS5B on RdRp, millel on RNA polümeraasidele iseloomulik „parema käe“ struktuur. Erinevalt flaviviiruste NS5-valgust puudub pestiviiruste NS5B-valgul metüültransferaasne domeen.
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			Joonis 171. Pestiviiruste genoomi organisatsioon ja valkude ekspressiooni skeem. Positiivse polaarsusega RNA genoom sisaldab ühte lugemisraami, 5’-UTR-i IRES-elemendiga ja 3’-UTR-i regiooni. Valmisviiruse valgud moodustuvad liitvalgu protsessingu tulemusena. Protsessingut viivad läbi viiruse (sinised, rohelised ja punased nooled) ja raku (mustad nooled) proteaasid. CProt – tsüsteiinproteaas, Prot – NS3 seriinproteaasne domeen.

			 

			Infektsioonitsükkel

			BVDV retseptoriks on veise CD46 molekul, millega interakteerub viiruse E2-glükovalk (antiretseptor). Seondumist rakkudele võivad soodustada ka teised virioni glükovalgud, nii on koekultuuris adapteeritud viiruste Erns-valk võimeline siduma ka rakupinna glükoosaminoglükaane. Seondumisele järgneb virioni sisenemine rakku klatriinist sõltuva endotsütoosi teel, pH-st sõltuv membraanide liitumine endosoomides ja genoomse RNA vabanemine.

			Pestiviiruste RNA translatsioon on cap-struktuurist sõltumatu ja toimub 5’-UTR-is asuva IRES-elemendi abil. IRES seondub otseselt ribosoomi 40S allühikule ega vaja, erinevalt pikornaviiruste IRES-elementidest, raku translatsiooni initsiatsioonifaktorite juuresolekut. Genoom transleeritakse üheks liitvalguks, mis järgnevalt protsessitakse raku ja viiruse proteaaside abil küpseteks viirusvalkudeks (Joonis 171). Erinevalt flaviviirustest on pestiviiruste liitvalgus esimeseks valguks mittestruktuurne autoproteaas Npro. Liitvalgu struktuurse regiooni protsessing toimub rakulise signaalpeptidaasi poolt; mittestruktuurse regiooni protsessingut teostavad viiruse NS2-proteaas ning NS3-NS4A-proteaas. Nagu ülal märgitud, on NS2-proteaas aktiivne ainult patogeensetel tüvedel ja isegi sellisel juhul pole lõikamine täielik, moodustub ka protsessimata NS2-3-liitvalk.

			Pestiviiruste RNA replikatsioon on väga sarnane HCV RNA replikatsiooniga. Replikatsiooniproduktid on detekteeritavad 4–6 tundi pärast viiruse sisenemist rakku. Replikatsioon toimub tsütoplasma membraanidel negatiivse polaarsusega RNA vaheprodukti sünteesimise kaudu. Negatiivne RNA-ahel on rakus detekteeritav vaid dsRNA dupleksina. Positiivseid RNA-ahelaid sünteesitakse negatiivse ahela pealt ja nende hulk on negatiivsete RNA-de omast oluliselt suurem, seega on ka pestiviirustel RNA-de süntees asümmeetriline. Positiivsete ahelate sünteesi maksimum leiab aset 12–24 tundi pärast raku nakatamist.

			Pestiviiruste virionide moodustumisest on teada suhteliselt vähe. Teadaolevalt uued virionid moodustuvad ja valmivad rakusisestel membraanidel (ER) ning väljuvad rakust eksotsütoosi teel.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Mille poolest sarnanevad ja mille poolest erinevad üksteisest Flaviviridae sugukonda kuuluvad viirused?

			2.Kuidas on organiseeritud flaviviiruste genoom ja millised on selles kodeeritud valkude funktsioonid?

			3.Kuidas toimub flaviviiruste infektsioonitsükkel, milline roll on selles membraanidel ja liitvalgu protsessingul? 

			4.Millised on pestiviiruste peamised esindajaid ning mille poolest erinevad nende genoomid ja nendes kodeeritud valgud flaviviiruste omadest?

		

	
		
			II.21. HEPATIIT C VIIRUS: PEREKOND HEPACIVIRUS

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Hepatiit C viirus (HCV) on sugukonna Flaviviridae perekonna Hepacivirus esindaja. HCV levib inimeselt inimesele nakatatud vere ja vereproduktidega (vereülekanded, tätoveeringud, veenisisesed uimastid jne). Virionil on lipiidne ümbris, milles paiknevad viiruse glükovalkude molekulid. Viiruse genoomiks on positiivse polaarsusega ilma cap-struktuurita RNA molekul pikkusega umbes 9500 nukleotiidijääki. Genoom kodeerib ühte liitvalku, mis translatsiooni järel protsessitakse individuaalseteks struktuurivalkudeks ja mittestruktuurseteks valkudeks. Genoomi 5’- ja 3’-otstes on mittekodeerivad alad, mis on olulised genoomi translatsioonil ja replikatsioonil. RNA replikatsioon toimub modifitseeritud endoplasmaatilise retiikulumi membraanidel. Uute virionide väljumine rakust toimub eksotsütoosi teel. Kuigi HCV-nakkus ei kutsu esile tsütopaatilist efekti, põhjustab viirus inimesel maksapõletikku, mis enamikul juhtudel muutub krooniliseks ning võib esile kutsuda maksatsirroosi ja maksarakulist vähkkasvajat. 

			 

			Käesolevas õpikus oleme enamasti jälginud reeglit, et peatükid vastavad viiruste sugukondadele või seltsidele. Hepatiit C viirusele (Hepatitis C virus, HCV), mis kuulub juba ülalkirjeldatud sugukonda Flaviviridae, teeme aga erandi. Esiteks, HCV molekulaarbioloogia erineb oluliselt perekonda Flavivirus kuuluvate viiruste omast. Teiseks, HCV on meditsiiniliselt üks tähtsamaid viiruseid maailmas ja on seetõttu HIV-1 ning gripiviiruse järel üks uuritumaid viiruseid. Tõsi, mitmetel põhjustel on see uurimine käinud üle kivide ja kändude ning ka praegu teame sellest väga olulisest viirusest vähem, kui oleks vaja.

			Varsti pärast hepatiit B viiruse (HBV) avastamist selgus, et transfusioonijärgse hepatiidi tekkega on seotud ka mingi muu viirus. Uut haigust, nimetati mitte-A-mitte-B-hepatiidiks, tekitavat viirust ei suudetud aga pikka aega leida. Seda põhjustas sobivate koekultuurimudelite puudumine: mistahes kultiveeritavate rakkude nakatamisel infektsiooniliste seerumitega puudusid märgid viiruse paljunemisest. Teiseks probleemiks oli sobiva väikeloomal põhineva infektsioonimudeli puudumine – tundmatu viirus nakatas vaid šimpanse. Nende probleemide tõttu õnnestus välja selgitada vaid see, et uus patogeen on väike lipiidümbrisega viirus. Läbimurre saabus alles 1989. aastal, mil teadlaste grupp Michael Houghtoni juhendamisel valmistas nakatatud šimpansi seerumist eraldatud nukleiinhapet kasutades faagi lambda kloonitud cDNA ekspressiooniraamatukogu. Sellest õnnestus leida üks kloon, mis ekspresseeris antigeeni, mille tundis ära mitte-A-mitte-B-hepatiidiga patsiendi, kuid mitte tervete inimeste seerum. Kloonitud cDNA sekveneerimisel tuvastati genoomne järjestus, mis kuulus uuele patogeenile, mida sellest ajast hakati nimetama hepatiit C viiruseks. HCV peremeheks on inimene, kuid viirus on võimeline nakatama ka šimpanse ja, nagu hiljem mõningase üllatusena selgus, tupaiasid. HCV levib enamasti kokkupuutel nakatatud verega, sealhulgas vereülekande, tätoveeringute, hambaravi ja muude invasiivsete protseduuride käigus. Kõikide nende puhul levib HCV tunduvalt efektiivsemalt kui HIV. Samas levib HCV erinevalt HIV-ist, sugulisel teel väga harva. Ligi kolmandikul nakatamisjuhtudel jääb HCV ülekande viis üldse ebaselgeks; seda põhjusel, et viiruse olemasolu diagnoositakse aastakümneid pärast nakatumist.

			Praegu on HCV-infektsioon üks olulisemaid meditsiini probleeme. Maailmas on umbes 100 miljonit HCV-ga nakatunud inimest, Eestis on hinnanguliselt nakatunud umbes 1,5% inimestest. Äratuntavat ägedat haigust põhjustab HCV harva. Paraku tekitab see viirus väga sageli (70–85%-l juhtudest) kroonilist infektsiooni, mis aastate jooksul võib viia maksatsirroosi ja maksavähi tekkele. Arenenud maades on HCV-st tingitud krooniline maksahaigus kõige sagedasemaks maksa siirdamise näidustuseks. Peale maksakahjustuste tekitamise on krooniline HCV-nakkus seotud ka paljude teiste süsteemsete häiretega. Väga sageli on HCV-patsientidel autoimmuunhäired (krüoglobulineemia, vaskuliit, artriit, neuropaatia), nahahaigused (lichen planus, porphyrea cutanea tarda), II tüüpi diabeet ja non-Hodgkini lümfoom. 

			Vaktsiini HCV vastu ei ole ning kui see üldse kunagi tuleb, siis kindlasti mitte lähima kümnendi jooksul. Seda põhjusel, et HCV-vastase vaktsiini väljatöötamine on raskendatud viiruse äärmiselt suure heterogeensuse, kiire muutlikkuse ja nõrga immunogeensuse, samuti odava väikelooma mudeli puudumise tõttu. HCV kroonilise infektsiooni raviks kasutati veel hiljuti mittespetsiifilist, suhteliselt ebaefektiivset ning hulgalisi kõrvalefekte tekitavat interferooni ja ribaviriini kombinatsiooni. Alates aastast 2011 hakati kasutama spetsiifilisi HCV-vastaseid ravimeid, mis mõjutavad otseselt viirusevalke – nn Directly Acting Antivirals (DAA). Praegu on kasutusel HCV NS3 proteaasi, NS5B polümeraasi ja NS5A valgu inhibiitorid. DAA-de kasutusele võtmine parandas oluliselt ravitulemusi; parimad tänapäevaste ravimite kombinatsioonid annavad ligi 100%-lise raviefektiivsuse (HCV-vastaste ühendite kohta vt lähemalt ptk-st I.7). Probleemid siiski jäävad: esiteks on moodne HCV-vastane ravi väga kallis; teiseks ei kaasne viiruse eduka eemaldamisega organismist juba tekitatud kahjustuste (nt maksatsirroosi) kadumist; kolmandaks: et HCV immunogeensus on nõrk, võivad ravitud inimesed uuesti HCV-ga nakatuda.

			 

			Klassifikatsioon

			HCV klassifitseeritakse perekonda Hepacivirus sugukonnas Flaviviridae. HCV on suhteliselt sarnane pestiviirustega ja erineb perekonna Flavivirus esindajatest nii putukvektori puudumise kui ka genoomi ekspressiooni mehhanismi poolest: HCV-l on IRES, flaviviirustel aga mitte. Aastaid peeti HCV-d oma perekonna ainsaks esindajaks, kuid hiljuti on kirjeldatud HCV-ga sarnaseid viiruseid ka koertel, hobustel, nahkhiirtel ja närilistel. Praegu kuulub perekonda Hepacivirus 14 tunnustatud viiruste liiki, ametlike nimetustega Hepacivirus A – Hepacivirus N. Perekonna tüüpesindaja on Hepacivirus C – ehk siis nagu teda tavaliselt (ja siin õpikus mujal) nimetatakse – hepatiit h C viirus (HCV).

			HCV on geneetiliselt väga heterogeenne. On teada kuus, mõnedel andmetel rohkemgi HCV genotüüpi ja kümneid alltüüpe, mis on maailma eri paikades erinevalt esindatud. HCV genotüübid erinevad üksteisest niivõrd suurel määral, et põhimõtteliselt on tegemist erisuguste viiruseliikidega. Peamine põhjus, miks neid käsitletakse siiani ühe viirusena, seisneb selles, et kõik nad tekitavad inimesel sarnast haigust. Sarnaselt enamiku RNA genoomsete viirustega ei ole HCV RNA-st sõltuv RNA polümeraas (RdRp) võimeline parandama sünteesi käigus tehtud vigu. Selle tõttu eksisteerib HCV igas nakatunud inimeses kvaasiliikide (ingl quasispecies) näol. Pidevalt toimub omapärane mikroevolutsioon, kus ühed kvaasiliigid tekivad, saavutavad domineeriva seisundi ja asenduvad seejärel uutega; sageli on see protsess seotud uute immunoloogiliste omadustega (ingl immune escape) viirusevariantide kujunemisega.

			 

			Virion ja genoom

			HCV paljundamine koekultuuris pole lihtne ning selle tulemusena saadud viirusesarnased partiklid ei ole infektsioonilised (vt allpool). Seetõttu on andmed HCV-virionide kohta üsna ebamäärased. Viiruse partikkel on umbes 80-nm diameetriga ning sarnaneb üldiselt teiste Flaviviridae sugukonda kuuluvate viiruste virionidega (Joonis 172). Kapsiidivalk C moodustab u 30-nm diameetriga ikosaeedrilise nukleokapsiidi, mille sisse on pakitud RNA genoom. Nukleokapsiid on ümbritsetud peremeesraku ER-membraanist pärineva ümbrisega, mida läbivad viiruse transmembraansed glükovalgud E1 ja E2, mis moodustavad heterodimeere. E2 on HCV antiretseptor, mis seob raku pinnal mitut viiruse seondumiseks vajalikku retseptorit. Fusioonvalgu puhul lähevad olemasolevad andmed lahku: ühed andmed näitavad, et ka fusioonpeptiid paikneb E2-valgus, samal ajal kui teiste andmete kohaselt on virioni ja rakumembraanide liitumisel ning viiruse rakku sisenemisel oluline hoopis E1-valk. Tõenäoliselt on viimane oletus õige: pärast retseptori seondamist E2 poolt E1 vabaneb ja trimeriseerub, käitudes sarnaselt paljude teiste viiruste fusiooni-valkudega. HCV-virioni ümbrise koosseisu kuuluvad ka rakulised lipoproteiinid apoE, apoB, apoC1, apoC2, apoC3; see näitab, et infektsiooniline HCV-osake ei ole „paljas“ virion, vaid lipoviiruspartikkel (LVP), milles HCV-virion on seotud rakust pärineva VLDL-i (ingl very low density lipoprotein) osakesega. Sellise osakese lipiidne koostis on oluline HCV rakule seondumisel ja seletab, miks klassikalise välimusega koekultuurist pärinevad HCV-virionid ei ole infektsioonilised.

			 

			[image: ]

			Joonis 172. Koekultuuris moodustunud HCV-virionid elektronmikroskoobis. Foto EH Cook Jr., pärineb Andalo, 2016, The Pharmaceutical Journal, https://doi.org/10.1211/PJ.2016.20201234 (A) ja nende ehituse skeem (B). Need partiklid ei ole iseenesest nakkuslikud, selleks on vajalik ka seondumine raku VLDL osakesega ja LVP moodustamine. 

			 

			HCV genoom on positiivse polaarsusega RNA molekul pikkusega umbes 9500 nukleotiidijääki. Genoom sisaldab ühte avatud lugemisraami (Joonis 173), mis kodeerib ligi 3000 aminohappejäägist koosnevat liitvalku. Genoomse RNA otstes asuvad 5’- ja 3’- mittetransleeritavad järjestused (ingl untranslated regions, UTR). Erinevalt perekonda Flavivirus kuuluvate viiruste genoomidest puudub HCV RNA-l 5’-cap-struktuur; samuti pole tal 3’-polü(A) saba. Samas sisaldavad mõlemad UTR-id tugevalt konserveerunud RNA sekundaar- ja tertsiaarstruktuure (Joonis 173A), mis on vajalikud genoomi replikatsiooniks ja translatsiooniks.

			-5’-UTR on enamiku HCV isolaatide puhul 341 nukleotiidijäägi pikkune ja selle järjestus ning ruumiline struktuur on tugevalt konserveerunud. Suurem osa 5’-UTR-ist kujutab endast IRES-struktuuri, mis vastutab genoomse RNA translatsiooni initsieerimise eest. HCV IRES seondub otseselt ribosoomi 40S allühikule ja interakteerub raku translatsiooni initsiatsiooni faktoriga eIF3. Translatsiooni võimendavad HCV IRES’e interaktsioonid muude rakuliste valkudega, nt La- antigeeniga. Peale IRES-elemendi asuvad 5’-UTR-is järjestused, millele seondub rakuline miRNA mir-122. See interaktsioon on samuti vajalik HCV-genoomi translatsiooni ja replikatsiooni jaoks. mir-122 ekspresseerub kõrgel tasemel eelkõige maksarakkudes, mis seletab HCV maksakoespetsiifilisust. miRNA seondumine viiruse RNA 5’-otsale ja selle kasutamine RNA translatsiooni aktiveerimiseks on heaks näiteks, kuidas viirus suudab rakulisi komponente oma huvides ära kasutada. Meeldetuletuseks: raku mRNA-de puhul seonduvad miRNA-d enamasti mRNA 3’-UTR-ile ja suruvad translatsiooni maha.

			-3’-UTR (200–235 nukleotiidijääki) koosneb varieeruvast domeenist (27–70 nukleotiidijääki), polü(U/UC)järjestusest ning tugevalt konserveerunud 98 nukleotiidijäägipikkusest X-domeenist. 3’-UTR moodustab stabiilseid juuksenõelastruktuure, millel on otsustav roll HCV RNA replikatsioonil, ning toimivad ka translatsiooni enhanseritena (Joonis 173).
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			Joonis 173. HCV genoomi ehituse ja valkude ekspressiooni skeem. Genoomse RNA otstes on tugeva RNA sekundaarstruktuuriga 5’- ja 3’-UTR regioonid. Pikk lugemisraam kodeerib ühte liitvalku, mis translatsiooni järel protsessitakse rakuliste signaalpeptidaaside (punased nooled) või viiruse enda proteaaside (mustad nooled) poolt küpseteks struktuuri- (C, E1, E2) ja mittestruktuurseteks (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) valkudeks.

			 

			HCV kodeeritud valkude funktsioonid

			HCV genoomis paikneb üks pikk lugemisraam (Joonis 173). Tegelikult on seal ka lühemaid, peamise lugemisraamiga kattuvaid ORF-e, millelt transleeritakse lühikesi valguprodukte. Nende süntees toimub +1-alternatiivselt lugemisraamilt, siit ka nimetus ARFP (ingl alternative reading frame protein). Nende valkude roll HCV-infektsioonis on seni ebaselge.

			Genoomi peamine lugemisraam kodeerib oma 5’-otsas struktuuri- ja 3’-otsas mittestruktuurseid valke. Valgud paigutatakse ER-i membraani juba nende sünteesi käigus ja nende edasine saatus, sealhulgas valmimine, on seotud raku membraansete kompartmentitega. Struktuurivalkude ja p7/NS2 vahelise ühenduse lõikamises osalevad rakulised peptidaasid, samal ajal kui mittestruktuursete valkude vaheliste saitide lõikamisi viivad läbi viiruse poolt kodeeritud NS2- tsüsteiinautoproteaas ja NS3/4A-seriinproteaas.

			C on HCV kapsiidivalk, mis koos RNA genoomiga moodustab virioni nukleokapsiidi. Kapsiidivalk vabastatakse liitvalgu küljest esialgu ebaküpse pikema vormina (21 kDa). C-eelvalgu viimasel 17 aminohappejäägil on signaaljärjestuse roll: nad on vajalikud E1-valgu korrektse lokalisatsiooni jaoks. Hiljem eemaldatakse nad kapsiidivalgu küljest ja moodustub lühem (19 kDa) virioni koosseisu kuuluv küps kapsiidivalk. Kapsiidivalgu N-terminaalne tugevalt aluseline ja hüdrofiilne domeen vastutab genoomse RNA sidumise eest ning on näidatud, et see interakteerub mitme rakulise valguga (TNF-retseptor, lümfotoksiin-β retseptor jne), osaledes selle kaudu peremehe immuunvastuse moduleerimises. Kapsiidivalgu C-terminaalne hüdrofoobne domeen vahendab assotsieerumist raku lipiidide ja membraanivalkudega. Selle domeeni interaktsioon lipiididega ja HCV NS5A- valguga on vajalik viiruse partiklite moodustamiseks. 

			E1 ja E2 (31 kDa ja 70 kDa) on ümbrise glükovalgud, mis, nagu juba öeldud, on olulised virioni rakupinnale seondumisel, rakku sisenemisel ning uute virionide moodustumisel. E1 ja E2 moodustavad disulfiidsidemetega stabiliseeritud heterodimeere. Virionide rakku sisenemisel toimub endosoomide happelises keskkonnas E1/E2 heterodimeeride ümberpaigutus, mille käigus moodustuvad E1-homotrimeerid. E1-valk sisaldab lühikest järjestust, mis on homoloogne flaviviiruste fusioon-peptiidiga, mistõttu E1-trimeeride põhifunktsiooniks on tõenäoliselt virioni ja rakumembraanide liitumise läbiviimine. E2 on viiruse antiretseptoriks – ta seob raku pinnal paiknevat CD81-valku. E2 on ka peamiseks HCV antigeeniks, mille vastu tekivad peremees-organismis neutraliseerivad antikehad. Infektsiooni käigus muutub E2-valgus asuv hüpervarieeruv regioon (ingl hypervariable region, HVR) immuunsüsteemi toimel väga kiiresti; selle tulemusena tekivad nn escape-mutandid, mis aitavad kaasa kroonilise nakkuse väljakujunemisele ja püsimisele. On näidatud, et E2-valk osaleb HCV indutseeritud raku sünnipärase immuunvastuse mahasurumises, inaktiveerides proteiinkinaasi R (PKR) aktiivsust. 

			p7 on väike transmembraanne peptiid, mille mõlemad otsad on suunatud ER-i luumeni poole. p7 on vajalik virioni valmimisel ja vabanemisel nii in vitro kui ka in vivo. Funktsionaalselt kujutab p7 endast viroporiini, mis moodustab katioonide kanali aktiivsusega heptameere. Arvatakse, et need ioon-kanalid ennetavad pH langust rakusisestes kompartmentides, kaitstes moodustunud viiruspartikleid nende küpsemise käigus; seega soodustab p7 produktiivse HCV-nakkuse toimumist.

			NS2 (23 kDa) on kahe funktsiooniga membraaniseoseline valk. Esiteks, NS2-valgu tugevalt konserveerunud C-terminaalne osa on tsüsteiin-proteaasne domeen; selle aktiivsust suurendab interaktsioon NS3-valgu N-terminaalse domeeniga. Koos moodustavad NS2 ja NS3 tsinkioonide poolt aktiveeritavat proteaasi, mis lõikab NS2- ja NS3-regioonide vahelist saiti. See lõikamine on vajalik vabastamaks NS3, millel on määrav roll HCV replikatsioonil. Samas ei ole NS2 ise HCV RNA replikatsiooniks otseselt vajalik. Teiseks NS2 funktsiooniks on selle osalemine virionide valmimisel, tema täpne roll selles protsessis pole veel teada.

			NS3 (70 kDa) on suur valk, mis koosneb N-otsapoolsest proteaasi ja C-otsapoolsest NTPaas/RNA helikaasi domeenist.

			-Seriin-proteaasne domeen vastab NS3-valgu N-otsapoolsele kolmandikule; oma 3D-struktuuri poolest sarnaneb see trüpsiini tüüpi proteaasidega. Korrektse konformatsiooni saavutamiseks ja stabiliseerimiseks vajab NS3-proteaas tsink-ioonide juuresolekut ning optimaalse aktiivsuse jaoks on vajalik kofaktor – NS4A-valk. Koos moodustavad need valgud aktiivse NS3/4A proteaasi, mis lõikab NS3 ja NS4A vahelist saiti in cis ja kõiki ülejäänud saite liitvalgu mittestruktuurses osas in trans. NS3/4A substraadi konsensusjärjestus on olemas ka mitmes rakulises valgus. Üks tuntumaid HCV-proteaasi rakulisi sihtmärke on adaptorvalk MAVS (ingl mitochondrial antiviral signaling protein, tuntud ka kui IPS1 ja Cardif). Lõigates seda valku, katkestab NS3/4A proteaas RIG-I/MDA5-retseptoritelt algava signaaliülekande raja ning surub sellega maha sünnipärast viirusevastast immuunvastust. On näidatud, et NS3/4A proteaas lõikab ka teisi rakulisi valke, sealhulgas TLR3-retseptori adaptorit TRIF-, DDB1- ja GPx8 valku. Ka on NS3/4A võimeline inhibeerima raku proteiinkinaase A ja C.

			-NS3-valgu C-otsapoolne RNA helikaas/NTPaasne domeen on proteaasse domeeniga ühendatud paindliku silmuse kaudu. See domeen harutab lahti RNA sekundaarstruktuure ja RNA replikatsiooni kaheahelalisi vaheprodukte, olles seega HCV genoomi replikatsioonil asendamatu. Ka NS3 RNA helikaasne aktiivsus vajab NS4A kofaktorit. Huvitaval kombel ei tee NS3/4A vahet oma loomuliku substraadi (dsRNA) ja dsDNA vahel ning on võimeline efektiivselt siduma ja lahti harutama ka dsDNA-d.

			NS4A (8 kDa) on NS3-valgu kofaktor, mis on vajalik viimase optimaalse proteaasse ja RNA helikaasse aktiivsuse jaoks ja kujutab endast ka proteaasi membraanankrut. NS4A N-otsapoolne kolmandik moodustab valgu transmembraanse osa, samal ajal kui tema C-otsapoolne regioon interakteerub NS3-ga.

			NS4B (30 kDa) on hüdrofoobne membraanivalk, mis läbib membraani viis korda. Sellel valgul on NTPaasne ja RNA-d siduv aktiivsus. Ta vastutab rakumembraanide modifitseerimise ja HCV replikatsiooni toimumise jaoks vajaliku membraanse võrgustiku moodustamise eest. NS4B C-terminaalne osa on palmitüülitud, see modifikatsioon tugevdab NS4B seondumist membraanidele. NS4B moodustab oligomeere ja osaleb valk-valk-interaktsioonides.

			NS5A (58 kDa) on multifunktsionaalne hüdrofiilne valk, mis on oma N-otsa kaudu ankurdatud membraani külge. NS5A fosforüülitakse rakuliste kinaaside poolt mitmest seriinijäägist. Kuigi NS5A jaoks pole seni kirjeldatud ühtegi ensümaatilist funktsiooni, on ta HCV replikaasi asendamatu komponent. NS5A mõjutab signaaliülekande radade kaudu peremesraku interferoonvastust, raku kasv ja jagunemist. Valgul on kolm domeeni – D1, D2 ja D3. D1-domeen on struktureeritud, moodustab dimeere, osaleb membraanidega seondumisel ning on koos D2-domeeniga oluline RNA replikatsioonil. D2- ja D3- domeenidel fikseeritud ruumiline struktuur puudub. Selliseid kindla ruumilise struktuurita järjestusi (ingl intrinsically disordered) leidub paljude viiruste valkudes. Alati on tegemist regioonidega, mis vastutavad erinevate peremehevalkudega toimuvate interaktsioonide eest. NS5A pole selles osas mingi erand: on teada, et ta interakteerub üle 130 erineva rakulise valguga (hVAP-33, ApoA1, FBL-2, Grb-2 jt). Peale selle paikneb NS5A C-terminaalses domeenis nn interferooni tundlikkust määrav regioon (ingl interferon sensitivity-determining region, ISDR), mis seob PKR-i, surub maha selle aktiivsust ja blokeerib selle kaudu interferoonide toimet. 

			NS5B (68 kDa) on HCV RNA-st sõltuv RNA polümeraas (RdRp). Erinevalt flaviviiruste NS5-valgust puudub HCV NS5B-valgul metüül-guanülüül-transferaasne domeen. See on ka arusaadav – HCV-l genoomil puudub cap-struktuur ja seetõttu ei vaja ta ka selle sünteesiks kasutatavaid aktiivsuseid. NS5B katalüütiline osa on lühikese C-terminaalse hüdrofoobse peptiidi abil ankurdatud perinukleaarsete membraanide külge. 3D struktuuri järgi kujutab NS5B klassikalist „parema käe“ struktuuriga RNA polümeraasi. Selle struktuuri moodustavad „labakäe“, „pöidla“ ja „sõrmede“ domeenid, millest „pöial“ ja „sõrmed“ seovad RNA-d ning „labakäel“ asub ensüümi katalüütiline sait. Peale ensümaatilise aktiivsuse interakteerub NS5B otseselt NS3/4A-valkudega ja nende vahendusel ka NS4B- ja NS5A-valkudega. 

			 

			Rakule seondumine ja rakku sisenemine

			HCV peamisteks sihtmärkrakkudeks on hepatotsüüdid. HCV seondumine ja rakku sisenemine on väga keeruline protsess. Esialgu seondub virion (lipoviropartikkel) rakupinna glükoosaminoglükaanidega ja/või madala tihedusega lipoproteiinidega (LDL) ja väga madala tihedusega lipoproteiinidega (VLDL). Järgnevalt seondub E2-valk spetsiifiliste retseptoritega. HCV-l on 4 põhilist retseptorit, mis kõik on viiruse sisenemiseks vajalikud. HCV seondumine rakule on seetõttu mitmeastmeline protsess.

			•Glükovalk E2 vahendusel toimub seondumine scavenger B1-klassi retseptoriga (SR-BI) ja CD81-retseptoriga.

			•Sellele järgnevad aktiini ümberkorraldused rakus, mis võimaldavad CD81-kompleksile seondunud virionil interakteeruda tiheliiduse valkude okludiini ja klaudiiniga.

			•See interaktsioon viib HCV sisenemisele klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Virioni ja raku membraanide liitumise ja kapsiidi lahtipakkimise mehhanismid pole veel täpselt teada.

			Peale eelnimetatud valkude osalevad HCV rakku sisenemisel veel mitmed täiendavad rakulised faktorid: epidermaalne kasvufaktor (EGFR), efriiniretseptor A2 (EphA2), transferiiniretseptor 1 (TfR1) ja kolesterooli transporter NPC1L1. Vajadus kasutada rakku sisenemiseks sellist muljetavaldavat valkude komplekti on üks HCV maksakoespetsiifilisuse põhjustest.

			 

			HCV uurimiseks kasutatavad katsesüsteemid

			In vivo toimub HCV replikatsioon peamiselt hepatotsüütides. Koekultuuris paljuneb HCV suhteliselt hästi primaarsetes maksarakkudes, kuid ei paljune üldse (või peaaegu üldse) kultiveeritavates maksakasvaja päritolu rakkudes. Sellel on rida põhjuseid: sisenemiseks vajalike retseptorite puudumine, ebapiisav mir-122 hulk, HCV replikatsiooni mõjutavate peremeesraku valkude üle- või alatootmine, muutunud lipiidide (eriti kolesterooli) tootmine. Seega on HCV oma paljunemistingimuste suhtes äärmiselt valiv. 

			Esimesteks HCV loommudeliteks olid šimpansid, kelle maksa süstiti HCV genoomile vastavaid infektsioonilisi RNA-sid. Selle mudeli abil saadi palju informatsiooni viiruse replikatsiooniks vajalike genoomi osade ja valkude ning viiruse evolutsiooni ja viirusvastase immuunvastuse kohta. Tänapäeval kasutatakse HCV infektsiooni in vivo uurimiseks kimäärseid hiiri, kelle maksarakud on asendatud inimese hepatotsüütidega. Eksisteerib ka hiiremudel, kelle maksarakud ekspresseerivad HCV sisenemiseks vajalikke inimeselt pärinevaid retseptorvalke.

			Pikka aega ei suudetud HCV-d koekultuuris paljundada. Alles kümme aastat pärast viiruse avastamist arendati välja HCV subgenoomsed replikonid. Need on bi-tsistroonsed konstruktsioonid, kus HCV IRES vahendab resistentsusmarkeri, näiteks neomütsiini suhtes resistentsust tekitava valgu, translatsiooni ning entsefalomüokardiidiviiruse (EMCV) IRES HCV mittestruktuursete valkude translatsiooni. Sellised konstruktid replitseeruvad Huh7 hepatoomi rakuliinis madalal tasemel; adaptiivsete mutatsioonide, millest enamus asub NS3- ja NS5A-valke kodeerivas piirkonnas, tekkimisel suureneb replikonide paljunemise aktiivsus oluliselt (>10 000 korda). Praeguseks ajaks eksisteerivad taolised replikon-süsteemid kõikide põhiliste HCV genotüüpide jaoks.

			Replikon-süsteemi puhul toimub replikon-RNA paljunemine transfitseeritud rakus ilma uute infektsiooniliste partiklite moodustumiseta. HCV täieliku infektsioonitsükli koekultuuris õnnestus tekitada ebatavalist HCV 2a genotüüpi isolaati (JFH-1) kasutades. See isolaat replitseerub koekultuuris efektiivselt ka ilma adaptiivsete mutatsioonideta. Selle isolaadi põhjal konstrueeriti kimäärne HCV genoom, mille üks osa pärines teiselt 2a-genotüübi viiruselt (isolaat J6). See kimäärne HCV genoom Jc1 on hetkel peamine kasutuselolev süsteem, mis võimaldab uurida HCV bioloogiat ning läbi viia rakendusuuringud HCV-vastaste ravimikandidaatide arendamiseks. Hiljem õnnestus arendada sarnaseid isolaate ka HCV genotüübi 1a ja 1b jaoks; siiski on saadud viiruste infektsioonilisus koekultuuris mõnevõrra madalam kui JFH-1 isolaadil. Samas tuleb arvestada, et kõik need süsteemid on suuremal või väiksemal määral kunstlikud ja pole võimatu, et nad ei kajasta kõiki viirusinfektsiooni etappe päris täpselt.

			 

			HCV replikatsioonitsükkel

			Peale virioni ümbrise rakumembraaniga liitumist ja kapsiidi lagunemist vabaneb HCV genoomne RNA tsütoplasmasse, kus sellelt IRES-elemendi vahendusel (cap-sõltumatult) transleeritakse liitvalk struktuuriga C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B. Juba translatsiooni käigus seondub sünteesitud liitvalk ER-i membraanidele; seal leiab aset liitvalgu ko- ja posttranslatsiooniline lõikamine valmisvalkudeks. Mittestruktuursete valkude kogunemine põhjustab ER-i membraanide ümberkorraldumist ning viib membraanse võrgustiku moodustamisele, kus toimub viiruse genoomse RNA replikatsioon (Joonis 11). HCV replikatsioonikompleksi katalüütiline osa – NS5B – sünteesib, kasutades matriitsina positiivset RNA-ahelat, negatiivse RNA-ahela. Sarnaselt teiste eukarüootide positiivsete RNA-genoomsete viirustega moodustavad HCV genoom ja temale vastav negatiivne ahel dsRNA dupleksi. Järgnevalt kasutatakse dupleksisse kuuluvat negatiivset ahelat matriitsina uute genoomide sünteesiks. Süntees on asümmeetriline ja positiivseid ahelaid sünteesitakse kuni 10 korda rohkem kui negatiivseid. Keskmiselt sisaldab üks HCV-ga nakatatud rakk umbes 100 negatiivset RNA-ahelat, 1000 positiivset RNA-ahelat ja 1 000 000 koopiat igat viirusevalku. Värskelt sünteesitud RNA genoomid kas astuvad uude replikatsioonitsüklisse või struktuurivalkude kogunemisel, pakitakse nad virionidesse.

			 

			Virionide valmimine

			HCV virionide moodustamine on seotud RNA replikatsiooniga ja seetõttu osalevad selles lisaks struktuurivalkudele ka mittestruktuursed valgud. Samuti on oluline roll raku membraanidel (siledapinnaline ER) ja lipiiditilgakestel (ingl lipid droplets). Virionide kokkupakkimine algab genoomse RNA 3’-UTRi interaktsioonist kapsiidivalguga. Genoomne RNA pakitakse kapsiidi, uued HCV partiklid punguvad siledapinnalisel ER-il, kuhu on kogunenud ümbrisevalkude E1/E2 heterodimeerid. Seejärel transporditakse nad maksarakkude sekretsiooniraja kaudu plasmamembraanile. Infektsioonilised partiklid väljuvad rakust eksotsütoosi teel. On teada, et HCV on võimeline nakatama nakatunud raku naaberrakke ka otse, ilma rakuvälisesse keskkonda sattumata. Sellisel teel edasikanduvad virionid ei ole neutraliseerivate antikehade jaoks kättesaadavad; seetõttu on võime rakust-rakku liikuda üks HCV persistentsuse mehhanismidest.

			 

			HCV mõju peremeesrakule

			HCV on mittetsütolüütiline viirus: ta ei tapa nakatatud rakku. Veelgi enam, teadaolevalt ei põhjusta HCV olulisi häireid raku biosünteesides, mõjutades märgatavalt vaid lipiidide metabolismi. Siiski osalevad viiruse RNA ja selle poolt kodeeritud valgud arvukates interaktsioonides peremeesraku valkudega ning mõjutavad tervet rida rakulisi signaalradu. Nimelt on HCV-ga nakatatud rakkudes häiritud signaali ülekanne apoptootilistes radades, kusjuures on kirjeldatud apoptoosi nii üles- kui allareguleerimist. Mitmed HCV valgud osalevad raku kaasasündinud immuunvastuse mahasurumises, häirides viiruse äratundmist raku poolt ning pidurdades seega viirusevastase immuunvastuse väljakujunemist. 

			Mehhanismid, millega HCV põhjustab maksatsirroosi ja viib maksarakulise vähkkasvaja tekkele, ei ole selged. Arvatakse, et antud juhul on kasvaja tekkimine seotud mitme erineva faktori koostoimega. On näidatud, et mitmetel viirusevalkudel (C, NS3, NS4B, NS5A) on koekultuuri tingimustes onkogeensed omadusi, nad mõjutavad erinevaid onkovalke (p53, RB1, β-kateniin); samas pole selge, kas see leiab aset ka reaalses in vivo infektsioonis. Selge on see, et ainult HCV valkude olemasolust vähkkasvaja tekitamiseks ei piisa. Kõige levinum teooria on, et HCV nakkusega kaasnev maksakahjustus on tekitatud peamiselt organismi enda immuunsüsteemi poolt. Tsütoksiliste lümfotsüütide rünnak nakatunud rakkudele toob kaasa nende surma ja niiviisi hävinud maksarakud asendatakse uue regenereeruva maksakoega. Seega soodustab HCV infektsioon maksarakkude paljunemist, tekitades soodsaid tingimusi pahaloomulise kasvajate tekkimise protsessi jaoks.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on HCV genoomi ehitus ja mille poolest see erineb flaviviiruste genoomide ehitusest?

			2.Kuidas toimub HCV genoomi translatsioon ja liitvalgu protsessimine ning millised on HCV kodeeriud valkude peamised funktsioonid?

			3.Milliseid uurimismudeleid kasutatakse HCV replikatsiooni uurimiseks?

			4.Kuidas toimub HCV sisenemine rakku, RNA sünteesi ja virionide valmimine?

			5.Kuidas HCV mõjutab peremeesraku metabolismi ja milliseid mehhanisme ta kasutab viirusevastase kaitse mahasurumiseks? 

		

	
		
			II.22. SUGUKOND CLOSTEROVIRIDAE: CLOSTERO-, AMPELO-, CRINI- ja VELARIVIIRUSED

			Merike Sõmera

			Kokkuvõte

			Clostero-, ampelo-, crini- ja velariviirused on taimeviirused, mis kuuluvad sugukonda Closteroviridae. Virionid on kujult niitjad, 650–2000 nm pikad ja paindlikud. Viiruspartikli põhiosa moodustub mažoorse kattevalgu (CP) molekulidest. Genoomi 5’-otsa ümber moodustub minoorse kattevalgu (CPm) molekulidest, p60 valgust ja kuumašokivalgule Hsp70 homoloogsest valgust koosnev „nina“-struktuur. „Nina“-struktuur osaleb interaktsioonil plasmodesmidega, modifitseerides neid nii, et viiruspartiklid saaksid sealt läbi liikuda. Genoom on positiivse polaarsusega, RNA pikkus 13–19 kb. Iseloomulik on duplitseerunud ja divergeerunud geenide olemasolu. Rakku sisenenud ja kapsiidist vabanenud RNA-genoomilt transleeritakse genoomi kopeerimiseks vajalikud valgud, sealhulgas papaiini-sarnased proteaasid ja RNA polümeraas. Olulised on ka kuumašoki valkude homoloog HSP70h, CP ja selle evolutsioonilised derivaadid, viiruse taimes levimiseks ja geenivaigistamise supresseerimiseks vajalikud valgud. Enamik selliseid valke ekpsresseeritakse subgenoomsete RNA-de abil. Replikaasi valkude sünteesile järgneb genoomi replikatsioon, transkriptsioon ja pakkimine. Closteroviridae sugukonda klassifitseeritud viirused paljunevad taimede floeemkoes. Clostero-, ampelo- ja criniviirused levivad taimelt taimele putukvektorite ehk siirutajate abil; neile on omane semipersistentne ülekanne. Velariviiruste vektorid pole teada. Puittaimi nakatavad closteroviirused kanduvad üle ka pookematerjali kaudu.

			 

			Süstemaatika

			Sugukonna Closteroviridae (selts Martellivirales, klass Alsuviricetes, hõimkond Kitrinoviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) nimetus tuleneb virionidele iseloomulikust väliskujust (klōstēr, kr ’lõim’). Sugukonda kuulub 4 viiruste perekonda, mis on moodustatud viiruste omavaheliste fülogeneetiliste seoste ja vektori tüübi alusel:

			-Closterovirus (tüüpesindaja Beet yellows virus, BYV) perekonda kuulub (2020. a) 16 viiruste liiki, vektoriteks on lehetäid. Suurem osa tuntud closteroviirustest kandub üle vaid 1–2 lehetäiliigi abil, kuid näiteks BYV-d võivad üle kanda 23 liiki lehetäid. Enamik selle perekonna liike nakatab rohttaimi või põõsaid, kuid mõned liigid on spetsialiseerunud puittaimedele. Tuntuim esindaja on suurt majanduskahju põhjustav Citrus tristeza virus (CTV), mis nakatab tsitruselisi. Closteroviiruste perekonda kuulub ka viinapuid nakatav Grapevine leafroll virus 2 (GLRaV-2).

			-Ampelovirus (tüüpesindaja Grapevine leafroll associated virus 3, GRLaV-3) perekonda kuulub (2020. a) 12 viiruste liiki. Perekond on nime saanud tüüpliigi GRLaV-3 peremeestaime järgi (ampelos, kr ’viinamari, viinapuu’). Ampeloviiruste vektoriteks on kilptäilised (Coccoidea). Siia kuulub näiteks ka luuviljalisi nakatav Little cherry virus 2 (LChV-2).

			-Crinivirus (tüüpesindaja Lettuce infectious yellows virus, LIYV; nakatab lehtsalatit, melonit ja suhkrupeeti) perekonda kuulub (2020. a) 14 viiruste liiki. Criniviiruste nimetus on tuletatud virionide väliskuju sarnasusest juuksekarvadega (crinis, lad ’juuksed’). Erinevalt teistest Closteroviridae esindajatest on criniviiruste genoom segmenteeritud. Enamasti on genoomis kaks segmenti, Potato yellow vein virus’el (PYVV) on aga kolm genoomi segmenti. Criniviiruste vektoriteks on karilased perekondadest Bemisia ja Trialeurodes. Looduslikult on need vektorid levinud peamiselt troopilises ja subtroopilises kliimavöötmes. Samuti võib neid leida parasvöötme kasvuhoonetes, kuhu nad on introdutseeritud koos bioloogilise materjaliga. Tüüpilisteks sümptomiteks on vanemate lehtede kahvatus või kloroos, taimede tavalisest varasem vananemine ja nõrgem kasv; seetõttu on criniviiruste põhjustatud taimehaiguste sümptomeid on kerge segamini ajada füsioloogiliste häirete või pestitsiidide ülemäärasest kasutusest tingitud sümptomitega. Sageli on nakatunud taimed üldse asümptomaatilised, kuid koinfektsioonil teiste viirustega võimendavad criniviirused kahjustuste avaldumist.

			-Velarivirus (tüüpesindaja Grapevine leafroll-associated virus 7; GRLaV-7) perekonda kuulub (2020. a) 7 viiruste liiki; ülekandevektor on tuvastamata. Arvatavasti levivad need viirused peamiselt pookematerjali abil. Velariviiruste nimetus viitab infektsiooni varjatud loomusele (velari, lad ’varjatud, peidetud olema’): velariviirustega nakatunud taimed võivad tihti olla asümptomaatilised.

			Nagu on tavaline ka teistes sugukondades, on mitmed (2020. a. 7 liiki) sugukonda Closteroviridae kuuluvad viirused on perekondadesse klassifitseerimata, kas siis bioloogilise info (vektorispetsiifika) ja molekulaarsete andmete (genoomijärjestus) puudumise või fülogeneetilise põlvnemise ebamäärasuse tõttu. 

			Nagu eespool mainitud, kasutavad Closteroviridae sugukonna eri perekondade esindajad levimiseks ja taimedesse sisenemiseks mitmesuguste putukvektorite abi. Samuti levivad closteroviiruste sugukonda kuuluvad viirused pookematerjali kaudu. Põllumajanduslikult olulisteks peremeestaimedeks on tsitruselised, luuviljalised, viinamari ja köögiviljataimed.

			Closteroviiruste elutsükkel on taimes piiritletud floeemiga. Meristeemsetesse kudedesse closteroviirused ei sisene, seemnetega üle nad ei kandu. Closteroviirusnakkustele on omane mitmete lähedaste viirusliikide või geneetiliselt varieeruvate isolaatide esinemine samas nakatunud taimes. Näiteks nakatavad CTV, GLRaV, Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaV) ja Cordyline virus (CoV) taimi tihti ühe grupina, sellisel juhul võib liigisisene geneetiline varieeruvus olla küllaltki suur. Osalt tuleneb see asjaolust, et geneetiliselt väga lähedased isolaadid sama peremeesorganismi nn ristkaitsetõttu üheaegselt nakatada ei suuda.

			 

			Closteroviiruste põhjustatud taimehaigused ja viirusevastane resistentsus

			Tuntuim closteroviiruse põhjustatud haigus on CTV põhjustatud tsitruseliste tristeza (nii portugali kui ka hispaania keeles tähendab see ’kurbus’). Sõltuvalt CTV tüve(de) patogeensusest võib haigus viia nakatunud puu surmani paari päeva või aastate jooksul. Tüüpilisteks sümptomiteks on nekroosilaigud lehtedel, kasvupidurdus, tüve pitsumine (ingl stem-pitting), viljade kvaliteedi langus ja seemikute kolletumine (Joonis 174). Tüve pitsumine on põhjustatud viirusinfektsioonist tingitud floeemikoe hüpertroofiast ja ksüleemikahjustustest. CTV peamised siirutajad on lehetäid Aphis gossypii, A. spiraecola, Toxoptera aurantii ja T. citricida. CTV on levinud kogu maailma tsitrusekasvatuse piirkondades. Hinnanguliselt hävis 20. sajandil CTV-infektsiooni tagajärjel istandustes üle maailma ligikaudu 100 miljonit puud. Infektsiooni tugevus sõltub peale CTV tüve patogeensuse ka peremeestaime vastuvõtlikkusest.

			 

			 [image: ]

			Joonis 174. A. Citrus tristeza virus infektsioonist põhjustatud kloroos apelsinipuu lehtedel. Näha on osa okste kärbumine (http://www.pestnet.org/fact_sheets/citrus_tristeza_disease_250.htm). B. CTV põhjustatud juhtkudede pitsumine (näidatud pärast oksa koorimist) (http://www.crec.ifas.ufl.edu/extension/plant_pathology/ctv.shtml).

			 

			Põllumajanduslikult oluliste taimehaiguste nimekirja kuulub ka viinamarja leherullumise haigus (ingl grapevine leafroll disease, GLD). Selle põhjustajaks on mitmete Closteroviridae sugukonna viiruste, millest kõige olulisem on ampeloviirus GLRaV-3, kompleksnakkus. GLD on levinud kogu maailma viinamarjaistandustes. Enim avaldab see mõju jahedamas kliimas, sest GLD tagajärjel viljade küpsemine hilineb ja suhkrusisaldus väheneb. Lisaks kvaliteedi langusele võib väheneda ka saak (kuni 40%), samuti lüheneb taimede eluiga. Silmaga nähtavad GLD sümptomid avalduvad sügisel – punaseviljaliste sortide lehed punetavad, näha on leheservade allarullumist ja floeemikahjustusi (Joonis 175). 

			 

			[image: ]

			Joonis 175. Viinamarja leherullumise haigus (GLD) on põhjustatud Closteroviridae sugukonda kuuluvate viiruste kompleksnakkuse poolt (https://www.winesandvines.com/features/article/52901/Detecting-Leafroll-Disease).

			 

			Kolmandaks olulist majanduslikku kahju põhjustavaks haiguseks on pisikirsihaigus (ingl small cherry disease), mis on põhjustatud velariviiruse Little cherry virus-1 (LChV-1) ja ampeloviiruse LChV-2 kompleks- või üksiknakkusest. LChV-1 siirutaja ehk vektor pole teada. LChV-2 vektoritena on kindlaks tehtud Pseudococcus maritimus ning vahtra-puudertäi (Phenacoccus aceris), neist viimane on levinud ka Eestis. Mõlemad viirused levivad edukalt ka pookematerjali kaudu. Pisikirsihaigust põhjustavad viirused on pärit arvatavasti Jaapanist, kust need on iluaianduslikel eesmärkidel sissetoodud dekoratiivsete kirsi- ja ploomipuuliikide kaudu levinud üle maailma. Viiruste kompleks nakatab mitmeid luuviljalisi, sealhulgas hapu- ja maguskirsipuid, samuti ploomi-, aprikoosi- ja mandlipuid. Pisikirsihaigus võib olla avaldunud ainult viljade kvaliteedi vähenemises: nakatunud puude viljad on väikesed ja mõrud, kuid puu lehestik on ilus ja roheline (Joonis 176). Vahel on nakatunud puudel täheldatud tavapärasemast pisut varasemat lehtede punetamist ja langemist.

			 

			[image: ]

			Joonis 176. Pisikirsihaiguse tagajärjel luuviljaliste viljad ei valmi ning jäävad väikesteks ja kibedateks või maitsetuteks. Pildil on esitletud võrdlevalt viirusnakkuseta (üleval) ja viirusnakkusega (all) maguskirsioksad koos viljadega (foto Andrea Bixby Brosi, Washington State University, https://www.goodfruit.com/be-on-the-lookout-for-little-cherry/).

			 

			Köögivilju nakatavatest criniviirustest on viimastel aastatel olnud kõige kiirema levikuga Tomato chlorosis virus (ToCV), mis nakatab tomatit, paprikat ja kartulit. ToCV kiire levik tuleneb sellest, et erinevalt ülejäänud criniviirustest, mis on kitsa vektorispetsiifikaga, leidub ToCV-d ülekandvaid vektoreid nii perekondades Bemisia kui ka Trialeurodes. Nii on ToCV vektoritena teada kolm tubakakarilase B. tabaci biotüüpi – NW1 (New World, endine biotüüp A), Lähis-Ida/Väike-Aasia 1 (MEAM1, endine biotüüp B) ja Vahemere (MED, endine biotüüp Q); samuti kaks Trialeurodes’te liiki – T. abutilonea ja kasvuhoonekarilane T. vaporariorum. ToCV põhjustab taimedel klorofülli sünteesi häireid. See avaldub lehtedes roodudevahelise kloroosi ja kudede paksenemisena ning taimede varase vananemisena, mistõttu viljade suurus ja hulk vähenevad (Joonis 177). 
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			Joonis 177. Tomato chloris virus’e infektsioon tomatis. Pildil on näha vanemate lehtede roodudevaheline kloroos. Joonis pärineb Navas-Castillo et al., 2011, Annual Review of Phytopathology, 49: 219–248, https://doi.org/10.1146/annurev-phyto-072910-095235.

			 

			Teine oluline tomatit nakatav criniviirus on Tomato infectious chlorosis virus’e (TICV). TICV infektsioonide uurimisel on leitud, et tomati lähisugulane Lycopersicon pennellii on viirusele vähem vastuvõtlik. Selle põhjuseks on tema lehtedes sisalduvad atsüülsuhkrud, mis ei meeldi viirust edasi kandvatele karilastele. Ka atsüülsuhkrute katseline ekspressioon kultiveeritavas tomatis (L. esculentum) vähendab karilaste toitumist sellistel taimedel. Semipersistentse ülekande omapära tõttu toob see kaasa ka TICV vähenenud ülekande, infektsiooni hilinemise ning viiruse aeglasema leviku põllul.

			Looduslikku resistentsust criniviiruste suhtes on täheldatud LIYV vastu mõnede lehtsalati- ja melonisortide puhul ning Cucurbit yellow stunting disorder virus’e (CYSDV) vastu selle peremeestaime (meloni) mõnedes sortides. ToCV vastane looduslik resistentsus on L. peruvianum’i ja L. chilense taimedel. Konkreetsed resistentsust tagavad geenid on hetkel tuvastamata. Closteroviirus CTV vastu on leitud looduslik resistentsus Poncirus trifoliata taimedel; seda resistentsust on ristamisega üle kantud ka greibi (Citrus paradisi) genoomi. Lähemal uurimisel on selgunud, et tegemist on nn NBS-LRR-tüüpi resistentsusgeeniga. Taimede NBS-LRR-geenid on patogeeni vastu suunatud resistentsuse geenid, mis kodeerivad leutsiinirikastest kordusjärjestustest, nukleotiide siduvast motiivist ja C-otsapoolsest signalisatsiooni domeenist koosnevaid valke. Leitud P. trifoliata NBS-LRR geen tagab resistentsuse enamiku CTV isolaatide vastu.

			Kunstlikku resistentsust on eksperimentaalselt püütud tekitada criniviiruse Sweet potato chlorotic stunt virus’e (SPCSV) vastu. Selleks viidi SPCSV geenifragment juuksenõel-konstrukti kujul taime genoomi. Leiti, et sellist konstrukti ekspresseerivates taimedes vähenes viiruse akumulatsioon oluliselt, samuti leevenesid viirusinfektsiooni tagajärjel tekkinud sümptomid. Siiski ei olnud need taimed täiesti resistentsed. Iseäranis probleemseks osutus asjaolu, et SPCSV ko-infektsioon koos potyviirusega Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) põhjustas tekitatud resistentsuse kao ning tugevate infektsioonisümptomite induktsiooni.

			Mitmed Closteroviridae sugukonna viirused (nt CTV, BYV, LIYV, GLRaV-2) on kasutust leidnud ka biotehnoloogias. Neid viiruseid kasutatakse selleks, et ekspresseerida taimedes antimikroobseid peptiide, või selleks, et esile kutsuda endogeensete sihtmärkgeenide vaigistamist läbi RNA interferentsi- (RNAi) mehhanismi. Näiteks on CTV-T36 isolaadil, mis ise on vähesümptomaatiline, baseeruvat vektorit katseliselt kasutatud tsitrusekarilase Diaphorina citri vastu. D. citri on tuntud kui floeemispetsiifilise endogeense patogeeni Candidatus Liberibacter asiaticus põhjustatud bakterhaiguse HLB tsitrustele ülekandja. CTV-vektori abil ekspresseeriti kahjurputuka Awd (ingl abnormal wing disc-like protein) valku kodeerivat järjestust. Selles katses täheldati, et 45%-l D. citri isenditest, kes toitusid sellise viirusvektoriga nakatatud taimedel, oli tiibade arengu häireid. 

			 

			Virion, genoom ja subgenoomsed RNA-d

			Virionid

			Closteroviridae esindajatel on unikaalsed filamentsed virionid (Joonis 178) pikkusega 650–2000 nm ja läbimõõduga 10–15 nm. Igas virionis paikneb üks ssRNA molekul, milleks on enamasti viiruse genoom. Vahel võib viirusega nakatunud taimemahlapreparaatides näha ka täismõõdust lühemaid virione, sellisel juhul on tegu kapsiidi pakitud subgenoomse (SG) RNA molekuli või defektse RNA molekuliga. Virioni põhiosa on moodustunud mažoorse CP allühikutest, mis katavad genoomi spiraalse sümmeetria alusel. Kui kapsiidi spiraalne sümmeetria on taimeviiruste hulgas tavaline, siis virionide otsastruktuur on Closteroviridae sugukonnale unikaalne. Genoomi 5’-otsa (umbes 650 nukleotiidi jääki) katab nn „nina“-struktuur. „Nina“ on väiksema läbimõõduga kui virioni „keha“ ning on moodustunud minoorse CP (CPm) valgust, mis on mažoorse CP evolutsiooniline duplikaat. „Nina“ ja „keha“ üleminekukohal paikneb virionis veel vähemalt kaks struktuurivalku. Need on p60, mis on samuti CP divergeerunud evolutsiooniline duplikaat ja mida vahel tähistatakse ka kui Hsp90 homoloogi, ning viiruse poolt kodeeritud kuumašokivalgu HSP70 homoloog HSP70h. Virioni kokkupanekut initseerib CPm, kuid korralik „nina“ moodustub ainult HSP70h- ja p60-valgu osalusel. Lisaks osaleb BYV virioni moodustumisel unikaalne p20-valk, mis lülitub virioni koosseisu interaktsiooni kaudu HSP70h-ga ning moodustab „nina“ tipu.
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			Joonis 178. A. BYV-virionid elektronmikroskoobis; nooltega on näidatud antikehadega visualiseeritud „ninas“ paiknevad CPm-i molekulid. B. BYV virioni ehituse mudel. BYV genoom sisaldab kolme erinevat tüüpi pakkimissignaali (enc-1, enc-2 ja OA). Enc-1 on CPm-i seondumiskoht genoomi 5’-otsal. Sealt initseeritakse CPm-i monomeeride lülitumine kapsiidi „nina“ struktuuri koosseisu, pakkimine toimub 3’-suunas. Üks enc-2-signaalidest seob HSP70h- ja p60-valke ja asub u 650 nukleotiidijäägi kaugusel genoomi 5’-otsast; HSP70h ja p60 sidumine lukustab „nina“ struktuuri. Teine enc-2 signaal asub genoomi 3’-otsas. See element ja OA (assambleerumise alguspunkt) seovad peamise CP monomeere, mis paigutuvad ümber genoomi. See toimub OA-lõigust mõlemas suunas (joonisel tähistatud nooltega). Paneel A pärineb Agaranovsky 2016. Closteroviruses: molecular biology, evolution and interactions with cell, in Plant Viruses: Evolution and management (Ed-s: Gaur RK, Petrov NM, Patil BL, Stoyanova MI).

			 

			Genoom ja SG RNA-d

			Nii oma genoomi struktuurilt ka selle ekspressioonistrateegiatelt sarnanevad Closteroviridae sugukonna viirused mõneti Arteriviridae sugukonda kuuluvate loomaviirustega. Samas on nende viiruste vaheline sugulus väga kauge (kuuluvad erinevatesse viiruste hõimkondadesse). Closteroviridae esindajate genoom on positiivse polaarsusega RNA molekul, mille 5’-ots on kaitstud cap-struktuuriga. Genoomi 3’-otsas ei ole polü(A) saba. Genoomi alguses ja lõpus paiknevad umbes 100–150 nukleotiidijäägi pikkused mittetransleeritavad alad (UTR, ingl untranslated region), milles asuvad RNA replikatsiooniks vajalikud sekundaarstruktuurid. On näidatud, et CTV 5’-UTR sisaldab kahte konserveerunud tüviaas- (ingl stem-loop-) struktuuri, mis on vajalikud nii replikatsiooniks kui ka virioni moodustumiseks. Criniviiruse (Lettuce chlorosis virus’e (LCV) puhul aga on näidatud, et genoomi mõlema komponendi (RNA1 ja RNA2) 3’-regioon moodustab kahest järjestikku paiknevast tüviaasast koosneva Y-kujulise sekundaarstruktuuri (ingl Y-shaped structure, YSS).

			Closteroviridae sugukonna viirustele on iseloomulik duplitseerunud ja divergeerunud geenide olemasolu. Genoomi võib mõtteliselt jagada kaheks mooduliks: 5’-otsapoolsed geenid ekspresseeritakse genoomselt RNA-lt ja kodeerivad genoomi replikatsiooniga seotud valke. 3’-otsapoolsed geenid ekspresseeritakse SG RNA-de vahendusel ning kodeerivad genoomi pakkimise, viiruse transpordi ja taime kaitsereaktsioonide mahasurumisega seotud valke (Joonis 179). Criniviirustel paiknevad need kaks moodulit eraldi RNA segmentides: RNA1 sisaldab replikatsiooniks vajalikke valke kodeerivaid geene ning RNA2 vastavalt siis viiruse transpordiks ja taime kaitsereaktsioonide mahasurumiseks vajalikke valke kodeerivaid geene (Joonis 179). Criniviirusel PYVV, millel on erandlikult kolm genoomi segmenti, on teine moodul jaotunud RNA2 ja RNA3 vahel. 

			 

			[image: ]

			Joonis 179. Closteroviridae perekondade tüüpliikide genoomide organisatsioonid. PRO – proteaas, MTR – metüültransferaas, HEL – helikaas, POL – RNA polümeraas, CP – peamine kapsiidivalk, CPm – minoorne kapsiidivalk, HSP70h – HSP70-valguga homoloogne valk. Ülejäänud valkude tähistus viitab nende molekulmassidele.

			 

			BYV genoomis on kokku 8 ORF-i. Genoomselt RNA-lt ekspresseeritakse kaks liitvalku. ORF1a-lt ekspresseeritakse liitvalk, mis sisaldab papaiinisarnase liiderproteaasi (PRO), metüültransferaasi (MTR) ja helikaasi (HEL) sarnaseid domeene. ORF1b transleeritakse +1 ribosoomse raaminihke abil ja selle tulemusena moodustuva liitvalgu C-terminaalsesse otsa lisandub RdRp (POL) domeen. Closteroviiruste replikatiivsete valkude moodul MTR-HEL-POL sarnaneb samasse Martellivirales seltsi kuuluvate alfaviiruste omaga ja on konserveerunud kogus klassis Alsuviricetes.

			Ülejäänud ORF-id transleeritakse nakatunud rakkudes sünteesitud SG RNA-delt. Closteroviiruste SG RNA-d on funktsionaalselt monotsistroonsed – igalt SG RNA-lt transleeritakse vaid esimene ORF. Seetõttu vajab iga järgnev ORF translatsiooniks oma SG RNA-d. SG RNA-de süntees on reguleeritud nii hulgaliselt kui ajaliselt. Seda tingivad SG promootorite erinevad järjestused; viirustel on nii nõrku kui tugevaid, nii varaseid kui ka hiliseid SG RNA promootoreid. Näiteks on BYV kapsiidivalku (CP) tootva SG RNA promootor varane ja tugev. Iga SG RNA promootor võib toimida ka terminaatorina, mistõttu iga SG RNA eksisteerib nii (+)- kui (–)-orientatsioonis variandina. Eksperimentaalselt on seda näidatud CTV puhul ja see meenutab seltsi Nidovirales kuuluvate viiruste SG RNA-sid (ptk II.19).

			BYV-genoomi ORF-idele 2, 3, 4, 5 ja 6 vastavad ORF-id ehk nn geeniviisik (ingl quintuple gene block) on konserveerunud kõigis Closteroviridae sugukonda kuuluvate viiruste genoomides, kuigi alati ei ole nende ORF-ide järjekord genoomis üks ja seesama. BYV ORF2 kodeerib väikest hüdrofoobset 6 kDa p6-valku, ORF3 kodeerib 65 kDa HSP70h- valku (kuumašokivalgu homoloog, unikaalne Closteroviridae’le), ORF4 kodeerib 64 kDa p60-valku, mis võib olla HSP90 homoloog, ORF5 kodeerib minoorset kattevalku (CPm) ja ORF6 kodeerib mažoorset kattevalku (CP). 

			Genoomi 3’-otsapoolsed ORF-id on perekondade ja viiruste vahel vähe konserveerunud. Tänu unikaalsete geenide olemasolule varieerub nende ORF-ide arv sõltuvalt viiruse liigist, seetõttu varieerub ka ORF-ide koguarv genoomis (CTV-l on näiteks 12 ORF-i). Mittekonserveerunud ORF-id kodeerivad RNAi supressoreid või unikaalsete funktsioonidega valke. 

			 

			Closteroviiruste poolt kodeeritud valgud

			Liiderproteaas (PRO) on papaiinisarnane proteaas, mis vabaneb liitvalgu koosseisust tänu autokatalüütilisele (in cis) lõikamisele: BYV PRO lõikab Gly-Gly peptiidsidet. PRO vabanemine liitvalgust on viiruse genoomi replikatsiooniks hädavajalik. Lisaks on näidatud, et BYV PRO on vajalik viiruse pikamaatranspordiks taimes. Tõenäoliselt tuleneb see asjaolust, et PRO osaleb ka partikli pakkimise koordineerimisel. Mitmete closteroviiruste (nt CTV, GLRaV-2) genoomis sisalduvad PRO tandeemsed kordused, mis on tekkinud geenide duplikatsiooni ja divergeerumise käigus. CTV proteaaside L1 ja L2 N-otsapoolsed osad ei ole konserveerunud; L1-l on transmembraanne domeen, mida L2-l ei ole. CTV L1 ja L2 C-terminaalsed osad, mis on proteolüütiliselt aktiivsed, on aga üksteisega sarnased. Hiljuti on näidatud, et neil duplitseeritud valkudel on erinevad funktsioonid. CTV L1 proteaas suudab asendada BYV PRO valku ja on oluline viiruse akumulatsiooniks, transpordiks ning üleüldse efektiivse infektsiooni kujunemiseks. CTV L2-proteaas ei ole viiruse paljunemiseks oluline, kuid on oluline CTV interaktsioonideks tsitrustest peremeestega. Seega on L2-proteaasi tekkimine ilmselt evolutsioonilise kohastumise tulemus. Samas, teiste viiruste puhul võivad duplitseeritud proteaasid olla ka üksteisega sarnased, näiteks on GLRaV-2 L1 ja L2 funktsioonid reduntantsed.

			Metüültransferaas (MTR) ja helikaas (HEL) lõigatakse samuti 1a-liitvalgu koosseisust lahti. Metüültransferaas on oma tertsiaarstruktuurilt oletatavalt sarnane klassikaliste S-adenosüülmetioniinist sõltuvate metüültransferaasidega. Metüültransferaasi funktsioon on seotud viiruse genoomse ja SG RNA 5’-otstes paikneva cap-struktuuri moodustamisega. Closteroviridae HEL kuulub helikaaside esimesse supersugukonda (S1H) ning selle funktsioon on ilmselt seotud replikatsiooni käigus asetleidva RNA sekundaarstruktuuride lahtiharutamisega.

			BYV 1a- ja 1ab-liitvalkude lõikamise produktid lokaliseeruvad ER vesiikulites ja mitokondrite membraanides. Ka criniviirus LIYV RNA1-lt ekspresseeritud liitvalgud põhjustavad vesikulaarsete membraanistruktuuride teket. Interaktsioon membraanidega toimub 1a-valgu keskosas paiknevate mittekonserveerunud membraaniseoseliste domeenide kaudu. Hiljuti on leitud, et selles regioonis paikneb ka väike Closteroviridae sugukonna viirustele iseloomulik konserveerunud amfipaatne heeliks. See järjestus vastutab BYV-ga nakatunud rakkudes moodustuvate 1-µm läbimõõduga gloobulite tekkimise eest. Arvatavasti on need gloobulid viiruse replikatsiooniga seotud struktuurid: viirusvabrikud ehk viiruse replikatsiooni organellid. Lisaks paikneb ampeloviiruste genoomis MTR- ja HEL-domeenide vahel AlkB- (alkülatsioon B) valkudega homoloogne domeen. AlkB-valkude ülesanne on nukleiinhappelt metüülgrupi eemaldamine oksüdatsioonireaktsiooni kaudu. Patogeeni jaoks tähendab see tõenäoliselt peremehepoolse kaitsereaktsioonina läbiviidava metülatsiooni aktiivset vältimist. AlkB-valkudega homoloogseid järjestusi on leitud ka mitmetest teistest positiivse RNA-genoomiga viiruste sugukondadest.

			RNA-st sõltuv RNA polümeraas (RdRp) ekspresseeritakse tänu +1-ribosoomsele raaminihkele moodustuva 1ab-liitvalgu C-terminaalse osana. Nagu kõikidel RNA-viirustel on ka closteroviiruste RdRp vajalik nii viiruse genoomi transkriptsiooniks kui ka replikatsiooniks. Raaminihke kaudu toimuva ekspressiooni tõttu on RdRp hulk rakkudes tavaliselt väga väike. CTV puhul on eksperimentaalselt näidatud, et liitvalgu koosseisu RdRp pikalt ei jää: CTV-infektsiooniga taimedes on tuvastatud membraanidega seonduv individuaalne RdRp molekulmassiga umbes 50 kDa. Ei ole teada, kas RdRp lõigatakse liitvalgu koosseisust lahti viiruse kodeeritud papaiinisarnase liiderproteaasi või mõne rakulist päritolu proteaasi poolt.

			Criniviiruste RNA1-s paikneb lisaks replikatsiooniga seotud ORF1-le veel üks kuni kolm täiendavat ORF-i. Neilt ORF-idelt kodeeritud valgud ei ole üldiselt konserveerunud ja nende funktsioon on enamasti seotud RNAi supressiooniga. Siiski, LCV RNA1 kodeerib ühelt selliselt ORF-ilt replikatsiooni võimendavat valku (LCV p23-valk). LIYV RNA1 viimane ORF, mis kodeerib LIYV p34-valku, on aga seotud LIYV RNA2 replikatsiooniga.

			BYV p6 on väike konserveerunud hüdrofoobne valk mis seondub oma transmembraanse domeeni abil ER-membraanidega ja on oluline viiruse rakust-rakku liikumiseks ehk lühimaatranspordiks. Sarnaselt seondub ER-membraanidega ka LIYV RNA2-lt ekspresseeritav p5-valk, mis on BYV p6-valgu ortoloog. 

			BYV p65 (HSP70h) on raku HPS70-valgu homoloog. Vähesel hulgal (umbes 10 koopiat virioni kohta) leidub seda viiruse partikli koosseisus (Joonis 178B). Lisaks sellele lokaliseerub HSP70h-valk ka plasmodesmidesse ja seondub VIII klassi müosiinidega, mis liiguvad mööda aktiini filamente läbi plasmodesmide. Kirjeldatud on ka BYV HSP70h interaktsioon raku mikrofilamentidega. Kõik need andmed viitavad sellele, et HSP70h on aktiivne viiruse transpordivalk (MP). HSP70h koosneb kahest domeenist. Valgu N-terminaalne domeen on homoloogne kõigi teiste teadaolevate HSP70 ATPaassete domeenidega ja BYV HSP70h puhul on selle magneesiumist sõltuvad ATPaassed omadused ka eksperimentaalselt tõestatud. Valgu C-terminaalne domeen aga erineb HSP70-valkudest, on järjestuselt varieeruv ning selle funktsioon on teadmata. Praegustel andmetel on HSP70-valkude homoloogide omamine iseloomulik vaid Closteroviridae sugukonna viirustele. BYV HSP70h-valk ei ole viiruse genoomi replikatsiooniks ega transkriptsiooniks vajalik.

			BYV p60 on samuti viiruse kattevalgu divergeerunud variant, mis lisaks sarnaneb ka raku HSP90 valkudega. p60-valk on seotud viiruse rakust-rakku liikumise ja partiklite moodustumisega. p60-valgul võib olla ka teisi funktsioone – näiteks PNWaV-1 toimib p60 RNAi supressorina. Criniviirus Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV) p59 (BYV p60 ortoloog) interakteerub CCYV p9-valguga, mis on iseloomulik vaid criniviirustele. Selle väikese criniviiruste valgu funktsioon ei ole veel teada; seetõttu pole ka teada, milline tähtsus on p59 ja p9 vahelisel interaktsioonil.

			Nii CP kui selle divergeerunud koopia CPm on vajalikud virionide moodustumiseks ja viiruse liikumiseks nakatunud taimes. Nagu eespool kirjeldatud, osalevad need valgud virionide moodustumisel: CPm katab partikli „nina“struktuuro, ülejäänud partikkel on kaetud CP molekulidega (Joonis 178). BYV CP- ja CPm-geenide mutatsioon-analüüs on näidanud, et kui muuta neist emma-kumma järjestusi nii, et need ei suuda enam viiruspartikli koosseisu lülituda, siis kaotab viirus ka oma liikumisvõime taimes. Seega on partiklite moodustumine closteroviiruse transpordiks hädavajalik. Teiste struktuurivalkude puudumisel on CTV CPm võimeline, kuigi üpris ebaefektiivselt, ka üksi genoomi kaitsvat kapsiidi moodustama. See näitab, et CTV HSP70h ja p61 (BYV p60 ortoloog) on vajalikud kapsiidi moodustamise peatamiseks (lukustamiseks) CPm poolt virioni „nina“ ja „keha“ üleminekualas. Mõnedel ampeloviirustel CPm puudub (näited: GLRaV-4, PMWaV-1, Plum bark necrosis stem pitting-associated virus, (PBNSPaV)), arvatavasti on CPm-i funktsioon nende viiruste puhul komplemeteeritud mõne muu valgu, kas CP või BYV p60 ortoloogi, poolt. Et ampeloviiruste nakkused on enamasti grupinakkused (sagedasti esineb koos mitmeid ampelo-, clostero-, velari- ja vitiviiruseid), siis on oletatud, et ka mõne teise viiruse poolt ekspresseeritav valk võib puuduva CPm-i funktsiooni komplementeerida. Mõnedel ampeloviirustel (GLRaV-1) on seevastu kaks divergeerunud CPm-i varianti. CPm- valk on vajalik interaktsiooniks vektorputuka suistega. Eksperimentaalselt on näidatud, et LIYV CPm-i vastane antikeha suudab neutraliseerida viiruse omastamise vektori (B. tabaci) poolt. CPm on vajalik ka BYV ja CTV vektorülekandes. CTV lehetäi poolt ülekantavate ja mitteülekantavate isolaatide võrdlusel on selgunud, et vektorülekande toimumise määrab paari aminohappe jäägi erinevus CPm-valgus. Ka kattevalgul võib peale partikli moodustumise olla teisi funktsioone – näiteks supresseerib CTV CP RNAi signaali levikut lähedal asuvatesse rakkudesse.

			BYV unikaalne p20-valk (kodeeritud ORF7-lt) on virioni „nina“ struktuuri valk, seda valku kodeeriva geeni võimalik ortoloog on leitud vaid closteroviiruse GLRaV-2 genoomis.

			LIYV RNA2 3’-terminaalselt ORF-ilt sünteesitav p26-valk on criniviiruste perekonnas konserveerunud. LIYV puhul on näidatud, et see valk on vajalik viiruse süsteemseks transpordiks taimes. LIYV p26 on seotud koonusekujuliste struktuuride tekkega floeemi kaasrakkude ja floeemi parenhüümirakkude plasmalemmi siseküljel. Arvatakse, et need struktuurid aitavad suunata viiruspartiklit plasmodesmide läbimiseks soodsasse asendisse.

			Nii clostero-, ampelo-, crini- kui velariviiruste genoomid sisaldavad ka mitmeid rohkem või vähem unikaalseid RNAi supressoreid kodeerivaid geene. 

			•BYV p21 (kodeeritud ORF8-lt) on tugev RNAi supressor, mis seondub spetsiifiliselt väikeste kaheahelaliste siRNA-de ja miRNAdega ning on vajalik viiruse efektiivseks paljunemiseks. See geen/valk on konserveerunud kogu sugukonnas; RNAi vaigistamise võimet on näidatud GLRaV-2 p24, SPCSV p22, ToCV p22 ja CYSDV p25 valkude puhul.

			•Ampeloviirus GLRaV-3 p21 (ORF8 produkt) on unikaalne RNAi supressor. See valk seondub kaheahelaliste siRNA-de ja miRNA-dega ja takistab nende laadimist RISC-ile (RNAi indutseeritud vaigistamiskompleks). GLRaV-3 p21 üleekspressioon taimes tekitab viirusinfektsiooni omaga identseid kudede kahjustusi. Ka GLRaV-3 ORF9 ja ORF10 produktidel p20a ja p20b on RNAi supressiooni võime. Kõik need kolm valku on kaasatud ka viiruse pikamaatransporti taimes. Lisaks paikneb GLRaV-3 genoomi 3’-regioonis veel kaks ORFi, mis kodeerivad unikaalseid p4- ja p7-valke, mille funktsioon(id) on välja selgitamata.

			•CTV unikaalsed p20- ja p23-valgud funktsioneerivad RNAi supressoritena. CTV p23 on ühtlasi ka viraalse RNA sünteesi regulaator. See valk sisaldab tsinksõrmede domeeni ja aluselisi motiive ning akumuleerub tuumakeses ja plasmodesmides. CTV p23 vastutab mõnede tristeza sümptomite, eriti seemikute kolletumise eest. CTV puhul pole osad viiruse geenid kõigis peremeesliikides vajalikud; näiteks on viiruse unikaalsed valgud p33, p18 ja p13 ilmselt seotud adaptatsioonidega kindlatele peremeestele. CTV p33 kohta on teada, et see valk tagab geneetiliselt lähedaste isolaatide vastase ristkaitse. Tegemist on valguga, mis oma C-terminuses sisaldab transmembraanset domeeni ja suudab iseendaga interakteeruda läbi N-terminuses asuva heeliksi. CTV-valkudest interakteeruvad iseendaga veel RdRp, CP, CPm ja p20. Kuigi CTV p33 pole closteroviiruste hulgas konserveerunud, leidub sarnases positsiooniks olevaid unikaalseid geene veel mitme teise closteroviiruse genoomis ning huvitaval kombel näitavad ka nende valkude ruumiliste struktuuride ennustused samuti N-terminaalse heeliksi ja C-terminaalse transmembraanse domeeni olemasolu. CTV p33-valk lokaliseerub plasmodesmidesse, kus ta näib moodustavat tuubuleid, mis on vajalikud viiruse rakust rakku liikumiseks.

			•SPCSV p34-valk on unikaalne valk, mis puudub isegi mõndel sama viiruse isolaatidel. SPCSV p34 võimendab SPCSV konserveerunud p22-valgu kui RNAi supressori efektiivsust. Arvatavasti on tema toimemehhanism järgmine: p34 on RNaas III endoribonukleaas, mis lõikab RNAi käigus tekkivaid 21–24 bp pikkused siRNA molekulid väiksemaks, mistõttu RISC-kompleks ei tunne neid enam ära. SPCSV p34 ko-lokaliseerub ja interakteerub tsütoplasmas taimede viirusvastase kaitsevalguga SGS3. 

			Hiljuti avastatud Actinidia virus 1 (AcV-1) genoomis on leitud ORF, mis võiks kodeerida thaumatiinisarnast valku; vastav geen on omandatud ilmselt taimedest. Thaumatiini roll taimedes on seotud patogeenivastase resistentsuse tagamise ning abiootilise stressi (külm, põud, pinnase soolsus) leevendamisega. Sarnane ORF on ka Persimmon virus B (PeVB) genoomis.

			 

			Closteroviiruste infektsioonitsükkel

			Et closteroviiruste vektorputukad on floeemitoidulised, sattuvad nende viiruste virionid koos putuka süljega otse floeemi. See võimaldab neil taimes kiiresti laiali liikuda. Floeemi sõeltorurakkudest peab viirus liikuma paljunemiseks sobivatesse rakutuumaga floeemi kaasrakkudesse või floeemi parenhüümirakkudesse.

			Genoomi replikatsioon ja transkriptsioon

			Taimerakku jõudnud virionist vabaneb ssRNA genoom, millelt toimub replikatsiooniks vajalike valkude translatsioon. Viiruse genoomi 5’-otsal on cap-struktuuri, mis on lisatud sinna viiruse kodeeritud metüültransferaasi poolt. Viiruse genoomi cap-struktuur on sarnaselt rakuliste mRNA-de cap-struktuuridega seondumiskohaks eukarüootsele translatsiooni initsiatsioonifaktorile eIF4E. Replikatsiooniks ja genoomi transkriptsiooniks vajaliku RdRp süntees toimub 1ab liitvalgu koosseisus +1-ribosoomse raaminihke abil. Üldiselt on Closteroviridae sugukonda kuuluvatel viirustel +1-ribosoomse raaminihke jaoks vajalik signaalmotiiv konserveerunud; erandiks sellest reeglist on ampeloviirused. Signaaljärjestus ümbritseb ORF1a stoppkoodonit, mis paikneb kontekstis GUU_stop_C. Pärast ribosoomi libastumist või pausi loetakse GUU- koodoni asemel koodon UUU, mille viimane U pärineb stoppkoodoni koosseisust (tuletame meelde, et kõigi kolme stoppkoodoni esimene nukleotiid on U) ja translatsioon saab jätkuda. Erandiks on CTV, mille +1 ribosoomse raaminihke toimumise koht asub ORF1a stopp-koodonist 25 koodonit ülesvoolu, kusjuures signaalmotiiviks on GUU_CGG_C. CTV puhul toimib dekodeerimist aeglustava tripletina stoppkoodoni asemel harva kasutatav arginiinikoodon CGG, mis soodustab +1-raamnihke toimumist. Analoogset CGG-koodoni põhjustatud +1-raaminihet on kirjeldatud ka Ty retrotransposoonidel. Ampeloviirustel toimub +1-ribosoomne raaminihe ennustuslikult UUU_CGA_G signaaljärjestusel, kusjuures UUU_CGA asemel loetakse nende viiruste puhul siis UUC_GAG e C-nukleotiid „jääb vahele“.

			Pärast RdRp sünteesimist algab viiruse genoomi replikatsioon. Nagu kõigil positiivse polaarsusega RNA genoomsetel viirustel toimub kõigepealt komplementaarse (negatiivse) ahela süntees. Negatiivne ahel moodustab koos genoomse ahelaga dsRNA (replikatiivse vahevormi). dsRNA-lt toimub uute positiivsete ssRNA molekulide süntees. Lisaks sünteesitakse ka viiruse SG RNA-d. SG RNA-de sünteesi hulk ja aeg sõltuvad konkreetse SG RNA promootori omadustest. CTV replikatsiooni uurides on leitud, et genoomi 3’-otsapoolsemaid SG RNA-sid produtseeritakse üldiselt rohkem: teistest rohkem leidub CTV poolt nakatatud kudedes p23-, p20- ja CP-valke ekspresseerivaid SG RNA-sid. Nendelt SG RNA-delt ekspresseeritavad valgud on vajalikud taime poolt indutseeritud RNAi vastusega toimetulemiseks. Lisaks tekib CTV replikatsioonil hulgaliselt mitmesuguse suurusega defektseid dsRNA molekule, millel on küll genoomi mõlemale otsale vastavad järjestused, kuid mis sisaldavad erinevate pikkustega seesmisi deletsioone. Selle protsessi võimalik bioloogiline roll on teadmata. Defektsete RNA-de teke on peale CTV iseloomulik ka mitmetele uuritud criniviirustele (LIYV, SPCSV ja Potato yellow vein virus (PYVV)), samuti ampeloviirusele GLRaV-3.

			Nii viiruse genoomi replikatsioonil kui ka viiruse valkude transleerimisel on oluline roll genoomi otste sekundaarstruktuuridel, mis võimaldavad genoomi otstel teineteisega, kas otseselt või vahendajate abil, paarduda. Closteroviridae sugukonna viiruste genoomi 5’-otsa omadused määrab cap-struktuur, 3’-otste omadustest on vähem teada. Kahesegmentsete criniviiruste puhul on näidatud, et mõlema segmendi 3’-UTR-is paiknevad YSS-struktuurid. Need on konserveerunud enamikus criniviiruste genoomides. Erandiks on LIYV RNA2, milles pole YSS-struktuuri leitud ja mille akumuleerumine on LIYV RNA1-ga võrreldes umbes 24 tunni võrra hilinenud. See tuleneb asjaolust, et LIYV RNA2 sünteesi initsiatsioon sõltub RNA1 poolt kodeeritud unikaalse p34-valgu ekspressioonist; selle tootmiseks on aga esmalt vaja sünteesida vastav SG RNA. Selline ajaline regulatsioon ei ole omane kõikidele criniviirustele. Näiteks toimub LCV mõlema segmendi akumuleerumine samas tempos. Ehkki LCV mõlema segmendi 3’-otsad sisaldavad YSS-struktuure, pole erinevad segmendid siiski replikatsioonis ega replikatsiooniga ühel ajal toimuvas translatsioonis võrdse aktiivsusega. On näidatud, et LCV RNA1 suudab toimuda iseseisva replikonina samal ajal, kui RNA2 replikatsiooniks ja translatsiooniks on vaja ka RNA1 osalust. LCV RNA1 ja RNA2 3’-YSS-struktuurid on omavahel eksperimentaalselt vahetatavad ning selline vahetus ei riku viiruse replikatsiooni. Samas on sel mõju valgusünteesile, sest RNA2 3’-YSS ei toeta, erinevalt RNA1 3’-YSS-järjestusest, translatsiooni initsiatsiooni.

			Genoomi replikatsioon ja uute positiivse polaarsusega RNA molekulide süntees toimub tsütoplasmas paiknevates membraaniga ümbritsetud viirusvabrikutes, mis tekivad peremehe rakusiseste membraanistruktuuride ümberorganiseerimise tulemusena. Closteroviiruste BYV ja GLRaV-2 ning criniviirus LIYV puhul on näidatud, et repliktasioonikompleksid paiknevad ERi membraanidel; samas seonduvad ampeloviiruste GLRaV-1 ja GLRaV-3 replikaasi valgud hoopis mitokondrite membraanidega. Seondumist membraanidega indutseerivad viiruse hüdrofoobsed mebraaniseoselised valgud. Ühe- või kahekordse membraaniga ümbritsetud viirusvabrikute teke on vajalik selleks, et kaitsta viiruse RNA-d rakuliste nukleaaside ja rakuliste patogeeniretseptorite (PRR) eest, mis võiksid initsieerida sünnipärase immuunsüsteemi poolse viirusvastase kaitsereaktsiooni.

			 

			Closteroviiruste transport rakus ja taimes

			Nagu ka teiste viiruste puhul on closteroviiruste transport taimes aktiivne protsess – edukaks transpordiks on vaja viiruse valkude interaktsioone paljude erinevate rakuliste partneritega. Nende rakuvalkude normaalseks ülesandeks on tavaliselt organismiomaste valkude transport rakus ning selleks vajamineva energia ülekanne. Ühest rakust teise liikumiseks tuleb viirusel läbida kahte kõrvuti asetsevat taimerakku ühendav kanal ehk plasmodesm. Viiruse liikumise taimes võib ka closteroviiruste puhul jagada mõtteliselt kaheks protsessiks:

			-lühimaatranspordiks (rakust-rakku transpordiks) ehk siis liikumiseks algsest viiruse poolt edukalt nakatatud rakust kõrval asetsevasse nakatamata rakku;

			-pikamaatranspordiks (kaugtranspordiks) ehk liikumiseks läbi juhtkudede kaugematesse taimeosadesse.

			Lühimaatransport. Viirusega nakatatud rakkude arv võib suureneda rakkude loomuliku jagunemise tagajärjel. Kiiresti jagunevad näiteks protofloeemi rakud. Lisaks sellele kasutavad viirused nakatunud rakkude arvu suurendamiseks liikumist läbi plasmodesmide. Passiivselt suudavad plasmodesme läbida vaid üsna väikesed, kuni 1-kDa molekulmassiga peptiidid. Viirusevalgud ja RNA genoom on sellest suurusjärkude võrra suuremad. Seetõttu on vajalik plasmodesmi aktiivne läbimine, mille käigus rakulistest ja viirusevalkudest koosnev kompleks modifitseerib plasmidesmide läbilaskevõimet. Selline omadus pole viirustele ja nende poolt kodeeritud valkudele unikaalne: ka mitmete rakuvalkude puhul on näidatud, et nad suudavad plasmodesmide läbimiseks neid ajutiselt modifitseerida. Naaberrakkudevaheliseks liikumiseks peavad toimuma ka interaktsioonid kas raku tsütoskeleti või/ja endomembraanse süsteemiga. Need süsteemid moodustavad võrgustiku, mis on kõrvuti asetsevates rakkudes üksteisega plasmodesmide kaudu ühendatud.

			Pikamaatransport. Pikamaatranspordiks tuleb closteroviirustel läbida plasmodesmiühendused floeemi parenhüümirakust floeemi kaasrakku ning sealt omakorda sõeltorurakku. Hiljem on sõeltorurakust väljumiseks vaja teha seda kõike ka vastupidises suunas. Plasmodesmid nende rakutüüpide vahel võivad oma koostiselt ja arhitektuurilt erineda. See tähendab, et iga selline ühendus on viirusele potentsiaalne barjäär. Jõudnud sõeltorurakke läbivasse floeemivoolu, levib viirus taimes korraga kahes suunas: internaalset floeemivoolu mööda üles ja eksternaalset floeemivoolu mööda alla.

			Closteroviridae sugukonna viirused liiguvad taimes aeglaselt – rakust rakku kiirusega umbes 1 rakk päeva kohta. Võrdluseks: TMV infektsioon levib kiirusega 1 rakk 2–4 tunni jooksul. Sellise kiirusega saavutatakse süsteemne infektsioon taimedes alles 2.–3. nädalal pärast inokulatsiooni, puittaimedes aga rohkem kui 1 kuu pärast (näited: CTV, dGLRaV-2). BYV-ga tehtud uuringud näitavad, et closteroviiruseid transporditakse taimes virionide kujul. Seetõttu osalevad closteroviiruste transpordis virionide moodustamiseks vajalikud struktuurivalgud CP, CPm, p64 ja Hsp70h. Neist HSP70h lokaliseerub ka plasmodesmidesse ja seondub mikrofilamentide ja VIII klassi müosiinidega. Samas, virioni „nina“ tippu lokaliseeruv unikaalne p20-valk pole vajalik ei virioni moodustumiseks ega viiruse rakust rakku liikumiseks; samas on sel valgul oluline roll pikamaatranspordis.

			Osa sugukonda Closteroviridae kuuluvaid viiruseid, näiteks CTV, on rangelt floeemiga piiritletud. Teised viirused, näiteks BYV, on floeemiga assotsieerunud ja suudavad nakatada ka mesofülli- ja epidermiserakke. CTV puhul on näidatud, et lühimaatransport toimub ainult vähesel määral – putukate poolt viirusega inokuleeritud lehti uurides võib näha vaid väikeseid nakatunud floeemi parenhüümirakkude kogumeid. Ilmselt tuleneb see asjaolust, et lähitranspordi, mille peamiseks eesmärgiks on viia viirus juhtkudede lähedusse, järele pole sellel viirusel suuremat vajadust. Seda põhjusel, et algne infektsioonikoht on süsteemseks liikumiseks (ehk pikamaatranspordiks) vajalikele floeemi sõeltorurakkudele, mille kaudu levib viirus noortesse arenevatesse taimeosadesse, piisavalt lähedal. 

			 

			Closteroviiruste vektorülekanne

			Vektori organismi satuvad closteroviiruse virionid floeemist toitumise käigus. Ülekanne on semipersistentne, mittereplikatiivne ja mitte-tsirkulatiivne. See tähendab, et need viirused siirutaja organismis ei paljune, ei läbi seedesüsteemi epiteeli ega tsirkuleeri hemolümfis. Criniviiruste LIYV ja CCYV ning closteroviirus CTV puhul on näidatud, et virionid liiguvad putuka nokas paiknevat toidukanalit mööda putuka neeluni ja seonduvad seal neelu ja eessoole üleminekuala vooderdava kutiikuliga. Neelust jõuavad viiruspartiklid uuesti taimerakkudeni putuka nokas paikneva süljekanali kaudu.

			Closteroviirusete puhul on ülekande toimumiseks nakatatud taimel vajalikud vektorputukate pikad toitumisajad. Nii on criniviiruste efektiivseks ülekandeks karilastel vaja samal taimel toituda ligikaudu 24–48 tundi. Minimaalne viiruse omastamiseks vajalik aeg on pisut üle ühe tunni, see aga ei taga veel efektiivset ülekannet. Viirusega nakatunud taimedel toitunud vektor säilitab viiruse ülekande võime mõne päeva jooksul; CYSDV, LIYV ja LCV puhul on see aeg kuni 10 päeva. Võrdluseks: persistentse ülekandega viiruste puhul võivad viiruspartiklid säilida vektorputuka kehas infektsioonivõimelistena elukestvalt. 

			Oletatakse, et viirus-vektor-suhted on kõigis kolmes Closteroviridae viiruseid edasikandvate vektorite perekonnas samasugused. Pigem toimub vektori komponentide otsene kontakt virioni kapsiidivalguga kui helper-komponendi vahendatud seondumine. Seda on näidatud ka katseliselt: criniviirus LIYV vektorputukas B. tabaci on võimeline omastama ja üle kandma ka puhastatud viiruspartikleid. Samuti on näidatud, et viirus-vektor-interaktsiooni eest vastutab CPm-valk, mis interakteerub vektorputuka eessoole algust vooderdava kutiikuliga. Closteroviirus CTV puhul on näidatud, et viiruspartikli seondumine kutiikuliga toimub kitiini suhkrujääkide kaudu, kusjuures lisaks CPm-valgule võib kitiiniga seondumises olla roll ka virionivalkudel p65 (HSP70h) ja p61.

			Criniviirus ToCV vektori B. tabaci transkriptoomi analüüs on näidanud, et kuigi viirus putuka organismis ei paljune ega ringle, reageerib putuka organism ToCV-infektsiooniga taimedel toitumisele. Viiruse seondumisele reageeritakse sarnaselt reaalse viirusinfektsiooniga (putuka nakatumisega): suureneb glükoosivajadus, mistõttu aktiveeritakse polüsahhariidide hüdrolüüsiks vajalike α-glükosidaaside süntees. Kaitsereaktsioonina aktiveeritakse kusihappe sünteesirajas urikaasi ja OHCU dekarboksülaasi geenid. Nende geenide kodeeritud valkudel on oluline roll kusihappe konversioonil allatoiiniks, mis kõrvaldab vabu hapnikuradikaale. Nagu ka viirusinfektsiooni korral osa geenide ekspressioon väheneb, enim on alla reguleeritud vitellogeniin-B ja antennide kemosensorvalgu tootmine. Vitellogeniin-B on vajalik putuka pika eluea ja viljakuse jaoks; tegu on valguga, mille ekspressioon stressivastusena tavaliselt suureneb. Antennide kemosensorvalgu rolliks on signaaliülekanderadade käivitamine keskkonnasignaalide mõjul. Lisaks on üles või alla reguleeritud veel suure hulga tundmatu funktsiooniga geenide ekspressioon.

			Viinapuid nakatavate Closteroviridae sugukonna viiruste uurimisel on leitud, et nende viiruste puhul selget vektorispetsiifikat ei ole: sama viirust võivad üle kanda mitut liiki putukad ja üks putukas võib üle kanda erinevaid viiruseid. Samas on selgunud, et vektoriliigil, sool ja vanusel on oluline mõju viiruse ülekande efektiivsusele. Näiteks on leitud, et nümfid kannavad GLRaV-1-viirust üle täiskasvanud putukatest efektiivsemalt. Criniviirus CCYV ülekandel on B. tabaci isased putukad emastest putukatest efektiivsemad. Samuti on katseliselt näidatud, et B. tabaci biotüüp Q on viiruse ülekandmisel efektiivsem kui biotüüp B. Need erinevused on tingitud peamiselt sellest, milliseid rakutüüpe erinevad putukad toitumiseks valivad ning kui pikk on nende floeemirakkudest toitumise aeg. 

			 

			Closteroviiruste evolutsioon

			Closteroviridae sugukonda kuuluvate viiruste fülogeneetilise analüüsi tulemused viitavad sellele, et neil viirustel on olnud ühine eellane ehk siis tegemist on monofüleetilise grupiga. Ühise eellase järglased on evolutsiooni käigus divergeerunud ja kohastunud erinevate vektoritega (vastavalt lehetäide, kilptäiliste või karilastega) toimuvaks ülekandeks. On koguni välja pakutud hüpotees, et closteroviriidide eellane tekkis juba juuraajastul (150–200 miljonit aastat tagasi); õistaimede ja putukate kiire arengu perioodil.

			Closteroviridae ühine eellane kuulus alfaviirustesarnaste viiruste supergruppi (vastab enam-vähem klassile Alsuviricetes). Seda saab järeldada asjaolust, et kõikidele closteroviirustele on omane geenide kompleks, mis kodeerib Alsuviricetes klassi kuuluvatele viirustele omast metüültransferaasi, helikaasi, RNA-sõltuvat RNA polümeraasi; lisaks on ühist päritolu ka closteroviiruste p6-valk ja kattevalk. Evolutsiooni käigus on viiruste genoomides toimunud mitmed geenide ümberpaigutumised ning rekombinatsioonid teiste viiruste ja peremeesorganismi geneetilise materjaliga. Enne divergeerumist omandas Closteroviridae eellane papaiinisarnase proteaasi ja peremehe HSP70-geeni ning CP- geen duplitseerus (selle sündmuse tulemuseks oli p60-geen). Ülejäänud geenide duplitseerumised ja divergeerumised toimusid juba pärast esimeste liikide eristumist – nii näiteks arvatakse, et CPm kodeeriv geen on tekkinud ja peale tekkimist evolutsioneerunud igas Closteroviridae perekonnas sõltumatult. Genoomide analüüs näitab, et criniviiruste kahekomponentsed genoomid on tekkinud ilmselt ampeloviiruste genoomi segmenteerumise tulemusel. Samuti on kõigile closteroviiruste perekondade liikmetele omane RNAi supressorvalgu p21-geen omandatud pärast ühisest eellasest eraldumist. Mitmed teised geenid on omandatud nii palju hiljem, et leiduvad vaid üheainsa või paari liigi genoomis; näiteks CTV p33-, p18-, p13- ja p23-geenid on kõik unikaalsed.

			CTV genoomi uurimine on näidanud, et selle ja ilmselt ka teiste closteroviiruste genoom on stabiilne; seda vaatamata asjaolule, et viiruse liigisiseste variatsioonide ulatus on suur. Ka arvutuslik mutatsioonide määr on closteroviirustel RNA-genoomiga viiruste kohta küllaltki väike – CTV CP-geenis tekib 1,58 × 10−4 mutatsiooni nukleotiidi positsiooni kohta aastas. Closteroviridae sugukonna viiruste peamised evolutsiooni suunavad faktorid on kaasajal inimkaaslev levik uutesse piirkondadesse, peremehe või vektori vahetusest tingitud muutused viiruspopulatsioonis ning erinevate tüvede ja viiruste ko-infektsioonil tekkivad rekombinatsioonid.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on Closteroviridae süstemaatika ja sellesse sugukonda kuuluvate viiruste majanduslik tähtsus?

			2.Milline on Closterovirdae virionide ja genoomide ehitus; mille poolest erinevad üksteisest clostero-, crini-, ampelo- ja velariviirused?

			3.Milliseid valke closteroviirused kodeerivad ja kuidas toimub nende ekspressioon?

			4.Kirjeldage closteroviiruste replikatsiooni ja virionide moodustamist.

			5.Kuidas toimub closteroviiruste transport taimes ja viiruste vektorlevik?

		

	
		
			II.23. SUGUKOND TOTIVIRIDAE – L-A-VIIRUS 

			Andres Merits

			Autor tänab Tiina Tamme põhjaliku retsensiooni eest

			Kokkuvõte 

			Totiviiruseid on leitud pärmidest, seentest ja ainuraksetest. Totiviiruse infektsioonitsükkel – täpsemalt viiruse horisontaalne ülekanne – sõltub peremehest. Pärmides paljuneval L-A- viirusel on täielikult rakusisene paljunemistsükkel ning viirus kandub üle pärmide jagunemisel ja paardumisel. Virionid on ikosaeedrilised. Kapsiid koosneb 60-st kapsiidivalgu Gag dimeerist. Lisaks on kapsiidi pakitud viiruse RdRp-valk (Pol). Enamikul totiviirustel on see kapsiidis Gag-Pol-liitvalgu kujul. Viiruse genoom on 4,5–6 kbp pikkune segmenteerimata dsRNA. Kodeerivas (positiivses) RNA- ahelas on Gag- ja Pol-valke kodeerivad lugemisraamid. L-A-viirusel on ka satelliit-RNA-d (nimetatakse M-satelliit), mis replitseeruvad peremeesviiruse RdRp abil ja pakitakse peremeesviiruse Gag-valgust moodustunud partiklitesse. M-satelliidid ise kodeerivad ainult toksiin- ja antitoksiin-paare. L-A-viiruse RNA süntees toimub alati kapsiidis. dsRNA genoomi transkriptsiooni tulemuseks on positiivne mRNA, see väljub kapsiidist ja on matriitsiks Gag- ja Gag-Pol-valkude transleerimisel. Gag-Pol sünteesitakse -1-ribosoomse raaminihke abil. See liitvalk seob positiivset RNA-d ning algatab RNA pakkimise moodustuvasse partiklisse. Kui uus partikel on kokku pandud, toimub RNA replikatsioon – negatiivse RNA-ahela süntees, mille tulemuseks on uue dsRNA genoomi moodustumine. M-satelliidi puhul on näidatud, et transkriptsioon/replikatsioon toimuvad „headfull“-mehhanismi kasutades. L-A-viiruse tähtsus seisneb selles, et viiruse genoomi väiksus ja pärmi geneetika kasutamine on võimaldanud detailselt uurida viiruse ja peremehe interaktsioone. 

			 

			Totiviirused on ainsaks selles õpikus kirjeldatud seente (täpsemalt pärmseente) viiruseks. See aga ei tähenda, et seentel muid tüüpi viiruseid ei oleks. Praegustel andmetel on seeni nakatavate viiruste bioloogiline mitmekesisus siiski oluliselt väiksem kui loomi, taimi, baktereid või arhesid nakatavatel viirustel. Näiteks ei olnud aastani 2011 leitud seeni nakatavaid DNA-genoomiga viiruseid. Ka praegu on neid teada väga vähe. Küll aga on teada retroviirusesarnaseid retroelemente (Ty1-element), ssRNA (nt Sclerodarnavirus ja Botrexvirus, mis kuuluvad seltsi Tymovirales, vt ptk II.16) ja dsRNA genoomseid viiruseid. Erinevalt muudest organismidest on seente puhul kõige arvukamalt esindatud just viimased, mis kuuluvad riiki Orthornavirae valdkonnas Riboviria. Paljud pärmide ja seente dsRNA-viirused kuuluvad sugukondadesse Totivirdae (selts Ghabrivirales, klass Chrymotiviricetes, hõimkond Diplarnaviricota) ja Partitiviridae (selts Durnavirales, klass Duplopiviricetes, hõimkond Pisuviricota). Seega näitab praegune (2020. a) süstemaatika, et need viirused on vaid väga kauged sugulased. Mõlemale sugukonnale on iseloomulik see, et nendes leidub ka viirused, mille peremeheks ei ole seened. Nii on teada arvukalt algloomi (e üherakseid) nakatavaid Totiviridae esindajaid. Taimedel on levinud Partitiviridae sugukonda kuuluvad krüptoviirused. Pärmide viiruste peamine tähtsus seisneb ajalooliselt ja ka tänapäeval selles, et nende peremeesorganismi lihtne genoom, kiire paljunemine ja arenenud geneetika on võimaldanud efektiivselt uurida viiruse ja peremehe interaktsioone. Ka on paljud molekulaarsed mehhanismid, mida esmakordselt kirjeldati pärmide viirustel, laiemalt levinud ja nende kasutamist on hiljem leitud nii teiste eukarüootide viiruste kui ka nende peremeeste puhul.

			Pärmide ja muude seente viirused jagavad ühte väga olulist viroloogilist sarnasust: kõigile neile on iseloomulik rakusisene elutsükkel. Enamikul sellistel viirustel ei ole üldse leitud tõestust rakuvälise faasi olemasolu kohta. Seda omadust arvesse võttes ei ole siin tegemist klassikaliste viirustega ning põhimõtteliselt võiks neid pidada ka isevärki mobiilseteks geneetilisteks elementideks. Teisest küljest, seente viirused on väga levinud: see on kindel märk, et ka nende viiruste puhul toimub horisontaalne (e ühelt rakult teisele) ülekanne. Selline ülekanne toimub peremeesrakkude tsütoplasmade segunemisel: pärmide puhul leiab see aset paardumisel (ingl mating), niidistikuga seentel aga seeneniitide liitumisel (ingl hyphal fusion). Sellisel ülekandeviisil ja rakusisesel eksisteerimise viisil on viiruse jaoks mitmeid tagajärgi. Näiteks on pärmide viiruste replikatsioonitsükkel sageli koordineeritud peremeesraku paljunemistsükliga. Veelgi olulisemaks tagajärjeks on aga see, et seente viirused ei tohi olla liiga patogeensed – muidu nad tapaksid peremehe ega saaks edasi levida. Seega balansseerivad sellised viirused replikatsiooni piisava efektiivsuse (tagab viiruse säilimise) ning minimaalse tsütotoksilisuse (tagab viiruse leviku) vahel. Selle tagajärjel on need viirused sageli omandanud funktsioone, mis annavad neid sisaldavatele peremeestele selektsioonilised eelised. Näiteks on sellistel viirustel sageli satelliit-RNA-d, mille poolt kodeeritud killertoksiinid võimaldavad nende peremeesrakkudel oma konkurente tappa ja käituvad üldse tüüpilise „egoistliku“ RNA-na. Paljud sellised viirused – näiteks totiviiruste hulka kuuluv L-A-viirus – avastatigi just sellise killertoksiini tootva satelliidi aktiivsuse uurimisel. 

			Praegusel ajal (2020. a) on teada ligikaudu 30 sugukonda Totiviridae kuuluvat viirust, mis moodustavad viis perekonda. Suur osa nendest nakatab ainurakseid peremehi, nagu Leishmania, Giardia ja Trichomonas. Tulenevalt erinevatest peremeestest erinevad ka vastavate viiruste infektsioonitsüklid. Ainurakseid nakatavatel totiviirustel võib olla ka rakuväline faas, mis on tõestatud Giardia viirustel. Samuti on erinevatel viirustel leitud erinevusi RNA sünteesi protsessides, Pol-valgu ekspressioonimehhanismis ja viirus-peremees interaktsioonides.

			L-A-viirus (liiginimetus Saccharomyces cerevisiae virus L-A) on perekonna Totivirus ja sugukonna Totiviridae tüüpesindaja. Tema peremeheks on pagaripärm Saccharomyces cerevisiae. Nagu ülal märgitud, sekreteerivad L-A-viirust kandvad pärmid valgulist toksiini, mis on kodeeritud viirusega kaasnevate M-satelliitide poolt. Teada on kümneid erinevaid M-satelliite, millest igaüks kodeerib ühte toksiin-antitoksiin paari. Rakkudest väljasekreteeritud toksiin tapab pärmirakke, millel puudub viirus ja sellega seotud sama tüüpi M-satelliit. 

				

			L-A-viiruse virion ja genoom

			L-A-viiruse virioni struktuuriühikuks on kattevalgu (Gag) dimeer. Virioni kuulub 60 sellist dimeeri, seega on L-A-viiruse virionil T = 1 sümmeetria (Joonis 180). Samas, arvestades asjaolu, et virioni kuulub 120 kattevalgu monomeeri, ei ole vale ka üsna sageli esinev väide, et L-A virionil on T = 2 sümmeetria. Täpsest triangulatsiooninumbrist tunduvalt olulisem on hoopis asjaolu, et oma struktuurilt sarnaneb L-A-viiruse virion teiste tuntud dsRNA genoomsete viiruste virionide core-struktuuridega. 
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			Joonis 180. (A). L-A-viiruse virioni ruumiline struktuur (PDB:1m1c) ja (B) ehituse lihtsustatud skeem.

			 

				L-A-viiruse virionid sisaldavad alati ainult ühte tüüpi RNA-d. See tähendab, et viiruse ja satelliidi genoomid on pakitud eraldi kapsiididesse. RNA pakkimine kapsiidi ei ole liiga kompaktne ja annab võimaluse virionis toimuvaks RNA sünteesiks (st replikatsiooniks ning transkriptsiooniks), mida teostab virioni pakitud RNA polümeraas (RdRp). RdRp asub kapsiidi siseküljel (Joonis 180) ja RNA sünteesi käigus „libiseb“ matriitsiks olev dsRNA või ssRNA selle aktiivtsentrist läbi. Igas virionis on arvatavasti vaid üks RNA polümeraasi molekul või selle dimeer. On iseenesest mõistetav, et virionis toimuv RNA-de süntees nõuab RNA sünteesiks vajalike substraatide sissepääsu virioni ning sünteesitud RNA molekulide virionist väljapääsemist. Selle tagamiseks on L-A-viiruse virioni tippudes poorid (Joonis 180A) diameetriga on 1–1,5 nm. Nende mõõtmed on valitud nii, et nad tagavad dsRNA molekuli, mille diameeter on ligikaudu 2 nm, püsimise virionis ega lase sinna sisse RNA-d degradeerivaid ensüüme. Samas võimaldavad pooride mõõtmed RNA sünteesi substraatide sisenemist ja ssRNA-de virionist väljumist. 

			L-A-viiruse genoom on umbes 4,5 kbp pikkune dsRNA, mille mõlemal ahelal puuduvad 5’-cap- ja 3’-polü(A) struktuurid. Valke kodeerib ainult üks (positiivne) RNA ahel. Selles paikneb kaks teineteisega kattuvat lugemisraami, mis kodeerivad kapsiidivalku (Gag) ja RdRp-d (Pol) (Joonis 181). L-A-viirusel ekspresseerub Pol ainult Gag-Pol-liitvalgu kujul, moodustades liitvalgu C-terminaalse domeeni. Selline ekspressioonistrateegia ei ole siiski iseloomulik kõikidele Totiviridae esindajatele. M-satelliidi genoom on L-A-viiruse genoomist umbes kolm korda lühem (1,5 kbp) ja ta on viimasega vähe sarnane. Iga M-satelliit kodeerib oma positiivse ahela 5’-poolses otsas pre-protoksiinvalku (Joonis 183). Satelliitide positiivse RNA ahela 3’-otsapoolne järjestus valke ei kodeeri, kuid sisaldab pakkimiseks ja replikatsiooniks olulisi cis-järjestusi. 
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			Joonis 181. L-A-viiruse genoomi ehitus. Näidatud on positiivses ahelas paiknevad lugemisraamid, nende poolt ekspresseeritud valgud ning geeniekspressiooni ja RNA replikatsiooni jaoks oluliste järjestuste paiknemine. Gag – kapsiidivalku kodeeriv ORF, Pol – RdR-d kodeeriv ORF. Fs – raaminihke signaal, Pac – pakkimissignaal, Rep – replikatsioonisignaal.

			 

			2. L-A-viiruse ja M-satelliidi replikatsioonitsükkel

			Et L-A-viiruse infekstioonitsüklis puudub rakuväline faas, siis ei saa selle kirjeldamist alustada samamoodi kui n-ö tavaliste viiruste puhul – viiruse rakku sisenemisest. Võttes arvesse erinevate dsRNA-viiruste infektsioonitsüklite sarnasust, on otstarbekas vaadata L-A-viiruse replikatsioonitsüklit alates muude dsRNA-viiruste esimesest biosünteesi etapist: mRNA-de transkriptsioonist (Joonis 182). 

			L-A-viiruse transkriptsioon on mRNA-de (e positiivsete ahelate) süntees. See toimub virionides paikneva ensüümi abil, kasutades konservatiivset sünteesi e sünteesitava ahela väljatõrjumist. Sünteesitud ahela väljatõrjumine pole totiviiruste hulgas siiski universaalne. Mõnel viirusel toimub transkriptsioon hoopis poolkonservatiivse e vanemahela väljatõrjumise mehhanismi teel. Mõlemal juhul on tulemus tegelikult sama: üheahelaline mRNA väljub kapsiidist (Joonis 182). L-A-viiruse RdRp on väga matriitsispetsiifiline. Spetsiifilisuse eest vastutavad järjestused asuvad viiruse ja M-satelliidi genoomi otstes (Joonis 181, 183).
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			Joonis 182. L-A-viiruse (vasakul) ja M-satelliit RNA (paremal) replikatsioonitsüklid. Mõlemal juhul algab replikatsioon transkriptsioonist (d). Sünteesitud positiivne RNA väljub virionist, sellelt transleeritakse Gag- ja Gag-pol-valgud või (M-satelliidi puhul) pre-protoksiin (e). Gag-pol seondab positiivset RNA-d ja algatab partikli moodustumise (f, a, b). Valminud partiklis sünteesib Pol RNA negatiivse ahela ja moodustub uus genoom (c). Viiruse ja satelliidi peamine erinevus seisneb selles, et M-satelliit ei kodeeri replikatsiooniks vajalikke valke. Ta saab need peremeesviiruselt ja kasutab kapsiidi täitmiseks headfull-replikatsiooni mehhanismi.

			 

			Totiviiruste mRNA-de translatsiooni iseloomustavad mitmed ebatraditsioonilised võtted. Osad totiviiruseid kasutab translatsiooni alustamiseks sisemist ribosoomset initsiatsioonisaiti (ingl internal ribosomal entry site, IRES). Enamiku totiviiruste mRNA-de translatsioonil kasutatakse ka ribosoomset raaminihet, mis võib olla kas –1-raaminihe (kasutab enamik totiviiruseid) või +1-raaminihe. L-A-viiruse mRNA-s kattuvad Gag- ja Pol-lugemisraamid umbes 130 b võrra ja –1 lugemisraami nihet kasutatakse Gag-Pol-liitvalgu sünteesimiseks (Joonis 181). Selle protsessi mehhanism sarnaneb retroviiruste, teiste viiruste ning mitteviiruslike mRNA-de poolt kasutatava analoogilise mehhanismiga: lugemisraamide kattumise alas paikneb ribosoomi libisemisjärjestus (ingl slippery sequence), millele järgneb tugev RNA sekundaarstruktuur. L-A-viiruse puhul on selleks pseudosõlm (ingl pseudoknot). L-A-viiruse puhul on raaminihke efektiivsus täpselt paika pandud: see on umbes 1,9%. Kui seda efektiivsust (nt mutatsioonide tegemise või spetsiifiliste antibiootikumide lisamise teel) kunstlikult suurendada või vähendada, siis toob see kaasa viiruse replikatsioonitsükli häirimise. See tuleneb asjaolust, et viiruse mRNA-de pakkimine kapsiididesse nõuab Gag/Gag-Pro-valkude vahekorda 60 : 1. 

			-Kui Gag-Pol-liitvalku on liiga palju, alustatakse korraga liiga suure hulga partiklite kokkupanemist ja nende kokkupanemise lõpuleviimiseks Gag-valku ei jätku. Ettearvatavalt on selle tulemuseks lõpuni ehitamata poolikud virionid.

			-Kui Gag-Pol-liitvalku on liiga vähe, siis pannakse kokku virione, milles puudub RNA genoom. Tühjade virionide, mis on välimuselt korrektsete virionide sarnased, moodustamine näitab ka seda, et L-A-virionide struktuur on määratud Gag-valgu poolt.

			Eriti tundlik on Gag/Gag-Pol-valkude õige vahekorra suhtes M-satelliidi RNA replikatsioon. L-A-viiruse enese mRNA pakkimist mõjutab Gag-Pol-valgu defitsiit vähem, sest tõenäoliselt eksisteerib ka genoomi cis-pakkimist, see tähendab pakkimine initsieeritakse samal mRNA-l, millelt sünteesiti Gag-Pol-liitvalgu molekul.

			L-A-viiruse virionide moodustumise algatab positiivse RNA-ahela (mRNA) sidumine viiruse RdRp poolt. See protsess on spetsiifiline: RdRp seob mRNAs asuvat pakkimissaiti, mis L-A-viiruse mRNA-s asub umbes 400 b kaugusel selle 3’-otsast (Joonis 181). Nagu ka teiste RNA-viiruste puhul, kujutab L-A-viiruse pakkimissignaal endast tüviaas (ingl stem-loop) struktuuri, mille äratundmiseks on oluline heeliksielemendi (tüve) pikkus ja aasa (lingu) moodustava RNA lõigu nukleotiidne järjestus. Pakkimissaidi seondumise järel interakteerub Gag-Pol-liitvalgu Gag-domeen vaba Gag-valguga ja moodustub partikkel, milles paikneb viiruse või satelliidi mRNA ja üks Gag-Pol (või üks Gag-Pol-i dimeeri) koopia (Joonis 182). See mehhanism tagab, et erinevatele pikkustele vaatamata pakitakse igasse partiklisse ainult üks viiruse või satelliidi mRNA molekul.

			Replikatsioon (e negatiivsete ahelate süntees) toimub moodustunud kapsiidides (Joonis 182). See on ka üks põhjustest, miks L-A-viiruse RdRp replitseerib ainult viiruse ja tema satelliidi RNA-sid. Repliktsiooni maksimaalseks efektiivsuseks on vajalikud kaks RNA positiivses ahelas paiknevat järjestust (Joonis 181):

			1.RNA sisemine järjestus, nn sisemine replikatsiooni võimendaja (ingl internal replication enhancer, IRepE). See kattub osaliselt pakkimissignaaliga (Pac) ja on tõenäoliselt esimene sait, millega Pol seondub.

			2.RNA 3’-terminaalne replikatsiooni signaaljärjestus (Rep), mis sisaldab replikatsiooniks vajalikku tüviaas struktuuri.

			Nende struktuuride olemasolul sünteesib replikaas uue negatiivse RNA-ahela. See jääb positiivse ahelaga dupleksisse, moodustades kokku uue dsRNA genoomi.

			M-satelliitide replikatsioon erineb L-A-viiruse RNA replikatsioonist selle poolest, et kapsiidi pakitud RNA replitseerub seal mitu korda (Joonis 182). Moodustuvate dsRNA molekulide koopiate arv kapsiidis on pöördvõrdelises seoses nende pikkusega. Teisisõnu, M-satelliidi RNA replikatsioon kapsiidis kestab seni, kuni kapsiid saab täis. Seetõttu nimetatakse seda mehhanismi headfull-replikatsiooniks: kui kapsiidi on pakitud viiruse genoomist lühem mRNA, järgneb replikatsioonile taas transkriptsioon, mille produkt jääb virioni ja ka sellele sünteesitakse komplementaarne ahel. See kordub senikaua, kuni rohkem dsRNA-d enam virioni ei mahu.

			 

			3. L-A-viiruse interaktsioonid peremeesrakuga

			Viiruse uurimise seisukohast on pärmi kui viiruse peremeesorganismi eeliseks väga efektiivse geneetilise analüüsi võimalus, sealhulgas deletsiooni- ja tinglikult letaalsete mutantide (ingl conditional lethal mutants) kogude olemasolu. Pikka aega polnud teistele eukarüootsetele organismidele sellele võrdväärseid süsteeme olemas ning seepärast olid ja on pärmide viirused või pärmides replitseeruvad viirused väga oluliseks viiruse ja peremehe interaktsioonide uurimise mudeliks. Välja töötatud siRNA knock-down ja CRISPR-Cas9 knock-out-süsteemid võimaldavad tänapäeval pärmides avastatud interaktsioonide uurimist ka muudes peremeestes. Allpool on toodud näiteid mõnedest interaktsioonidest, mida kõigepealt kirjeldati L-A-viirusel, kuid mida esineb või võib esineda ka teiste viiruste puhul.

			1.Pärmi mutante kasutades tehti kindlaks rida peremehepoolseid faktoreid, mis mõjutavad ribosoomse raaminihke efektiivsust. Need nn MOF-geenid (ingl maintenance of frame) kodeerivad:

			-mRNA-de translatsioonis osalevaid RNA-sid (nt RDN5-1, mis kodeerib 5S rRNA-d);

			-valke, mis osalevad nonsense-mediated RNA decay mehhanismis. Näiteks kodeerib NAM7 ATP-st sõltuvat RNA helikaasi, mis osaleb nii lugemisraami säilitamises kui ka ennetähtaegseid terminaatoreid sisaldavate mRNA-de destabiliseerimises;

			-raku translatsiooni initsiatsioonifaktoreid. Näiteks SUI1 kodeerib translatsiooni initsiatsioonifaktorit eIF1, mis osaleb muu hulgas ka nonsense mediated decay mehhanismis. 

			2.Gag-valgu aktiivsuse uurimine. On teada, et L-A-viiruse ja temaga suguluses olevate viiruste Gag-valgud moodustavad in vitro kovalentseid sidemeid 5’-cap-struktuuriga mRNA-dega ja eemaldavad nendelt cap-struktuurid. Selle aktiivsuse blokeerimine mõjutab M-satelliidi võimet ekspresseerida killertoksiini. Pärmi mutantide raamatukogu kasutades leiti, et seda defekti kompenseerib mutatsioon pärmi SKI1-geenis. Et SKI1 kodeerib eksonukleaasi, mis lagundab cap-struktuurita mRNA-sid, siis võib arvata, et cap-struktuuride eemaldamine raku mRNA-delt L-A-viiruse Gag-valgu poolt kujutab endast mehhanismi, millega viirus väldib omaenda 5-cap-struktuuri mitteomavate mRNA-de selektiivset degradeerimist raku ensüümide poolt. Mehhanismi olemus seisneb ilmselt selles, et viirus tekitab rakus suure hulga 5’-cap-struktuurita mRNA-sid, mis kõik on Ski1 eksonukleaasi sihtmärgiks. Selle tulemuseks „kaob“ viirus-spetsiifiline mRNA muude cap-struktuurita mRNA-de hulka ära. 

			3.Avastati SKI-viirusvastane süsteem (SKI on lühend ingl super killer) – vastavate geenide deleteerimine toob kaasa L-A-viiruse genoomi koopiaarvu järsu tõusu. Siia rühma kuulub rida geene, millel on ka viiruse replikatsiooni blokeerimisega mitteseotud funktsioone. Näideteks on ülal mainitud SKI1 ja SKI6, mis kodeerib rakutuumas toimuvas RNA-de protsessimises osalevat RNaasi. Lisaks nendele on leitud ka mitmeid geene, mille ainsaks seni tuntud funktsiooniks ongi viiruste RNA koopiaarvu piiramine. Sellisteks näideteks on SKI2, -3, -7 ja -8. On leitud, et rakkudes, milles sellised geenid puuduvad, ei ole ka erinevusi polü(A)+-ja polü(A)--mRNAde translatsiooni efektiivsustes. Seega võib SKI-süsteem vähendada spetsiifiliselt mittepolüadenüülitud mRNA-de translatsiooni efektiivsust. SKI-süsteem toimib paljudele erinevatele pärmiviirustele, mille mRNA-del puuduvad polü(A) järjestused. SKI-süsteemi avastamine ja selle toimimise mehhanismi väljaselgitamine on tekitanud oletuse, et eukarüootide mRNA-de polü(A) saba üks funktsioone seisnebki faktis, et see võimaldab rakul eristada omaenese mRNA-sid ja sissetunginud viiruse mRNAsid, mis on polüadenüülimata.

			4.Analüüsiti viiruse kapsiidivalkude posttranslatsioonilise modifitseerimise tähtsust. Pärmi mutantide raamatukogu kasutades selgitati välja peremehe geenid, mis on L-A-viiruse ja selle M-satelliidi replikatsiooniks absoluutselt vajalikud. Üllatuslikult selgus, et selliseid geene on vaid kolm: MAK3, -10 ja -13 (MAK on lühend ingl maintanence of killer). Selgus, et MAK3 kodeerib N-atsetüül-transferaasi, mis teostab Gag-valgu N-terminaalset atsetüülimist ja et MAK-10 ja MAK-13 produktid moodustavad Mak3-valguga komplekse. Sellest järeldub, et Gag-valgu atsetüülimine on L-A-viiruse virionide moodustamiseks hädavajalik. Tõepoolest, on leitud, et rakkudes, kus Gag-valgu modifitseerimist ei toimu, ei suuda L-A-viirus partikleid moodustada. Sellel avastusel võib olla oluliselt laiem tähendus, sest ka paljude looma- ja taimeviiruste (nt RSV, TMV, PVX, PVA) kattevalgud on oma N-otsast atsetüülitud.

			Lisaks ülaltoodule on L-A-viiruse M-satelliitide mRNA-de translatsiooniproduktide protsessingu uurimine võimaldanud välja selgitada selles protsessi osalevad pärmigeenid. See analüüs viis Kex1- ja Kex2- (lühend ingl killer expression) ensüümide avastamisele, mis teostavad M-satelliidi poolt kodeeritud pre-protoksiini konverteerimist aktiivseks toksiiniks, (Joonis 183). 

			-KEX2-geen kodeerib Kex2 proteaasi, mis lõikab toksiini eelvalku (K28 pre-protoksiini) positiivse aminohappejäägiga lõppeva koosneva konsensuse (nt KR või GR) järel. 

			-KEX1-geen kodeerib Kex1 karboksüpeptidaasi, mis eemaldab Kex2 poolt lõigatud peptiidide C-otstest positiivsed aminohappejäägid.
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			Joonis 183. M-satelliidi positiivne ahel kodeerib pre-protoksiini, mille lõikavad funktsionaalseks valguks raku Kex2- ja Kex1-ensüümid. SP – signaalpeptiid. Lõikamise tagajärjel saadud subühikud α ja β moodustavad S-S-sildadega ühendatud funktsionaalse dimeerse toksiini.

			 

			Loomulikult ei ole need pärmi valgud esialgselt ette nähtud viiruse jaoks. Nende funktsiooniks rakus on osaleda sekreteeritava α-feromooni protsessingul. On tähelepanuväärne, et Kex1-l ja Kex2-l on samasugune spetsiifilisus kui ensüümidel, mis protsessivad inimese insuliini ja teiste imetajate pre-prohormoone. Seega aitas L-A-viiruse valkude modifitseerimise uurimine kaasa terve ensüümide grupi, mida nimetatakse prohormoon-proteaasideks, avastamisele.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kirjeldage totiviiruste virioni ehitust ja selle moodustamise mehhanismi. Millised on totiviiruse replikatsioonitsükli etapid: transkriptsioon, virioni moodustamine, replikatsioon, ja kuidas need on reguleeritud.

			2. Millised on L-A-viiruse paljunemist mõjutavad raku valgud: millised on nende funktsioonid rakus ning kuidas nad mõjutavad viiruse paljunemist?

		

	
		
			II.24. REOVIIRUSED: SUGUKOND REOVIRIDAE

			Eva Žusinaite, Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Reoviridae sugukonda kuuluvatel viirustel on ümbriseta virione virionid, mille kapsiid koosneb kuni kolmest kontsentrilisest valgulisest kihist. Genoom koosneb 9–12 dsRNA segmendist; igas segmendis kodeerib valke ainult üks (positiivne) RNA-ahel. RNA-d on enamasti monotsistroonsed, vaid mõned segmendid sisaldavad 2–3 lugemisraami. RNA transkriptsiooni, 5’-cap-struktuuride sünteesi ja replikatsiooni eest vastutavad ensüümid sisalduvad virionis. Infektsiooni käigus ei toimu virioni täielikku lahtipakkimist ja kõik RNA sünteesid toimuvad sisekapsiidi sees. Reoviiruste mRNA-del on 5’-otsas cap-struktuur, kuid nad on 3’-otstest polüadenüülimata. Infektsioon toimub tsütoplasmas, kus moodustatakse viroplasme ehk viirusevabrikuid. Esmase transkriptsiooni tulemusena saadud mRNA-d transleeritakse ja sorteeritakse seejärel uutesse kapsiididesse, kus toimub negatiivsete RNA-ahelate süntees (replikatsioon). Järgneb sekundaarne transkriptsioon ja virionide valmimine. Virionide rakust väljumise mehhanismid on erinevatel Reoviridae esindajatel erisugused. Meditsiiniliselt kõige olulisemad reoviiruste esindajad on ägedaid gastroenteriite tekitavad rotaviirused; majanduslikult on tähtsad ka riisihaigusi põhjustavad taimi nakatavad liigid.

			 

			Esimest korda isoleerisid reoviirused 1950-ndatel Albert Sabin ja Leon Rosen. Nimetus reoviirus on akronüüm, mis tuleneb sõnadest respiratory enteric orphan virus. See nimetus (ingl orphan – orb, teadmata päritoluga) kajastab asjaolu, et esimesed leitud reoviirused tekitavad inimestel seedetrakti- ja hingamisteede nakkusi, mis avalduvad minimaalsete sümptomitega või on asümptomaatilised. Praegu poleks need viirused sellist nime enam saanud, sest mitmed tuntud Reoviridae sugukonda kuuluvad viirused on patogeensed nii inimesele kui ka loomadele. Meditsiiniliselt olulisimad on siia sugukonda kuuluvad rotaviirused – ägeda gastroenteriidi tekitajad; loomakasvatuses on tähtsad orbiviirused. Reoviiruste peamine bioloogiline eripära – nende genoomiks on dsRNA – tehti kindlaks 1960-ndate alguses. See oli oluline avastus, sest kuni selle ajani dsRNA- genoomiga viiruseid ei tuntud.

			Sugukond Reoviridae (selts Reovirales, klass Resentoviricetes, hõimkond Duplornaviricota, riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) sisaldab praegusel ajal (2020. a seisuga) 15 viiruste perekonda (Tabel II.24), millesse kuulub kokku 97 tunnustatud viiruste liiki. Need viirused nakatavad taimi, seeni, protiste ja loomi. Perekonnad grupeeruvad kahte alamsugukonda: Spinareovirinae ja Sedoreovirinae; jagunemise aluseks on virionide erinev morfoloogia.

			-Spinareovirinae alamsugukonda kuuluvate viiruste (kokku 58 tunnustatud liiki) virionid sisaldavad suuri „ogasid“, mis ulatuvad ikosaeedrilise kapsiidi tippudest kaugele välja. Sellesse alamsugukonda kuuluvad perekonnad Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, Idnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus ja Oryzavirus. Imetajate reoviirus (Mammalian orthoreovirus, perekond Orthoreovirus) on nii perekonna, alamsugukonna kui ka kogu Reoviridae sugukonna tüüpesindajaks. 

			-Sedoreovirinae alamsugukonda kuuluvatel viirustel, mida on kokku 39 tunnustatud liiki, on siledapinnalised virionid. Sellesse alamsugukonda kuuluvad perekonnad Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus ja Seadornavirus.

			 

			Tabel II.24.1. Reoviridae sugukonda kuuluvad viiruste alamsugukonnad ja perekonnad
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							Cardoreovirus
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							Koorikloomad

						
					

					
							
							Mimoreovirus

						
							
							11

						
							
							Mere protistid

						
					

					
							
							Orbivirus

						
							
							10

						
							
							Imetajad, linnud, lülijalgsed

						
					

					
							
							Phytoreovirus

						
							
							12

						
							
							Taimed, putukad

						
					

					
							
							Rotavirus

						
							
							11

						
							
							Imetajad, linnud

						
					

					
							
							Seadornavirus

						
							
							12

						
							
							Inimesed, putukad

						
					

					
							
							Alamsugukond Spinavirinae

						
					

					
							
							Aquareovirus

						
							
							11

						
							
							Kalad, molluskid

						
					

					
							
							Coltivirus

						
							
							12

						
							
							Imetajad, lülijalgsed

						
					

					
							
							Cypovirus

						
							
							10

						
							
							Putukad

						
					

					
							
							Dynavernavirus

						
							
							9

						
							
							Putukad

						
					

					
							
							Fijivirus
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							Taimed, putukad
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							10

						
							
							Putukad
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							Orthoreovirus
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							Imetajad, linnud, roomajad
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			II.24.1. Perekond Orthoreovirus

			Kui räägitakse reoviirustest, täpsustamata, millise viirusega on tegemist, siis üldiselt peetakse silmas perekonna Orthoreovirus esindajaid. Siia perekonda kuulub kümme tunnustatud viiruste liiki, mis nakatavad imetajaid, linde ja roomajaid. Patogeneesipõhiselt jagatakse need viiruseid tinglikult kahte rühma.

			-Mittepatogeensed mittefusogeensed viirused. Selliseid viiruseid on leitud praktiliselt kõigil imetajatelt, kaasa arvatud inimeselt. Need viirused on väga tavalised: enamik inimesi on 5. eluaastaks nende suhtes seropositiivsed. Levik toimub fekaal-oraalsel teel ja aerosoolide kujul õhu kaudu; haiguseid need viirused üldjuhul ei põhjusta. Selliste reoviiruste prototüüp-tüvedeks on tüüp 1 Lang (T1L), tüüp 2 Jones (T2J), tüüp 3 Abney (T3A) ja tüüp 3 Dearing (T3D).

			-Fusogeensed reoviirused on patogeensed, see tähendab haiguste põhjustajad. Grupi nimetus tuleneb sellest, et nende viiruste infektsioon indutseerib rakkude omavahelist liitumist. Seda põhjustavad nende viiruste poolt kodeeritud väikesed aluselised transmembraansed FAST-valgud (ingl fusion-associated small transmembrane protein), mis ei kuulu viiruse kapsiidi koostisesse, kuid mida ekspresseritakse nakatatud rakkude pinnal. Fusogeensete reoviiruste hulka kuuluvad lindude reoviirus (ARV, Avian orthoreovirus), roomajate reoviirus (RRV, Reptilian orthoreovirus), paavianide reoviirus (BRV, Baboon orthoreovirus) ja Nelson Bay reoviirus (Nelson Bay orthoreovirus, NBV), mis nakatab Austraalia lendrebaseid.

			 

			Reoviiruste virion

			Reoviiruste virionid on väliskeskkonnas (+4 °C juures) väga stabiilsed ja võimelised säilima infektsioonilistena aastaid. Kujult on reoviiruste virion kahekihilise kapsiidiga ümbriseta ikosaeeder (Joonis 184), milles paikneb kümnest dsRNA-segmendist koosnev genoom. 
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			Joonis 184. Rotaviiruste virionide elektronmikroskoopiline pilt (Centers for Disease Control and Prevention / Wikimedia Commons) (A) ja reoviiruse virioni skemaatiline ülesehitus (B). 

			 

			Nakatatud rakkudes leitakse mitu reoviiruspartiklite morfotüüpi. Need erinevad üksteisest valgulise koostise poolest, kuid nad kõik on võimelised uusi rakke nakatama (Joonis 185).

			1.Täielikud virionid diameetriga 85 nm, selliseid partikleid iseloomustab kõrge infektsioonilisus. 

			2.Infektsioonilised subviraalsed partiklid diameetriga 80 nm. Et ka neid iseloomustab kõrge infektsioonilisus, nimetatakse neid ISVP-deks (ingl infectious subviral particle).

			3.Tuumikpartiklid (ingl core) diameetriga 60 nm. Sellistele partiklitele on iseloomulik väga nõrk infektsioonilisus.
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			Joonis 185. Reoviiruse partiklite erinevad morfotüübid (krüo-elektronmikroskoopiline rekonstruktsioon; https://basicmedicalkey.com/orthoreoviruses/). 

			 

			Reoviiruse täieliku virioni kapsiid koosneb kahest kontsentrilisest kihist.

			1.Sisemine kiht on T = 1 (või T = 2) sümmeetriaga ikosaeeder. Selle karkassi moodustavad 120 λ1-valgu molekuli (siit T = 2), mis paiknevad paralleel-asümmeetriliste dimeeridena (60 dimeeri, siit T = 1), moodustades 12 dekameeri. Karkassi stabiliseerivad σ2-valgu 150 koopiat, mis klammerduvad igalt küljelt λ1-dekameeride ümber. λ1 ja σ2 on RNA-d siduvad valgud ning interakteeruvad dsRNA-genoomiga, mis on virionis tihedalt kokku pakitud. Ikosaeedri siseküljel paikneb kokku 12 λ3-valgu koopiat. Iga λ3 molekul on ankurdatud ikosaeedri tipu kohale kolme λ1-valgu molekuli poolt. Lisaks sisaldab sisekapsiid 24 koopiat µ2-valku. Sisekarkassi 5. järku telgedel asuvad kanalid, mis võimaldavad NTP substraatide virioni sisenemist ja viiruse mRNA-de virionist väljumist.

			2.Välisel kapsiidi-kihil on T = 13 sümmeetria. Selle koostisesse kuuluvad järgmised valgud: 

			-λ2-valku on virionis 60 koopiat, see valk paikneb ikosaeedri tippudes;

			-σ1-valgu 36 koopiat moodustavad ikosaeedri tippudele kinnitunud kiud; 

			-µ1-valgu 600 koopiat moodustavad väliskihi karkassi;

			-σ3-valgu 600 koopiat stabiliseerivad väliskihi karkassi. 

			λ2-valgu pentameerid paiknevad ülalmainitud kanalite kohal ja moodustavad „ogad“, millele kinnituvad σ1-valkude trimeerid (kiud). 

			Välis- ja sisekapsiidide vahel asub λ2- ja σ2-valkudest koosnev vahekiht, mis on vajalik sise- ja väliskapsiidi interaktsioonideks. Mõistega virioni „tuumik“ („core“) tähistatakse ensümaatiliselt aktiivset struktuuri, mis koosneb sisekapsiidist ja väliskapsiidi valgust λ2. 

			 

			Reoviiruste genoomi organisatsioon

			Reoviiruste genoom koosneb 10-st dsRNA segmendist, millest igaühte on virionis üks koopia. Tänapäeval, kui igasugune sekveneerimine on muutunud väga lihtsaks, on sekveneeritud nii mittefusogeensete prototüüp-reoviiruste T1L, T2J ja T3D kui ka paljude fusogeensete reoviiruste genoomid. Kõikide nende viiruste puhul on genoomi segmentide kogupikkuseks umbes 23500 bp ning individuaalsete segmentide pikkused varieeruvad 1100 bp ja 4000 bp vahel. Segmente grupeeritakse vastavalt pikkusele:

			-suurteks (ingl large, L ~3900 bp) – kolm segmenti;

			-keskmisteks (ingl medium, M ~2250 bp) – kolm segmenti;

			-väikesteks (ingl small, S ~1300 bp) – neli segmenti.

			Iga segment kodeerib oma positiivses ahelas vähemalt ühte valku. Positiivsel RNA- ahelal on 5’-otsas dimetüülitud cap-1 struktuur, negatiivse ahela 5’-otsas ei ole cap-struktuuri. Nii positiivse kui ka negatiivse RNA-ahela 3’-otsad on polüadenüülimata. Otsmised mittekodeerivad järjestused on reoviiruse RNA-des lühikesed. Positiivse ahela:

			-5’-UTR on 12–32 nukleotiidijäägi pikkune; selle pikkus võib mõjutada vastava mRNA translatsiooni efektiivsust;

			-3’-UTR on 35–83 nukleotiidijäägi pikkune.

			Reoviiruste genoomi kõikide segmentide otsad on järjestustelt identsed ja see järjestus on konserveerunud kogu viiruste perekonnas. Nii on positiivse RNA-ahela 5’-otsas alati järjestus 5’-GpCpUpAp ning ahel lõpeb järjestusega pUpCpApUpC-3’. Nagu RNA genoomsetel viirustel tavaline, paiknevad mittekodeerivates alades RNA transkriptsiooniks, replikatsiooniks ja pakkimiseks vajalikud signaalid. 

			 

			Reoviiruste poolt kodeeritud valgud

			Reoviiruste poolt kodeeritud valke tähistatakse kreeka tähtedega: λ – suur, µ – keskmine, σ – väike. λ-valgud on kodeeritud L-segmentide, µ-valgud M-segmentide ja σ-valgud S-segmentide poolt. Paraku ei lähe ajaloolistel põhjustel kokku viiruse valke ja genoomi segmente tähistavad numbrid: näiteks kodeerib segment L1 valku λ3, mitte λ1-valku, nagu võiks arvata. Kokku kodeerivad prototüüp-reoviiruse T3D genoomi 10 segmenti 12 valku: 8 segmenti on mono- ja kaks (segmendid S1 ja M3) bitsistroonsed. 12 valgust on kaheksa (λ1, λ2, λ3, µ1, µ2, σ1, σ2 ja σ3) struktuurivalgud, mis kuuluvad valmis virionide koostisesse, ja neli (µNS, µNSC, σNS ja σ1s) mittestruktuursed valgud, mis valmis virionide koostisesse ei kuulu. 

			Mitmele reoviiruse struktuurivalgule on iseloomulikud ensümaatilised funktsioonid; see on selge erinevus positiivse polaarsusega RNA genoomsetest viirustest, mille puhul on ensümaatilised aktiivsused rõhuvas enamuses seotud mittestruktuursete valkudega. Arusaadavalt tuleneb see erinevus asjaolust,, et reoviiruse RNA süntees toimub partikli sees ja seega peavad seal olema ka kõik selleks vajalikud ensüümid. 

			-λ1 (142 kDa) – sisemise kapsiidi peamine valk. Lisaks ülalmainitud interaktsioonidele teiste sisekapsiidi valkudega interakteerub λ1 ka väliskapsiidi λ2-valguga ja tal on NTP-aasne, RNA-helikaasne ja RNA-trifosfataasne aktiivsus;

			-λ2 (144 kDa) – kapsiidi „oga“ moodustav valk, interakteerub kõigi seitsme struktuurivalguga ja mittestruktuurse µNS-valguga; osaleb 5’-cap-struktuuri sünteesis, omades guanülüültransferaasset ja metüültransferaasset aktiivsust;

			-λ3 (142 kDa) –reoviiruse RNAst sõltuva RNA polümeraasi (RdRp) katalüütiline allühik;

			-µ2 (83 kDa) –reoviiruse RNA polümeraasi mittekatalüütiline allühik, mis annab λ3-polümeraasile matriitsispetsiifilisuse. µ2 on ka RNA-d siduv valk ja osaleb mRNA-de cap-struktuuride sünteesil. Nakatatud rakus toimib µ2 ka kui interferoonide antagonist;

			-µ1 (76 kDa) – väliskapsiidi peamine struktuurivalk. µ1 on oluline ka virionide rakku sisenemisel asetleidval endosoomide membraanide läbimisel. Seda võimaldab µ1-valgu modifitseerimine N-otsa müristüülhappe jäägi lisamise ja proteolüütilise lõikamise teel;

			-σ1 (49–51 kDa) – reoviiruse antiretseptor, vastutab virioni rakule seondumise eest, interakteerudes rakupinna glükaanidega ja JAM-A (Junctional adhesion molecule A) molekulidega. σ1 määrab reoviiruse raku- ja koespetsiifilisuse ning levikuteed peremeesorganismis; 

			-σ2 (47 kDa) – minoorne sisekapsiidi valk; interakteerub λ1- ja λ2-valkudega; seob nõrgalt dsRNA-d ja on vajalik reoviiruse RNA sünteesiks ja virionide moodustamiseks;

			-σ3 (41 kDa) – moodustab µ1-valku kaitsva „mütsikese“ struktuuri ning stabiliseerib sellega kapsiidi. Lisaks reguleerib σ3-valk ka viiruse mRNA-de translatsiooni efektiivsust, stimuleerides hiliste mRNA-de, millel puuduvad 5’ cap-struktuurid, translatsiooni.

			Mittestruktuursed valgud ei kuulu valminud virionide koostisesse, seega leidub neid vaid viirusega nakatatud rakus.

			-µNS (80 kDa) – mažoorne mittestruktuurivalk. Interakteerub tsütoskeleti valkudega ja osaleb inklusioonkehade, mida tuntakse kui viirusvabrikuid (ehk viroplasme), moodustumisel. µNS seob viiruse mRNA-sid ja jääb nendega seotuks kuni negatiivsete ahelate sünteesini. Oletatakse, et µNS võib olla seotud genoomi segmentide selektsiooniga. µNS interakteerub σNS-valguga ja paljude struktuurivalkudega (λ1, λ2, λ3, µ2 ja σ2); seetõttu arvatakse, et ta osaleb ka väliskapsiidi moodustumisel ja sekundaarse transkriptsiooni regulatsioonis;

			-µNSC (75 kDa) on µNS-valgust 5 kDa võrra väiksem: tal puudub N-otsast 42 aminohappejääki, muus osas on ta µNS-valguga identne. Erinevalt µNS-valgust ei ole µNSC-valk reoviiruse replikatsiooniks koekultuuris vajalik;

			-σNS (41 kDa) – minoorne Cys-jääkiderikas valk. Seondub mittespetsiifiliselt, kuid suure afiinsusega, viiruse mRNA-dega ning mõjutab nende translatsiooni. σNS võib olla seotud viiruse genoomi segmentide selektsiooni ning partiklitesse pakkimisega; 

			-σ1s (14–15 kDa) – minoorne aluseline valk. See valk on vajalik reoviiruse poolt indutseeritud rakutsükli aresti jaoks; samuti on ta vajalik viiruse levimiseks vere kaudu peremeesorganismis.

			 

			Reoviiruse replikatsioonitsükkel

			Reoviiruse antiretseptoriks on σ1-valk, mis seondub kõigepealt rakupinnal olevatele siaalhappejääkidega; sellele seondumisele järgneb kõrge spetsiifilisusega interaktsioon retseptoriga. Reoviirus T3S puhul on selleks retseptoriks JAM-A, mis kuulub immuunglobuliinide supersugukonda. Retseptorile seondumine käivitab virioni sisenemise klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Seda protsessi soodustavad λ2-valgu interaktsioonid raku β-integriinidega. Virionide interaktsioon Src-perekonna kinaasidega suunab nad edasi endosoom-lüsosoom-kompartmentidesse.

			Endosoomides toimub reoviiruse virionide järkjärguline lagunemine. See on oluline, sest terviklikud reoviiruse virionid (ega core-partiklid) ei suuda membraane läbida. Kontrollitud lagunemist põhjustavad madala pH poolt aktiveeritud rakulised proteaasid (katepsiinid), mis degradeerivad σ3-valgu, eemaldavad virionist σ1-valgu ja protsessivad µ1-valgu kaheks peptiidiks, mida nimetatakse δ- ja φ-produktideks. Proteolüüsi tulemusena reoviiruse virionid aktiveeruvad – moodustuvad ISVP-dega (Joonis 185) sarnased osakesed, mis on võimelised interakteeruma endosoomi membraanidega ning neid läbima. 

			Interaktsioon endosoomi membraanidega toimub põhiliselt δ-produkti müristüülitud N-otsa kaudu (see, nagu ülal märgitud, on µ1 proteolüüsi tulemusena moodustunud valk). Membraanide läbimisel osaleb ka rakuline šaperon Hsc70. Selliste interaktsioonide tulemusena moodustuvad endosoomi membraanis poorid, mille kaudu sisemist kapsiidi ja genoomset dsRNA-d sisaldav reoviiruse core-partikkel siseneb raku tsütoplasmasse.
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			Joonis 186. Reoviiruse infektsioonitsükkel (selgitused tekstis).

			 

			Iga tsütoplasmasse sattunud virioni core sisaldab reoviiruse transkriptaasi kompleksi, kuhu kuuluvad RNA helikaas (λ1), RdRp (λ3) ja selle kofaktor (µ2). Partiklis (Joonis 185) on ka mRNAde cap1-struktuuri sünteesi eest vastutavad RNA trifosfataas (λ1) ning guanülüül- ja metüültransferaas (λ2). Et kõik need ensüümid paiknevad core-osakese 5. järku telje ümbruses, on virionis kokku 12 sellist kompleksi. See võimaldab kõikide genoomide samaaegset ja üksteisest sõltumatut transkriptsiooni. Samad kompleksid asuvad ka intaktse virioni sees, kuid seal on nad võimelised vaid abortiivseks transkriptsiooniks, mis viib lühikeste RNA oligonukleotiidide kuhjumisele. Selle nähtuse põhjus on ilmselt väga lihtne: virionis on genoomsed dsRNA-d tugevasti kokku surutud ega saa üksteise ega transkriptsioonikomplekside suhtes vabalt liikuda. Rakku sisenemisel toimuvad ümberkorraldused kapsiidis võimaldavad dsRNA-dele liikumisvabadust, mis kõrvaldabki kasvava mRNA-ahela elongatsiooni blokeerimise. 

			Negatiivse ahela pealt sünteesitud reoviiruse mRNA-d on genoomi positiivse ahela täpsed koopiad, neil on muu hulgas 5’-otsas cap1-struktuur. Vastsünteesitud mRNA-sid väljutatakse core-osakesest λ2-valgust moodustunud „ogasid“ läbivate kanalite kaudu. Varane transkriptsioon on detekteeritav umbes 2 tundi pärast raku nakatamist ja saavutab maksimumi 6–8 tundi pärast infektsiooni algust. Varastel transkriptsiooniproduktidel on kaks peamist ülesannet: kõigepealt toimivad nad mRNA-dena viirusvalkude sünteesil ja seejärel matriitsidena negatiivsete RNA-ahelate sünteesil. 

			Viirusvalkude süntees algab umbes 2 tundi pärast raku nakatamist. Erinevate segmentide pealt sünteesitud mRNA-de translatsioon toimub erineva efektiivsusega:

			-kõige aktiivsemalt transleeritakse segmentide M2, S2, S3 ja S4 mRNA-sid;

			-kõige vähem transleeritakse segmentide L1, M1 ja S1 mRNA-sid.

			Need erinevused tulenevad mRNA-des paiknevatest cis-järjestustest, milleks on initsiaator-koodoni kontekst, 5’-UTR-ide ja transkriptide pikkus. Oluline on ka rakupoolsete faktorite toime, seal hulgas PKR-i aktiveerimine. Meeldetuletuseks: aktiveeritud PKR fosforüülib translatsioonifaktorit eIF-2α ja blokeerib sellega translatsiooni initsiatsiooni. PKR-i aktiivsust suruvad maha reoviiruse valgud µNS, σNS ja σ3, seondades viiruse RNA-sid ja vältides sellega PKR-i aktiveerimist. Selline PKR-i aktiivsuse inhibeerimine leiab aset eelkõige viiruse mRNA-de translatsioonikohtades.

			Reoviiruste geeniekspressioon ja hilisem partiklite moodustumine toimub viroplasmides – erilistes tsütoplasmaatilistes struktuurides, mida nimetatakse ka viirusvabrikuteks või inklusioonkehadeks (Joonis 186). Need struktuurid, mis on mikroskoobis nähtavad ümmarguste punktidena/mullikestena, moodustuvad juba 2–4 tundi pärast infektsiooni algust. Alguses on nad väikesed, kuid infektsiooni kulgedes nende mõõtmed suurenevad ning hilises infektsioonis (24–48 tundi pärast nakkust) võivad nad hõlmata üle 50% raku tsütoplasmast. Viirusvabrikute maatriksi moodustab põhiliselt µNS-valk. Interakteerudes λ1-, λ2-, λ3-, µ2-, σ2- ja σ3-valkudega, vahendab µNS-valk uute transkriptaasi- ja viirusegenoomi sisaldavate partiklite moodustamist.

			Reoviirusel eelneb virionide moodustamisele segmentide sorteerimine, mis toimub mRNA-de tasandil enne negatiivsete RNA-ahelate sünteesi. Kuidas tagatakse erinevate mRNA-de erakordselt täpne pakkimine – igasse moodustuvasse virioni satub üks koopia igast kümnest erinevast mRNAst– – pole lõpuni selge. Arvatavasti toimub mRNA-de selekteerimine viirusespetsiifiliste cis-signaalide abil. Sellised signaalid on järgmised:

			-mRNA-de 5’- ja 3’-otstes asuvad umbes 190 nukleotiidijäägi pikkused järjestused;

			-5’-cap1 struktuur: partiklitesse pakitakse ainult cap1-struktuuriga mRNA-sid, mitte viiruse sekundaarseid mRNA-sid, millel puudub cap-struktuur, või rakulisi cap2-struktuuridega mRNA-sid. 

			Viiruse valkudest osalevad mRNA-de sorteerimisel ja pakkimisel µNS-, σ3- ja λ3- (RdRp-) valgud; hiljem ka σNS-valk. Algul vastavad moodustuvate mRNA-valk-komplekside proportsioonid mRNA sünteesi proportsioonidele – lühemaid mRNA-sid sisaldavaid komplekse on arvuliselt rohkem. Kõige varasemad detekteeritavad reoviiruse partiklid sisaldavad tõenäoliselt vaid mRNA-sid, σ3-valku ja mittestruktuurseid valke µNS ja σNS. Partiklites, kus toimub replikatsioon, paiknevad aga kõik segmendid juba ekvimolaarselt, igaüks ühe koopiana partikli kohta. 

			Kõigi dsRNA genoomsete viiruste puhul nimetatakse replikatsiooniks negatiivse ahela sünteesi. Põhjus on lihtne – just see protsess viib uue dsRNA genoomi moodustamisele. Reoviiruse RNA replikatsioon toimub värskelt moodustunud core-partiklis. Igale pakitud mRNA-le sünteesitakse komplementaarne negatiivne ahel; seda reaktsiooni teostab partiklis asuv RNA polümeraas. Tekivad uued dsRNA genoomi segmendid. dsRNA-sse mittekuuluvaid vabu negatiivseid RNA-sid reoviirused ei sünteesi. 

			Vastmoodustunud core-partiklites asuvad uued dsRNA genoomid teenivad matriitsidena uute mRNA-de sünteesil. Need nõndanimetatud nn hilised (või sekundaarsed) mRNA-d moodustavad ~95% rakus leiduvatest reoviiruse mRNA-dest; nende süntees käivitub ~4–6 tundi pärast infektsiooni algust ning saavutab maksimumi umbes 12 tundi pärast infektsiooni algust. Üldjuhul puuduvad reoviiruse hilistel mRNA-del 5’ cap-struktuurid; sellele vaatamata on nende translatsioon efektiivne. Nendelt mRNA-delt sünteesitakse täiendavad kogused viiruse valke, neist eriti suurtes kogustes väliskapsiidi valke µ1, σ1 ja σ3. 

			Reoviiruste valmisvironide moodustumisest on teada suhteliselt vähe. Näidatud on järgmist.

			-Pärast segmentide sorteerimist moodustub osaliselt virioni välimine kapsiidikiht; sellega kaasneb mittestruktuursete valkude eemaldamine. Moodustunud partiklid on replikatsiooniliselt aktiivsed: nad sisaldavad polümeraasikompleksi valke ning nende sees toimub negatiivsete RNA-ahelate süntees ja uute genoomisegmentide moodustumine. 

			-Negatiivse ahela sünteesi järel toimub kapsiidi konformatsiooniline muutus: partiklile lisanduvad seni puudunud väliskapsiidivalgud. 

			-Väliskapsiidiga partiklis toimub vaid virionispetsiifiliste oligonukleotiidide süntees. Arvatavasti on pikemate RNA-de sünteesi lõppemine seotud transkriptaasi aktiivsuse mahasurumisega valminud väliskapsiidi poolt: nagu ülal kirjeldatud, kaasneb selle lisandumisega virionile partiklis paiknevate genoomsete RNA-de liikumisvabaduse blokeerimine.

			Valminud virionide vabanemise mehhanismidest pole reoviiruste puhul kuigi palju teada. Arvatavasti vabanevad uue põlvkonna virionid rakkude purunemisel. Enamik infektsioonilisi partikleid jääb ka pärast peremeesraku surma seotuks rakust pärinevate viirusvabrikute jääkidega. Osaliselt võib reoviiruste virionide vabanemise mehhanism olla seotud ka nakatatud rakkudes indutseeritud apoptoosiga.

			 

			Reoviirusinfektsiooni mõju peremeesrakule

			Reoviirusnakkusega kaasneb iseloomulike inklusioonide (viroplasmide) teke; nagu juba ülal mainitud, on tegemist viiruse indutseeritud kompartmendiga, kus toimub viiruse valkude ja dsRNA-de süntees ja kus moodustuvad uued virionid. Viroplasmide moodustamisel juhtivat rolli omav µNS-valk seob tsütoskeleti valku vimentiini, mille tulemusena vimentiini filamendid inkorporeeritakse viroplasmidesse. Vimentiini filamentide ümberkorraldamine on ka üks reoviiruse põhjustatud tsütopaatiliste efektide (ingl cytopathic effect, CPE) põhjustest.

			Raku DNA sünteesi mahasurumine toimub mõnede reoviiruse tüvede poolt nakatatud rakkudes suhteliselt varakult, ~8–12 tundi pärast infektsiooni algust. Seda saavutavad reoviirused rakutsükli blokeerimise teel, rakutsükli arest leiab aset G2/M-faasis. DNA sünteesi blokeerimiseks on olulised viiruse σ1- ja σ1s-valgud. Mida reoviirused rakutsüklit blokeerides võidavad, pole paraku veel selge. Reoviirusinfektsioon on seotud ka apoptoosi indutseerimisega, peamisteks kandidaatideks selle protsessi käivitamisel on taas σ1- ja σ1s-valgud. Samas ei ole apoptoosi indutseerimine seotud DNA sünteesi mahasurumisega, vaid kulgeb kaspaas-8 ja NF-κB radade aktiveerimise kaudu. Arvatakse, et apoptoosi indutseerimine soodustab uute virionide vabanemist nakatatud rakkudest. Reoviirused põhjustavad nakatatud rakus ka raku RNA ja valkude sünteesi mahasurumist. Arvatavasti osaleb nendes protsessides viiruse σ3-valk. Selle valgu täpne toimemehhanism on teadmata, kuid tõenäoliselt toimub raku translatsiooni mõjutamine dsRNA poolt aktiveeritud PKR-i vahendusel.

			Peremeesraku-poolseks reaktsiooniks reoviirusinfektsioonile on tormiline I tüüpi interferoonide vahendatud vastus. See tundub loogiline, sest reoviiruse genoomne materjal – dsRNA – on interferoonivastuse peamine induktor. Samas paikneb dsRNA genoom alati rakku PRR-ide eest kaitstuna partikli – virioni või core-osakese – sisemuses. Kuna interferoonid aktiveeruvad sellele asjaolule vaatamata, on võimalik, et interferoonide aktiveerimine on seotud viiruse mRNA-delt sünteesivate dsRNA-segmentidega ja/või ilma 5’-cap1-struktuurita hiliste mRNA-de sünteesiga. Interferoonvastuse kujunemisel, samuti selle mahasurumisel on olulised reoviiruse valgud λ2, µ2 ja σ2. 

			 

			II.24.2. Perekond Rotavirus

			Inimese rotaviirused avastati 1973. aastal, loomade rotaviiruseid tunti juba 10 aastat varem. Vaatamata efektiivsete vaktsiinide olemasolule on rotaviirused siiani üks levinumaid ägeda gastroenteriidi tekitajaid, vastutades ~30–50% haigusjuhtude eest. Eriti sage on rotaviirusnakkus imikutel ja väikelastel vanuses 6–36 kuud; nakkusele on iseloomulik puhanguline sesoonsus (talvel-kevadel). Et nakatumise tagajärjel tekib püsiv immuunsus, on täiskasvanutel rotaviiruslikku gastroenteriiti üsna harva.

			Kokku on ametlikult tunnustatud rotaviiruse liike üheksa, süstemaatilised liiginimetused on neil vastavalt Rotavirus A – Rotavirus I (RVA, RVB, RVC jne). RVA-d, RVB-d ja RVC-d on leitud nii inimestelt kui ka loomadelt. Teisi rotaviiruse liike inimestelt seni leitud ei ole. Kõige rohkem on uuritud perekonna tüüpesindajat – Rotavirus A-d; suuresti põhjusel, et selle viiruse tüved paljunevad rakukultuuris kõige paremini. Prototüüp-tüveks on ahvide rotaviirus SA11. Rotaviirustel on palju ühist samasse sugukonda kuuluvate orthoreoviirustega; kordamise vältimiseks on allpool käsitletud peamiselt neid aspekte, mille poolest rotaviirused orthoreoviirustest erinevad.

			 

			Rotaviiruse virion ja genoom

			Rotaviiruse valminud virionid meenutavad elektronmikroskoobis vaadatuna ratast (Joonis 187); perekonna nimi tulenebki ladinakeelsest sõnast rota – ratas. Nakatatud rakus leidub kolme tüüpi viiruspartikleid: 

			1.valminud virionid (diameeter ~100 nm), mida nimetatakse kolmekihilisteks partikliteks (ingl triple-layered particles, TLP-s);

			2.kahekihilised partiklid (ingl double-layered particles, DLP-s);

			3.ühekihilised partiklid (ingl single-layered particles, SLP-s).
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			Joonis 187. Rotaviiruse virionide struktuuri skeem. Rotaviiruse virion koosneb kolmest kontsentrilisest valgukihist (peamised valgud vastavalt VP7, VP6 ja VP2) ja ogavalgust VP4, mis ulatub partikli pinnalt väljapoole. VP1/VP3-moodustatud transkriptsioonikompleksid koos 11 dsRNA genoomi segmendiga asuvad sisemise (VP2) kihi all.

			 

			Valminud rotaviiruse virion (TLP) koosneb genoomsest RNA-st ja kuuest struktuurivalgust VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 ja VP7:

			-Sisemine kiht koosneb 120-st VP2-valgu allühikust, mis moodustavad 60 dimeeri (T = 2 või T = 1 sümmeetria) ja moodustab koos dsRNA genoomiga SLP partikli. SLP-s paiknevad ka VP1- (RdRp) ja VP3- (guanülüül- ja metüültransferaas-) valgud. Seega asuvad kõik rotaviiruse ensüümid core-partikli sees, samal ajal kui reoviiruste guanülüül/metüültransferaas (λ2-valk) on väliskapsiidi komponent.

			-Vahepealse kihi moodustavad VP6-valgu 260 trimeeri; see kiht kuulub transkriptsiooniliselt aktiivsete DLP-de koosseisu.

			-TLP väliskihi komponentideks on VP7 (780 allühikut) ja VP4 (120 allühikut). VP4 trimeerid moodustavad virioni pinnal ~10 nm pikkuseid „ogasid“. 

			Virioni kapsiidi läbivad kanalid, millest 12 asuvad ikosaeedri tippudes ning osalevad RNA sünteesi substraatide ja kapsiidi sees sünteesitud mRNA-de transpordil.

			Rotaviiruste genoom koosneb 11-st dsRNA-segmendist kogupikkusega ~18,5 kbp; individuaalsete segmentide pikkus on 667–3302 bp. Nagu ka reoviirustel on rotaviiruste genoomi positiivsetel ahelatel lühikesed 5’- ja 3’-UTR-järjestused. Enamasti on genoomi segmendid monotsistroonsed: ainult segment 11 kodeerib kahte valku. Praktiliselt kõikide mRNA-de järjestused lõpevad konserveerunud konsensusega 5’-UGUGACC-3’, mis on oluline rolli rotaviiruse geeniekspressioonis ja toimib regulatoorse cis-järjestusena RNA replikatsioonis. 

			Rotaviirusel on 6 struktuuri- ja 6 mittestruktuurset valku. Rotaviiruse struktuurivalkudel (VP, ingl virion protein) on järgmised funktsioonid.

			-VP1 on RdRp.

			-VP2 on sisekihi mažoorne komponent, mis seob mittespetsiifiliselt RNA-d ning on vajalik VP1 aktiveerimiseks.

			-VP3 on rotaviiruse guanülüül/metüültransferaas, mis teostab mRNA-de 5’-cap-struktuuri sünteesi. Arvatavasti on VP3-l ka RNA trifosfataasne, NTPaasne ja RNA helikaasne aktiivsus.

			-VP4 on rotaviiruse antiretseptor. See valk moodustab homotrimeere ja vastutab virionide rakule seondumise ja rakku sisenemise eest.

			-VP6 on rotaviiruse virioni vahekihi peamine valk. VP6 moodustab trimeere ning interakteerub VP4-, VP7- ja VP2-valkudega. Ehkki VP6-l ei ole ensümaatilist aktiivsust on ka see valk viiruse mRNA-de transkriptsiooniks vajalik.

			-VP7 on virioni väliskihi peamine glükovalk. Sellepoolest erinevad rotaviirused reoviirustest, millel glükosüülitud valke ei ole!

			Rotaviiruse mittestruktuursed valgud (ingl non-structural protein, NSP) on olulised replikatsiooniprotsessis ja virionide moodustamisel:

			-NSP1 on RNA-d siduv valk ja interferoonide antagonist.

			-NSP2 on aluseline valk, mis moodustab oktameere ning millel on RNA-d siduv, NTPaasne ja RTPaasne aktiivsus; see valk osaleb koos VP1- ja NSP5-valkudega viroplasmide moodustamisel.

			-NSP3 moodustab happelises keskkonnas dimeere; seondub rotaviiruse mRNA-de 3’-otstele ja on võimeline siduma rakulisi valke eIF-4G ja Hsp90. Selle kaudu surub NSP3 maha raku mRNA-de translatsiooni ja soodustab viiruse mRNA-de transleerimist.

			-NSP4 on rotaviiruse transmembraanne glükovalk ning vastutab DLP-partiklite transportimise eest läbi endoplasmaatilise retiikulumi membraanide võrgustiku. NSP4 toimib ka rotaviiruse enterotoksiinina, mis blokeerib kaltsiumi- ja klooriioonide ning glükoosi omastamist rakkude poolt, vastutades seega rotaviiruse virulentsuse eest.

			-NSP5 on fosforüülitud ja O-glükosüülitud aluseline valk, millel on RNA-d siduv ja proteiinkinaasne aktiivsus; osaleb viroplasmide moodustamisel.

			-NSP6 lokaliseerub viroplasmides ning tal on RNA sidumise võime.

			 

			Rotaviiruse replikatsioonitsükkel

			Rotaviiruse replikatsiooni on enim uuritud ahvi neerurakkude kultuuris. Rotaviiruse virioni rakule seondumine sarnaneb reoviiruse virioni seondumisega: esmalt seob VP4 rakupinnal olevaid siaalhappejääke ning seejärel siiani identifitseerimata spetsiifilist retseptorit. Peale VP4-valgu osaleb rakule kinnitumises ka VP7 glükovalk. Ka rakku sisenemise mehhanism on rotaviirustel sarnane reoviiruste omaga. Oluliselt erineb aga endosoomist vabanemise mehhanism: nagu suu kaudu nakatava viiruse puhul tavaline, on endosoomist vabanemine rotaviirustel pH-st sõltumatu. Täpsemalt, pH languse poolt indutseeritud proteolüüsi asemel laguneb rotaviiruse kapsiidi väliskiht kaltsiumi-ioonide madala kontsentratsiooni tõttu. 

			Rotaviiruste transkriptsiooni- ja replikatsioonimehhanismid on sarnased reoviiruste omadega.

			-Transkriptsioon aktiveerub virioni väliskihi eemaldamisel.

			-RNA sünteesiks vajalikud ensümaatilised aktiivsused on partikli sees.

			-RNA replikatsioon ja sekundaarne transkriptsioon toimuvad uutes, nakatunud rakus moodustunud partiklites. Need partiklid asuvad viirusnakkuse poolt indutseeritud viroplasmides. 

			Erinevalt reoviirusest on rotaviiruste virionide valmimine seotud ER-i membraanidega. Nimelt punguvad täielikult valmimata rotaviiruse partiklid läbi ER-i ja omandavad selle tulemusena ajutise membraani (Joonis III-40). See on üks rotaviiruse infektsioonitsüklile iseloomulikke aspekte, mis eristab neid teistest Reoviridae sugukonna liikmetest. Samas, nagu on kirjeldatud pikornaviiruseid käsitlevas peatükis, on ajutise membraani omandamine ilmselt sagedasem nähtus, kui veel mõned aastad tagasi arvati. Uute rotaviiruste virionid vabanevad kas läbi plasmamembraani pungumise teel, mille puhul ajutine membraan läheb kaduma, või nakatatud rakkude purunemisel.

			 

			II.24.3. Perekond Oryzavirus

			Oryzaviirused on alamsugukonda Spinovirinae kuuluvad ikosaeedrilise T = 13 sümmeetriaga partikliga ja 10-st dsRNA segmendist koosneva genoomiga taimeviirused. Perekonna tüüpesindajaks on Rice ragged stunt virus (RRSV), mille avastasid 1977. aastal üksteisest sõltumatult R. Hibino, K. C. Ling ja L. Shikata. RRSV nakatab riisitaimi ja ka mõningaid teisi kõrrelisi ning on levinud peamiselt Kagu-Aasias, leitud on teda Hiinast, Jaapanist ja Sri Lankalt. RRSV-infektsiooni sümptomiteks on eelkõige taimede kääbuskasv, millega hiljem kaasnevad räbaldunud või narmendavad leheservad (Joonis 188), mis põhjendavad ka viiruse nime. Viiruse vektoriks on floeemivedelikust toituvad tirdid, eelkõige liigist Nilaparvata lugens. Vektorputuka vastsed kannavad RRSV-d edasi edukamalt, aga sellega saavad hakkama ka valmikud.
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			Joonis 188. RRSV põhjustatud sümptomid (http://www.knowledgebank.irri.org/training/fact-sheets/pest-management/diseases/item/rice-ragged-stunt). 

			 

			Virion, genoom ja infektsioonitsükkel

			RRSV-virionide diameeter on 75–80 nm, virionist välja ulatuvate ogade pikkus on 10–12 nm (Joonis 189). Nakatatud rakkudest leitakse ka subviraalseid partikleid, mis vastavad virioni sisekapsiidile (diameeter 57–65 nm; T = 2 või T = 1 sümmeetria) ning millele on kinnitunud iseloomulikud 8–10 nm pikkused VP2-valgust koosnevad nn B-ogad.
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			Joonis 189. RRSV virion elektronmikroskoobis (A) ja selle ehituse skeem (B).

			 

			Viiruse genoom koosneb 10 dsRNA-st (Joonis 190). Nagu ka teistel sugukonna Reoviridae esindajatel on RRSV-l absoluutselt konserveerunud kõikide segmentide terminaalsed järjestused: positiivsetel ahelatel on 5’-otsas 5’-GAUAAA- … ning 3’-otsas …GUGC-3’- järjestused. Üldiselt moodustavad viiruse mRNA-de otsad tänu neis paiknevatele komplementaarsetele järjestustele T-kujulisi struktuure. Genoom kodeerib peamiselt RRSV- virionidesse kuuluvaid struktuurivalke, mida on kokku kümme, nendest viis on mažoorsed ning viis minoorsed. Lisaks on RRSV genoomis kodeeritud ka mõned mittestruktuursed valgud. Segmentide kaupa on kodeerivad valgud järgmised:

			Segment 1 – B-ogasid moodustav valk VP1;

			Segment 2 – sisekapsiidivalk VP2;

			Segment 3 – mažoorne kattevalk VP3;

			Segment 4 – VP4A (viiruse RdRp) ja VP4B (tundmatu funktsioon) valgud; 

			Segment 5 – VP5 – guanülüültransferaas ja vastutab 5’-cap-struktuuri sünteesi eest;

			Segment 6 – tundmatu funktsiooniga valk VP6;

			Segment 7 – valk NS7;

			Segment 8 – eellasvalk VP8 molekulmassiga 67 kDa, see protsessitakse 42 ja 26 kDa produktiks (Joonis 190);

			Segment 9 – VP9, mis on tõenäoliselt vektorülekandega seotud valk;

			Segment 10 – tundmatu funktsiooniga valk NS10.

			RRSV genoomi replikatsioon toimub rakkude tsütoplasmas moodustuvates viroplasmides. Taimedes replitseerub RRSV eelkõige floeemirakkudes, vektoris aga süljenäärmetes ja mitmete muude putuka organite rakkudes. 
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			Joonis 190. RRSV genoomi ehitus. Näidatud on genoomi segmendid ja nende poolt kodeeritud valgud.

			 

			II.24.4. Perekond Phytoreovirus

			Phytoreoviirused on alamsugukonda Sedovirinae kuuluvad ikosaeedrilise sümmeetriaga partiklitega ja 12-st segmendist koosneva dsRNA genoomiga vektorilevikulised taimeviirused. Perekonna tüüpliigiks on Wound tumor virus (WTV), kuid enim on uuritud majanduslikult olulist Rice dwarf virus’t (RDV). WTV on levinud eelkõige USA-s ja nakatab kaheidulehelisi taimi. WTV avastati kõigepealt kollasest mesikast 1920-ndate alguses, aga teadaolevalt nakatab ta vähemalt 50 liiki taimi vähemalt 20 sugukonnast. WTV tekitab floeemi päritolu kasvajalaadseid struktuure nii võsudel kui ka juurtel (Joonis 191), aga olulist majanduslikku tähtsust tal siiski ei ole. Vektoriteks on tirdid, näiteks perekondadest Agallia ja Agalliopsis. 
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			Joonis 191. WTV põhjustatud varrekasvajad kollasel mesikal (Melilotus sp.).

			 

			RDV, mille tekitatud riisihaigust kirjeldas Takata juba aastal 1895, on levinud Jaapanis, Koreas, Ida-Hiinas, Filipiinidel, Tais, Nepalis. Peale riisi nakatab RDV ka söödavat kukehirssi. RDV põhjustatud taimehaiguse sümptomiteks on valkjad täpid ja triibud lehtedel, millega kaasneb kääbuskasv ja külgjuurte liigne vohamine (Joonis 192). RDV nakatatud taimed ei ole üldjuhul võimelised seemneid tootma. RDV on ainus tuntud taimede reoviirus, mille paljunemide ei ole rangelt piiratud floeemkoega. Viirust kannavad edasi tirdilised, näiteks perekondadest Nephotettix ja Inazuma. 

			 

			Virion, genoom ja replikatsioon

			RDV-l on kahekihilise kapsiidiga ikosaeedriline virion. Kapsiidi välimine kiht koosneb valgu P8 (46 kDa) trimeeridest, mis on organiseeritud T = 13 sümmeetria alusel. Selle välimise kihi struktuur on üpris sarnane rotaviiruste virionide välimiste kihtide omaga. Kapsiidi sisemine kiht koosneb valgu P3 (114 kDa) dimeeridest, mis on paigutunud T = 1 sümmeetria alusel. WTV-virioni kapsiid on kogunisti kolmekihiline: eespool nimetatutele lisandub veel amorfne välimine kiht, mis RDV virionidel puudub (Joonis 193).
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			Joonis 192. RDV-ga nakatatud (vasakul) ja terve (paremal) taim. (https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Rice_Dwarf_Virus). 
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			Joonis 193. WTV virionid elektronmikroskoobis (A) ja virioni ehituse skeem (B). Paneel A pärineb http://www.dpvweb.net/notes/showem.php?genus=Phytoreovirus

			 

			WTV ja RDV genoomid koosnevad 12 segmendist, mis on nummerdatud pikkuse järgi (S1–S12) (Joonis 194). RDV puhul on struktuurivalkudeks P1, P2, P3, P5, P7 ja P8; mittestrukturseid valke on samuti 6 ning neid tähistatakse Pns4, Pns6 jne. WTV-l on ilmselt ka seitsmes struktuurivalk, mis osaleb kapsiidi täiendava amorfse väliskihi moodustamises. 
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			Joonis 194. RDV genoom. Genoomi 10 segmenti on monotsistroonsed, 6 segmenti kodeerivad struktuurivalke ja 6 mittestruktuurseid valke. Segment 11 kodeerib kahte, segment 12 kolme valku (lisavalke pole joonisel näidatud).

			 

			Phytoreoviirusete genoomide segmendid kodeerivad järgmisi valke, millest osa (toodud tumedas kirjas) on taimes toimuvaks infektsiooniks spetsiifiliselt vajalikud.

			Segment 1 – viiruse peamine sisemise kapsiidi valk P1 (164 kDa). See valk on viiruse RdRp.

			Segment 2 – viiruse välimise kapsiidi (123 kDa) valk, vajalik vektorülekandeks.

			Segment 3 – mažoorne kapsiidivalk P3 (114 kDa), sel on kaks konformatsioonilist varianti (P3A ja P3B).

			Segment 4 – tundmatu funktsiooniga fosforüülitud mittestruktuurne valk Pns4.

			Segment 5 – mRNAde 5’-cap-struktuure sünteesiv guanülüültransferaas, P5-valk (90 kDa). 

			Segment 6 – mittestruktuurne valk Pns6, toetab viiruse rakust rakku liikumist taimedes ja vektorites.

			Segment 7 – kapsiidivalk P7, millel on nukleiinhappeid siduvaid omadused.

			Segment 8 – mažoorne välimise kapsiidi valk P8, moodustab trimeere, võib osaleda ka viiruse vektorülekandes.

			Segment 9 – tundmatu funktsiooniga mittestruktuurne valk Pns9.

			Segment 10 – mittestruktuurne valk Psn10, RNA vaigistamise supressor.

			Segment 11 – alternatiivse translatsiooni initsiatsiooniga kodeeritakse segmendilt kahte nukleiinhappeid siduvate omadustega valku Pns11a ja Pns11b.

			Segment 12 – alternatiivseid translatsiooni initsiatsiooni saite ja erinevaid lugemisraame kasutades kodeeritakse sellelt segmendilt kolme tundmatute funktsioonidega mittestruktuurset valku.

			Kokkuvõttes kodeerivad phytoreoviirused rohkem erinevaid mittestruktuurseid valke kui oryzaviirused ning enamiku viiruste kodeeritud valkude funktsioonid on praegusajal veel halvasti teada.

			Nagu teisedki taimede reoviirused on ka phytoreoviirused võimelised replitseeruma nii taimedes kui ka vektorputukates. Nagu putukatega levivate viiruste puhul tavaline, ei põhjusta nende paljunemine putukas vektorile erilisi probleeme. Sellest reeglist on erandiks RDV, mis põhjustab patoloogilisi muutusi (eelkõige rasvarakkudes) ka vektorputukates. Vektorputuka rakkudes toimuv phytoreoviirusinfektsioon meenutab loomade reoviiruste oma, näiteks siseneb RDV putuka sooletrakti rakkudesse klatriinisõltuva endotsütoosi teel. Nii taimedes kui ka tirtides toimub viiruse replikatsioon tsütosoolis paiknevates viroplasmides. Viirus võib kanduda tirtides põlvest põlve, küll aga puudub tal võime kanduda iseseisvalt üle nakatatud taimest nakatamata taimedesse või levikuks seemnete kaudu. Taimes toimuva infektsiooni jaoks kodeerib viirus transpordivalku, samuti valke, mis on vajalikud vektorlevikuks. Pns10, mis on RNA vaigistamise supressor, võib olla vajalik nii putuka- kui ka taimerakkudes, sest mõlemal juhul on RNAi-l viirusvastases kaitses oluline roll.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on reo- ja rotaviiruste virionide ehitus?

			2.Kuidas on organiseeritud reoviiruste genoom? 

			3.Millised on reoviiruste struktuurivalgud ja mis funktsioonid neil on?

			4.Millised on reo- ja rotaviiruste mittestruktuursed valgud ja nende funktsioonid?

			5.Kuidas toimub reo- ja rotaviiruste virionide rakku sisenemine ja rakkudest vabanemine? 

			6.Kus ja kuidas toimub reoviiruste RNA süntees?

			7.Mille poolest erineb rotaviiruse replikatsioonitsükkel reoviiruste omast?

			8.Millised on RRSV genoomi organisatsiooni omapära ning infektsiooni tunnused?

			9.Millised on phytoreoviiruste replikatsiooni eripärad ja infektsiooni tunnused?

		

	
		
			II.25. BIRNAVIIRUSED. SUGUKOND BIRNAVIRIDAE.

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Sugukonna Birnaviridae nimetus kajastab seda, et nendel viirustel on kahest dsRNA-st koosnev genoom. Genoomi kogupikkus on umbes 6 kbp, kodeeritavaid valke on enamasti viis. Kapsiid on ühekihiline, T = 13 sümmeetriaga ja sisaldab peale genoomi ka viiruse RNA polümeraasi. Infektsioonitsükkel on tsütoplasmaatiline. Sarnaselt teiste dsRNA viirustega toimuvad nii RNA transkriptsioon kui ka replikatsioon kapsiidis. Birnaviirusi on leitud kaladel ja lindudel, mistõttu neil on põllumajanduses oluline tähtsus. Osa birnaviiruseid nakatab ka putukaid. Birnaviiruste peamiseks molekulaarseks eripäraks on nende RNA polümeraas (VP1), mille struktuur erineb oluliselt teiste viiruste RNA polümeraaside omadest. Peale selle toimib VP1 terminaalse valguna (VPg), olles seega ilmselt ka osa viiruse RNA-de sünteesil praimeriks.

			 

			Sugukonna Birnaviridae ( nimetus tuleneb sõnadest bicomponent RNA. See sugukond kuulub riiki Orthornavirae valdkonnas Riboviria, kuid vahepealsed taksonid (hõimkond, klass, selts) 2020. a süstemaatikas veel puudusid. Sugukond jaguneb (2020. a) seitsmeks perekonnaks, tunnustatud viiruste liike oli üksteist. Seni ei ole leitud inimesi nakatavaid birnaviiruseid, seega puudub birnaviirustel teadaolev meditsiiniline tähtsus. Siinkohal märgime, et ka inimesel on olemas kahest dsRNA segmendist koosneva genoomiga viirus, kuid see kuulub sugukonda Picobirnaviridea. Küll aga on birnaviirused olulised põllumajanduses: sugukonna tüüpesindajaks on kanu nakatav Infectious bursal disease virus (IBDV), kalakasvatusi kahjustab lõhede Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV). Suhteliselt hästi on uuritud ka putukaid nakatav Drosophila X virus (DXV).

			 

			Virion ja genoom

			Birnaviirustel on ümbriseta, ühekihilise kapsiidi (T = 13) ja umbes 60-nm diameetriga ikosaeedrilised virionid (Joonis 195). Kapsiidi moodustab VP2-valk. Peale valmis VP2-valgu kuuluvad virioni veel VP2-eelvalgu lõikamisel tekkinud lühikesed peptiidid; IBDV puhul on pikim nendest 46 aminohappe jäägi pikkune. Virionis paiknev VP3 moodustab viiruse dsRNA-dega ribonukleoproteiinid. Vähesel hulgal leidub virionis ka VP4- ja VP1-valku. Viimast on virionides kahel kujul – vaba valguna ja kovalentselt genoomi 5’-otste külge kinnitunult. Viimasel viisil kinnitunud valke nimetatakse RNA-genoomsetel viirustel tavaliselt VPg-ks.
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			Joonis 195. (A) Birnaviiruse virioni ruumiline struktuur (PDB ID 1WCE) ja (B) selle ehituse skeem.

			 

			Birnaviirustel on kahest segmendist koosnev dsRNA genoom (Joonis 196). Virionides paikneb reeglina kaks koopiat kummastki dsRNA-st, mis on dimeerid ja pakitud VP3 poolt moodustatud ribonukleoproteiinidesse. Seega on birnaviiruse virioni pakitud genoom diploidne. RNA genoomi otstele kinnitunud valgud interakteeruvad üksteisega, mistõttu birnaviiruste genoomne RNA moodustab ka iseloomulikke mittekovalentseid tsirkulaarseid struktuure. Mõlemad genoomi segmendid on umbes 3 kbp pikkused ja neid nimetatakse A- ja B-segmentideks. Kõik lugemisraamid paiknevad alati ühes (positiivses) RNA-ahelas. Positiivsete ahelate 5’-UTR-ide, mille pikkus on umbes 100 nukleotiidijääki, järjestused on sarnased, 3’-UTR-ide omad aga mitte. Peale selle sisaldavad mõlema segmendi terminaalsed järjestused ka inverteeritud korduvjärjestusi. Tänu nendele elementidele võivad birnaviiruste positiivsed RNA-d (mRNA-d) moodustada mRNA-de pakkimiseks ja viiruse genoomi replitseerumiseks olulisi sekundaarstruktuure.
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			Joonis 196. Birnaviiruse genoomi ehitus. dsRNA mõlema ahela 5’-otsale on kovalentselt seondunud VP1-valk. RNA-de otsad sisaldavad inverteeritud kordusjärjestusi (IR, inverted repeat). Kodeerib üks RNA ahel. Segment A-le vastavalt mRNA-lt transleeritav VP2-VP4-VP3 liitvalk lõigatakse VP3 proteaasi poolt valmis valkudeks. Segmendilt A sünteesitud mRNA translatsiooni initsieerimine toimub lekkiva skannimismehhanismi (leaky scanning) abil.

			 

			Segmendi A kodeeriv ala sisaldab erinevates faasides kahte osaliselt kattuvat lugemisraami (Joonis 196). Pikem neist kodeerib liitvalku; valmisvalkude järjekord selles liitvalgus on N-otsast lugedes järgmine: kapsiidivalk (VP2) – proteaas (VP4) – virionisisene nukleokapsiidivalk (VP3). Lühem lugemisraam kodeerib mittestruktuurset VP5-valku. In vitro ei ole VP5 viiruse infektsioonilisuseks absoluutselt vajalik, kuid ta on oluline in vivo patogeensuseks. 

			Segment B kodeerib VP1-valku. VP1-valgus paikneva seriini jäägi hüdroksüülgrupp moodustab fosfodiestersideme RNA 5’-terminaalse G-jäägiga. Selle sideme ja koos sellega VP1-pG või VP1-pGpG praimerid sünteesib tänu oma auto-guanülüültransferaassele aktiivsusele VP1 ise. Ühtlasi on VP1 ka birnaviiruse RdRp (transkriptaas ja replikaas), guanülüül- ja metüültransferaas. Oma järjestuse ja struktuuri poolest on VP1 väga ebatüüpiline RdRp. Esiteks, katalüütilised motiivid ensüümi „peopesa“ domeenis paiknevad järjekorras C-A-B, samal ajal kui suurel enamikul viiruste polümeraasidest on nende motiivide järjekorraks A-B-C. Teiseks, VP1-valgu C-motiivis puudub RdRp-dele iseloomulik GDD (Gly-Asp-Asp) konsensusjärjestus; selle asemel on seal järjestus ADN. Ilmselt on tegemist kohastumisega, mille abil birnaviirused vähendavad oma RNA replikatsiooni efektiivsust: ADN-järjestuse vahetamine GDD-järjestuse vastu muudab birnaviiruste RdRp tunduvalt aktiivsemaks.

			 

			Birnaviiruste infektsioonitükkel

			Birnaviirused jälgivad paljunemisel samu reegleid kui teised dsRNA genoomsed viirused: infektsioon toimub tsütoplasmas, nakatatud rakus ei toimu kapsiidi täieliku dissotsieerumist ja kõik viiruse RNA sünteesid toimuvad kas rakku sisenenud või uuesti moodustunud kapsiidide sees. 

			Birnaviiruste retseptorite kohta on vähe teada. IBDV puhul on näidatud, et virioni rakule seondumiseks ja rakku sisenemiseks on oluline raku valk HSP90 (heat-shock protein 90). Virionide sisenemine rakkudesse on pH-st sõltumatu ja toimub rakumembraanidesse pooride tekitamise teel. IBDV puhul on selleks protsessiks oluline virionis paiknev ja VP2 eelvalgust pärinev 46 aminohappejäägi pikkune peptiid, mis on võimeline raku membraane destabiliseerima.

			Birnaviiruse replikatsioonitsükli uurimist raskendab asjaolu, et nende viiruste infektsioon ei mõjuta oluliselt raku biosünteese; viimaste foonil on viirusespetsiifiliste RNA-de sünteesi väga raske analüüsida. Erinevalt reoviirustest ei vaja birnaviiruste virionid transkriptsiooni aktiveerimiseks kapsiidivalkude proteolüüsi. Arvatavasti tuleneb see asjaolust, et nende virionidel on ühekihiline kapsiid. Transkriptsioon (positiivsete RNA-de süntees) on poolkonservatiivne, s.t toimub vanemahela väljatõrjumisega. Sünteesitakse kaks mRNA-d, mis vastavad genoomi kahele segmendile. mRNA-de hulgad on ligikaudu võrdsed ja enamasti sisaldavad nad 5’-otsas cap-struktuuri. Samas on oletatud, et osa positiivsete RNA-de, võimalik et tulevaste genoomsete dsRNA-segmentide positiivsete ahelate sünteesil toimub transkriptsiooni praimimine VP1-valgu poolt, mistõttu sellistel RNAdel 5’-cap-struktuur puudub. 

			Segment A kodeeritud VP2-VP4-VP3 liitvalgu lõikab valmisvalkudeks viiruse proteaas (VP4); lõikamised toimuvad in cis. Vahetult enne virionide moodustumist ja/või virionide moodustamise käigus toimub VP2-eelvalgu täiendav lõikamine valgu C-otsas asuvatest saitidest (Joonis 196). Selline VP2 etapiviisiline valmimine on oluline korrektsete virionide moodustamiseks. VP5 translatsioon initsieeritakse samalt mRNA-lt ilmselt lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) mehhanismi kasutades (Joonis 196).

			Uute partiklite moodustamisel ja positiivsete RNA-de pakkimisel on kriitilise tähtsusega VP3-valk, mis seob nii viiruse mRNA-sid, kapsiidivalku ja selle eelvalke kui ka VP1-valku. VP3 moodustab viiruse RNA-dega ribonukleoproteiinid, moodustatavasse virioni pakitakse kahekordne komplekt RNA-sid; võimalik, et see tuleneb dimeersete struktuuride moodustamisest viiruse mRNA-de poolt. Replikatsioon (negatiivse ahela süntees) toimub moodustunud subviraalsetes partiklites. On oletatud, et VP1 võib toimida negatiivsete RNA- ahelate sünteesil praimerina. Virionide vabanemisel rakkudest on oluline roll VP5-valgul, samas on andmeid tema toimimismehhanismide kohta, näiteks kas ta põhjustab rakkude apoptoosi või mitte, vastukäivad.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Birnaviiruste RNA replikatsioonitsükli sarnasused ja erinevused, võrreldes reoviiruste RNA replikatsioonitsükliga.

		

	
		
			II.26. SUGUKOND RHABDOVIRIDAE

			Andres Merits, Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Enamik rabdoviiruseid nakatab selgroogseid ja putukaid, kuid on ka selliseid, mis nakatavad üksnes selgroogseid või siis hoopis putukaid ja taimi. Rabdoviiruste genoomiks on negatiivne mittesegmenteeritud ssRNA. Genoom on pakitud ribonukleoproteiiniks, mis paikneb ümbrisega virionis. Ribonukleoproteiini kuulub kolm viiruse valku (N, P ja L), ümbrises on üks viiruse glükovalk (G-valk) ja ümbrise ning ribonukleoproteiini vahel paikneb maatriksvalk (M). Lihtsamate rabdoviiruste genoomid sisaldavadki vaid nende viie valgu geeni; need paiknevad genoomi 3’-otsast lugedes järjekorras N-P-M-G-L. Genoomse RNA otstes on lühikesed 3’-liider- ja 5’-treiler järjestused; geene eraldavad üksteisest kahe nukleotiidijäägi pikkused speiserid. Rabdoviirused sisenevad rakku endotsütoosiga ja enamikul nendest, kuid mitte kõigil, toimub RNA replikatsioon tsütoplasmas. Esimeseks biosünteesiks on transkriptsioon – mRNA-de süntees – mida viib läbi virionis kaasas olnud RNA polümeraas. mRNA-d sünteesitakse stop-and-start-mehhanismiga ja nende proportsioonid on määratud vastava geeni asukoha poolt genoomis. mRNAde 5’-cap-struktuurid ja 3’-polü(A) järjestused sünteesib viiruse RNA polümeraas. Erinevalt transkriptsioonist vajab viiruse RNA replikatsioon N- ja P-valkude juurdesünteesimist ning toimub katkestusteta ühest genoomi otsast teise otsani. Replikatsiooni käigus sünteesitavat RNA-d – antigenoomi – ei modifitseerita, see pakitakse ribonukleoproteiiniks. Antigenoomilt ei sünteesita valke, tema funktsiooniks on olla matriitsiks uute negatiivsete genoomide sünteesil. Replikatsioon on asümmeetriline: genoome sünteesitakse oluliselt rohkem kui antigenoome. Infektsiooni lõpus seob M-valk ribonukleoproteiine, see surub maha transkriptsiooni ja käivitab transpordi raku plasmamembraanile, kus toimub virionide moodustamine. Virionid vabanevad rakust pungumise teel. 

			 

			Sugukond Rhabdoviridae kuulub hõimkonna Negarnaviricota (riik Orthornavirae, valdkond Riboviria) alamhõimkonda Haploviricotina klassi Monjiviricetes kuuluvasse seltsi Mononegavirales. Kõikidel Mononegavirales’te esindajatel on sarnane genoomide ehitus ja koos sellega ka sarnane geeniekspressiooni strateegia. Rabdoviirused, mida mõnikord kirjutatakse eesti keeles ka kujul „rhabdoviirused“, kujutavad endast ühtesid kõige lihtsama ehitusega Mononegavirales’te esindajaid; mõnedel nendest on genoomis vaid viis geeni. Samas pole sugukond Rhabdoviridae kuigi homogeenne; siia kuulub ka suuremate ja keerulisema ehitusega genoomidega viiruseid. Üldse on 2020. a seisuga teada u 190 tunnustatud rabdoviiruse liiki, mis jagunevad 30 perekonda. Nagu ka teiste viiruste puhul pole kahtlust, et rabdoviiruste süsteemaatika muutub edaspidi üsna oluliselt. 

			Rabdoviirused nakatavad nii selgroogseid kui ka selgrootuid loomi ja mõned rabdoviiruste perekonnad hoopis taimi. Tüüpiliselt on igal rabdoviirusel küllalt lai peremeeste ring. Suurem osa selgroogsete loomade rabdoviirustest nakatavad ka selgrootuid (putukad) vektoreid – seega on tegemist arboviirustega. Sama teevad ka kõik taimi nakatavad rabdoviirused, nende puhul kasutatakse mõistet vektorülekandelised viirused. Vähesed rabdoviirused (nt marutõveviirus) on teada vaid selgroogsetel peremeestel ja putukvektoreid neil ei ole. Vastukaaluks on teada ka rabdoviirused, näiteks Drosophila melanogaster sigmavirus, mis nakatavad ainult putukaid ja neil ei ole selgroogset peremeest. Sugukonna tüüpesindajaks on perekonda Vesiculovirus kuuluv vesikulaarse stomatiidi viirus (Vesicular stomatitis virus; VSV; ametlik liiginimetus on Indiana vesiculovirus), mis on ka enim uuritud rabdoviirus. VSV nakatab enamasti koduloomi (veised, hobused ja sead), harvem ka inimesi; viimasel juhul on infektsioon enamasti asümptomaatiline ehkki võivad ilmneda ka gripilaadsed haigusnähud. Meditsiiniliselt tähtsaim sugukonna Rhabdoviridae esindaja on perekonda Lyssavirus kuuluv marutõveviirus (ametlik liiginimetus Rabies lyssavirus).

			 

			II.26.1. Perekond Vesiculovirus

			Virion ja struktuurivalgud.

			Enamiku rabdoviiruste virionid on kuulikujulised, VSV puhul mõõtmetega 180 × 75 nm. Virionid koosnevad kahest peamisest struktuurist (Joonis 197).

			1.Nukleokapsiid (ribonukleoproteiin, RNP) on niidikujuline (diameeter 3,6 nm) spiraalne struktuur, mis koosneb genoomsest RNA-st ning temaga seondunud polümeraas-kompleksist (Joonis 197), mille moodustavad: 

			-RNA-d ümbritsev nukleokapsiidivalk N, mille iga monomeer katab genoomis üheksat nukleotiidi. Kokku on virionis umbes 1200 N-valgu koopiat.

			-N-valgule kinnituv fosfoproteiin: P-valk, mida on virionis umbes 500 koopiat. P-valk vahendab L-valgu seondumist nukleokapsiidile ja soodustab viiruse RNA polümeraasi kontakti genoomse RNA-ga. Virionis paiknev P-valk moodustab tetrameere ja on oma N-otsa poolses osas fosforüülitud. 

			-P-valgule kinnituv RdRp katalüütiline allühik: L-valk („L“ ingl large), mida on virionis u 50 koopiat. L-valk kujutab endast multifunktsionaalset ensüümi, olles viiruse RdRp katalüütiline allühik, cap-struktuuri ja mRNA-de polü(A) järjestusi sünteesiv ensüüm. Ühtlasi on L-valk oma järjestuselt rabdoviiruste kõige konserveerunum valk.

			Virionisse pakitud RNP moodustab superheeliksi (Joonis 197), mis teeb u 35 pööret virioni kohta. Superheeliksi välisküljel paikneb u 1200 M-valgu („M“ ingl matrix) molekuli, mille interaktsioonid N-valguga hoiavad seda struktuuri koos. M-valk on väike, kuid multifunktsionaalne valk ning on muu hulgas vajalik virionide moodustamiseks ja RNP-lt toimuva transkriptsiooni mahasurumiseks. Virionis on seda valku kokku u 1800 koopiat.

			2.Ümbris koosneb peremeesraku plasmamembraanist pärinevatest lipiididest ja kahest viiruse kodeeritud valgust. Selles paikneb u 600 M-valgu molekuli, seega ligikaudu kolmandik virionis leiduvatest M-valgu molekulidest. M-valk toimib RNP ja G-valgu vahelise sillana ning stabiliseerib G-valgu trimeere, mida on ümbrises umbes 400. G-valgu trimeerid moodustavad virioni pinnal paiknevad ogastruktuurid (Joonis 197). G-valgul on suur rakuväline (N-terminaalne) domeen; transmembraanne ja tsütoplasmaatiline (C-terminaalne) domeen on lühikesed. Valmis G-valk on N-glükosüülitud („G“ ingl glycoprotein). Kuna tegemist on ainsa rabdoviiruse virioni välispinnal paikneva valguga, pole raske ära arvata, et G-valk on nii rabdoviiruse antiretseptor kui ka fusioonivalk. 
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			Joonis 197. A. Rabdoviiruse virionid nähtuna elektronmikroskoobis, foto pärineb http://www.virology.net/Big_Virology/BVRNArhabdo.html (A) ja virioni ehituse skeem (B).

			 

			Genoom

			Rabdoviiruste genoomsel RNA-l puudub 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) järjestus; samuti ei sisalda see lugemisraame. Selline ehitus on ühine kõikidele negatiivse polaarsusega RNA- viiruste genoomidele. Nii rabdoviirustel kui ka kõigil teistel negatiivse polaarsusega RNA- genoomsetel viirustel paiknevad lugemisraamid genoomile komplementaarses (positiivses) orientatsioonis (Joonis 198). Genoomse RNA 5’- ja 3’-otstes asuvad umbes 50 nukleotiidijäägi pikkused liider- ja treilerregioonid, mis viiruse geenidesse ei kuulu. Liider ja treiler on osaliselt komplementaarsed, s.t kujutavad endast mittetäiuslikke inverteeritud korduvjärjestusi.
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			Joonis 198. Rabdoviiruse (VSV) genoomne RNA ja sellelt sünteesitud transkriptid – mRNA-d. Genoomses RNA-s paiknevad geenid järjestuses 3’-N-P-M-G-L-5’. Geenide vahel paiknevad intergeensed regioonid (IR), genoomi 3’-otsas paikneb liider- ja 5’-otsas treilerjärjestus. 

			 

			Rabdoviiruste ja teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruste puhul nimetatakse geeniks individuaalse mRNA (või mRNA-de grupi) transkriptsiooni eest vastutavat ala. Seega ei kujuta rabdoviiruse geenid endast ainult valku kodeerivat lugemisraami, nende koostisesse kuuluvad ka transkriptsiooni käivitavad/lõpetavad järjestused ning mittekodeerivad regioonid. VSV-geenid on genoomis asetunud väga kompaktselt: geenidevaheliste alade, mida mRNA-sse ei kopeerita (ingl intergenic region, IR), pikkus on vaid 2 nukleotiidijääki. Geenide järjekord VSV-genoomis on 3’-N-P-M-G-L-5’. Need viis geeni on kõikidel rabdoviirustel. Keerulisemate ja suuremate genoomidega rabdoviirustel on veel üks või rohkem täiendavat geeni, mis paiknevad N- ja L-geenide vahele jäävas regioonis ja kodeerivad enamasti mittestruktuurseid valke. Nende täiendavate geenide järjestused ei ole sugukonnas konserveerunud ja enamasti ei ole nende funktsioonid teada. Sellistel viirustel on IR-regioonid pikemad, mõnikord isegi rohkem kui 50 nukleotiidijäägi pikkused, ning nende järjestused ja pikkused ei ole konserveerunud. 

			 

			VSV infektsioonitsükkel 

			VSV replitseerub nakatatud rakkude tsütoplasmas. Infektsioonitsükkel kestab 12–18 tundi ja lõpeb peremeesraku surmaga. Täpsemalt, surmaga lõpeb infektsioon selgroogse peremehe rakkude puhul, putukvektori rakkude puhul on VSV-infektsioon asümptomaatiline. VSV infektsioonitsükli üldskeem on toodud joonisel 199.

			 

			[image: ]

			Joonis 199. VSV infektsioonitsükli üldskeem (seletused tekstis). 

			 

			Seondumine rakule ja rakku sisenemine 

			VSV antiretseptoriks on G-valk. Rakupoolse retseptori kohta on andmed väga vastuolulised. Osalt on selle põhjuseks asjaolu, et VSV seondub paljudele rakutüüpidele. Millist iganes molekuli (või molekule) ta seejuures ka ei kasutaks, on selge, et G-valgu ja individuaalse retseptormolekuli side on nõrk. Selliste nõrkade interaktsioonide uurimine on paraku keeruline ülesanne. Viirusele endale nõrgad interaktsioonid aga erilisi probleeme ei tekita: samal ajal seob retseptoreid palju G-valgu molekule. On väidetud, et VSV retseptoriks on raku LDL- (low density lipoprotein) retseptor või LDL-retseptorite perekonda kuuluv valk. Samas on väga kaheldav, et LDL toimib VSV-retseptorina nii selgroogse kui ka vektorputuka rakkudel. Peetakse võimalikuks, et VSV-l kindlat retseptorit polegi ja virionide seondumine raku membraanile toimub ebaspetsiifiliste elektrostaatiliste ja hüdrofoobsete interaktsioonide abil. Kindel on ka see, et erinevad rabdoviirused seonduvad rakkudele erineval moel, sealhulgas erisuguseid retseptoreid kasutades. Näiteks on marutõveviirusel leitud vähemalt kolm erinevat suure afiinsusega retseptorit. Arvestades, et tegemist on väga neurotroopse viirusega, pole üllatav, et kõik kolm on neuronite pinnavalgud. Samas suudab marutõveviirus nakatada ka muid rakutüüpe, mis räägib sellest, et ta kasutab rakkudele seondumiseks ka muid madalama afiinsusega retseptormolekule.

			Sisenemine rakku toimub klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Endotsütootilistes vesiikulites pH langeb; pH tase < 6,5 käivitab G-valgu konformatsiooni muutuse, mis erinevalt enamikust viirustest pole VSV G-valgu puhul pöördumatu. Fusioonpeptiidid paigutuvad G-valgu molekulide ümbrise membraanist eemale asuvasse otsa ja käivitavad virioni ümbrise ja vesiikuli membraanide liitumise. Samal ajal või vahetult pärast seda toimub M-valgu dissotsieerumine RNP küljest, selle tulemusena vabaneb viiruse RNP raku tsütoplasmasse. VSV genoomne ja ka replikatsiooni käigus sünteesitud antigenoomne RNA jääb alati RNP-sse. Erinevalt mRNA transkriptidest ei esine need molekulid kunagi vaba RNA-na. Sama reegel kehtib ka teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomsete viiruste puhul (ptk-d II.27–II.32).

			 

			Transkriptsioon (mRNA-de süntees) ja translatsioon

			Nakatatud rakkudes on rabdoviiruste esimeseks biosünteesiks viirusespetsiifiliste mRNA-de süntees. Seda nimetatakse transkriptsiooniks ja see eelneb viiruse valgusünteesile ning on temast sõltumatu. Loogiliselt võttes muid võimalusi neil viirustel tegelikult polegi – kohe valke sünteesida rakku sisenenud viirus kuidagi ei saa, sest tema RNA genoomis puuduvad lugemisraamid. Siit tuleneb muidugi ka asjaolu, et mRNA-de sünteesiks vajalikud ensüümid peavad olema virioni kaasa pakitud. Ka see on ainus võimalus, sest rakus lihtsalt ei ole ühtegi ensüümi, mis suudaks viiruse RNP matriitsil mRNA-sid sünteesida. Kõrvale jättes mittekanoonilise hepatiit D viiruse, on need kaks omadust – infektsiooni alustamine transkriptsioonist ja RNA polümeraasi virionides kaasaskandmine – omased kõikidele negatiivse polaarsusega RNA-genoomsetele viirustele. Sarnasused lähevad isegi kaugemale: nagu ka teistel negatiivse polaarsusega RNA genoomsetel viirustel, on rabdoviirustel transkriptsioon ja RNA replikatsioon teineteisest fundamentaalselt erinevad protsessid (Joonis 200):

			1.Transkriptsioon on mRNA-de, mis on vabad positiivse polaarsusega RNA molekulid, süntees genoomsel (negatiivsel) RNP matriitsil. Seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste mRNA-d on genoomist alati oluliselt lühemad.

			2.Replikatsioon on genoomsel RNP-l (ingl virion RNA, vRNA) täispika antigenoomse RNP (ingl complemantary RNA, cRNA) süntees ja sellel omakorda genoomse RNP (vRNA) süntees. Antigenoomne cRNA on küll positiivse polaarsusega, kuid ei ole kunagi translatsiooniliseks matriitsiks ja on alati pakitud ribonukleokapsiidi.
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			Joonis 200. Rabdoviiruse transkriptsioon erineb replikatsioonist. Transkriptsiooni käigus sünteesitakse mRNA-d, replikatsiooni käigus RNP-desse pakitud genoomid (vRNA-d) ja antigenooomid (cRNA-d).

			 

			Viiruse mRNA-de sünteesi (transkriptsiooni) teostab RNP-ga seotud polümeraaskompleks, kuhu kuulub üks L-valgu koopia ja mõlematest otstest fosforüülitud P-valgu tetrameer: L-P4-polümeraas. Matriitsiks on RNP-s asuv genoom – vRNA. Kust ja kuidas saab transkriptsioon täpselt alguse, on olnud pikka aega ebaselge. Selle põhjuseks on asjaolu, et kasutades katseklaasis virionidest puhastatud polümeraaskompleksi, toimub see üht-, viirusega nakatatud rakkudes aga teistmoodi.

			-Katseklaasis läbiviidava reaktsiooni puhul algab transkriptsioon genoomi 3’-otsast. Kõigepealt sünteesitakse 47 nukleotiidijäägipikkune liider-RNA, mille 5’-otsas puudub cap-struktuur ja millel pole 3’-polü(A) järjestust. Liider-RNA sünteesi järel transkriptsioon katkeb ja liider-RNA vabaneb. Edasi initsieerib transkriptaas esimese (N) geeni transkriptsiooni.

			-Nakatatud rakkudes alustatakse, vähemalt osaliselt, transkriptsiooni kohe N-geeni algusest ja liider-RNA-d ei sünteesita.

			Parim seletus sellele vastuolule on peremeesraku faktorite osalemine VSV transkriptsioonis. On leitud vähemalt kolm sellist valku ja näidatud, et kui lisada neid katseklaasis läbiviidavasse reaktsiooni, siis võib ka siin alata transkriptsioon otse N-geenilt.

			Pärast N-geeni transkribeerimist sünteesib transkriptaas järjestikku individuaalsed mRNA-d ka P-, M-, G- ja L-geenidele. Igas geenide vahekohas transkriptaas peatub ja alustab seejärel uuesti sünteesi. Sellist käitumist nimetatakse re-initsiatsiooni ehk stop-and-start-mudeliks (Joonis 201). Seejuures alustab igas geenide vahekohas järgmise mRNA sünteesi 70–80% transkriptaasi kompleksidest; erandiks on G- ja L-geenide vaheline ala, kus re-initsiatsiooni sagedus on oluliselt väiksem. Sellel põhineb VSV-geenide ekspressiooni regulatsioon: viirusespetsiifilisi mRNA-sid sünteesitakse proportsioonis N>P>M>G>>L. Iga mRNA süntees toimub individuaalse initsieerimisega 3-…UUGUC…-5’-järjestusel ja termineerimisega 3’-…AUACUUUUUUU…-5’-järjestusel. Eelmise mRNA sünteesi termineerimine ja järgmise mRNA sünteesi initsieerimine on üksteisega seotud sündmused; (U)7-järjestus geenide vahealas toimib nii polü(A)-sünteesi kohana (terminaatorina) kui ka transkriptsiooni re-initsieerimisel olulise järjestusena. 
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			Joonis 201. Rabdoviiruse mRNA-de süntees toimub stop-and-start-mudeli järgi. (A) Geeni lõpp (End), vaheala (IR, intergenic region) ja järgneva geeni algus (Start) kujutavad endast terviklikku transkriptsioonisignaali. Selleni jõudes sünteesib viiruse polümeraas libisemismehhanismiga mRNA-de polü(A) järjestused, termineerib sünteesi ja alustab umbes 80% tõenäosusega järgmise geeni transkriptsiooni. (B). Stop-and-start-mehhanismi kasutamise tõttu transkribeeritakse aktiivsemalt rabdoviiruse genoomi 3’-otsa pool asuvaid geene. 

			 

			Kõigil rabdoviiruste mRNA-del on 5’-cap-struktuurid ja 3’-polü(A) järjestused. Vastavad mRNA-de modifitseerimised teostab L-valk ja nende toimumiseks on olulised ülal kirjeldatud transkriptsiooni alustamise ja lõpetamise järjestused. Cap-struktuuri süntees toimub rabdoviirustel ning tõenäoliselt ka teistel seltsi Mononegavirales kuuluvatel viirustel unikaalse mehhanismi abil. Esiteks, erinevalt raku cap-sünteesist, algab VSV cap-süntees kahe fosfaadi eemaldamisega sünteesitava mRNA 5’-otsast. Teiseks, cap-struktuuri metüülimisel osaleb vaid üks ensüüm (viiruse L-valk) ja kaks metüülimist toimuvad raku mRNA-de 5’-cap-struktuuride metüülimisega võrreldes vastupidises järjekorras. mRNA-de polü(A) saba sünteesitakse polümeraasi libisemisega geenidevahelisel konserveerunud 3’-AUACUUUUUUUGA-5’-järjestusel (Joonis 202). 

			 

			[image: ]

			Joonis 202. Rabdoviiruste mRNA-de polü(A) järjestused sünteesitakse polümeraasi tagasilibisemise tulemusena. Kuna see sündmus leiab aset korduvalt, kopeerib polümeraas ühte ja sedasama U-jääki palju kordi.

			 

				Nagu viirustel ikka, ei suuda üks rakku sisenenud VSV-genoom toota mõistliku aja jooksul piisaval hulgal mRNA-sid tagamaks uue virionide põlvkonna moodustamiseks vajalike valkude koguste sünteesi. Seepärast eristatakse VSV-l primaarset transkriptsiooni, mis toimub rakku sisenenud RNP-lt, ja sekundaarset transkriptsiooni, mis toimub replikatsiooni käigus moodustunud uutel genoomset RNA-d sisaldavatel RNP-del. Sekundaarne transkriptsioon on primaarsest oluliselt efektiivsem – sünteesitud mRNA-de hulgad on palju suuremad. See ei tulene erinevate mehhanismide kasutamisest, vaid lihtsalt sellest, et sekundaarses transkriptsioonis osaleb palju suurem arv viiruse RNP-sid. 

			Sünteesitud mRNA-de translatsioon algab juba nende sünteesi käigus. Translatsioon toimub kas vabade polüsoomide poolt (N-, P-, M- ja L-valgud) või ER-iga seotud polüsoomidel (G-valk). Sünteesitavate valkude proportsioonid on määratud vastavate mRNA-de proportsioonidega. 

			 

			RNA replikatsioon

			Nagu ülal märgitud, sõltub VSV replikatsioon aktiivsest ja kestvast viirusespetsiifiliste valkude sünteesist. Eriti olulised on siin N- ja P-valgud: kui nende valkude sünteesi ei toimu, ei toimu ka üleminekut transkriptsioonilt RNA replikatsioonile. Kui N- ja P-valkude süntees katkestada, katkeb ka RNA replikatsioon. Nagu allpool kirjeldatud, on sellel mitu põhjust.

			Replikatsiooni käigus sünteesitakse esmalt komplementaarsed, positiivse polaarsusega ja täispikad cRNA-d, mis pakitakse sünteesi käigus RNP-desse. Järgnevalt sünteesitakse cRNA-sid sisaldavate RNP-de matriitsil uued genoomid (vRNA-d), mis pakitakse samuti sünteesi käigus RNP-desse. VSV-infektsioonis on vRNA-de/cRNA-de sünteesimise suhe umbes 20–50 : 1 ehk siis genoome sünteesitakse antigenoomidest oluliselt rohkem. Mehhanism, mis selle vahekorra tagab, on iseenesest lihtne: vRNA/cRNA sünteesi suhe on määratud vastavatel promootoritel toimuva initsieerimise sagedusega ehk siis promooterite tugevuse vahekorraga. Genoomi otste, mis on ka promooter-regioonideks, osalise komplementaarsuse tõttu on genoomis ja antigenoomis asuvad promooterid teineteisega sarnased. See puudutab eelkõige 3’-otsast loetuna esimest 18 nukleotiidi, mis moodustavad core-promooteri. Genoomis ja antigenoomis paiknevate core-elementide järjestuste sarnasus on oluline, sest see võimaldab sama RNA polümeraasi kasutamist. Lisaks võimaldab komplementaarsus ka genoomse RNA 3’- ja 5’-otste paardumist; on näidatud, et selline interaktsioon aktiveerib RNA replikatsiooni. Samas pole genoomi ja antigenoomi 3’-otsad täiesti identsed: regioonis, mis jääb RNA 3’-otsast lugedes 19. ja 46. nukleotiidi jäägi vahele, on suhteliselt palju erinevusi. Need erinevused kajastavad promooterite erinevaid funktsioone:

			-genoomses ahelas oleva promooteri puhul võimendavad need järjestused mRNA-de transkriptsiooni; 

			-antigenoomis, millelt mRNA-sid ei transkribeerita, pole selline aktiivsus aga vajalik. Seetõttu toimib vastav regioon replikatsiooni võimendajana (enhanserina). 

			Nii tagavad promooterite järjestuste erinevused selle, et antigenoomi (cRNA) 3’-otsas paiknev promooter on genoomi (vRNA) 3’-otsas paiknevast promooterist oluliselt tugevam. 

			cRNA-de ja vRNA-de 5’-otstel on replikatsioonis samuti väga oluline funktsioon: nendes regioonides paiknevad spetsiifilised N-valku siduvad järjestused. N-valgu seondumine sünteesitavale cRNA-le või vRNA-le algab kohe pärast sünteesi initsieerimist ja seetõttu pakitakse sünteesitavad cRNA-d ja vRNA-d N-valgu poolt RNP-deks juba sünteesi käigus. N-valgu seondumist sünteesitavale RNA-le vahendab P-valk, mis moodustab N-valguga nn N0-P-kompleksid, kuhu kuuluvad üks N-valgu ja kaks P-valgu monomeeri (Joonis 203). P-valgu roll selles kompleksis seisneb ilmselt N-valgu õige konformatsiooni hoidmises. 
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			Joonis 203. Rabdoviiruse RNA replikatsiooni käigus toimub vRNA ja cRNA-de pakkimine RNP-desse. Selleks on vajalik N- ja P-valkude süntees, nendevahelise N0-P-kompleksi moodustumine ja seondumine kasvavale vRNA (või cRNA) molekulile.

			 

			Replikatsioon algab täpselt genoomi 3’-otsast ja selle käigus ignoreerib viiruse RdRp geenidevahelisi stopp-signaale. Ühest küljest tuleneb see asjaolust, et sünteesitava RNA pakkimine N-valgu poolt RNP-deks takistab terminatsiooni toimumist. Peamine põhjus, miks RNA replikatsioon transkriptsioonist erineb, seisneb siiski selles, et neid protsesse viivad läbi erineva koostisega ensüümid – toimib nn kahe polümeraasi mudel. Selle mudeli järgi viib transkriptsiooni läbi polümeraasikompleks, kuhu kuuluvad L-valk ja oma mõlemast otsast fosforüülitud P-valgu tetrameer (L-P4 polümeraas). RNA replikatsiooni teostab aga L-valgust ja uuesti sünteesitud N- ja P-valkudest koosnev L-N-P4-polümeraas, milles P-valk on fosforüüleeritud ainult C-terminaalsest otsast.

			 

			Virionide moodustumine ja pungumine rakust

			Rabdoviiruste virionide moodustamine on kolmeastmeline protsess.

			1.Uuesti sünteesitud N-, P- ja L-valgud assotsieeruvad sünteesitava vRNA-ga (ja cRNA-ga) juba replikatsiooni käigus; moodustuvad uued RNP-d (Joonis 203). Rabdoviiruste pakkimissüsteem pakib virionidesse nii vRNA-sid kui ka cRNA-sid sisaldavaid RNP-sid. Siiski on vRNA-sid sisaldavaid (korrektseid) virione palju rohkem. Selle üheks põhjuseks on vRNA-de suurem hulk nakatunud rakkudes. Peale selle on näidatud, et VSV vRNA 5’-otsa lähedal asub järjestus, mis soodustab vRNA-de eelistatud pakkimist virionidesse. Mitmetel rabdoviirustel, näiteks marutõveviirusel, selline järjestus puudub.

			2.Järgnevalt interakteerub RNP-ga M-valk. Sellel seondumisel on mitmeid tagajärgi: surutakse maha vRNA-delt toimuv transkriptsioon, RNP-d moodustavad superheeliksi ja nn skeletistruktuuri. 

			3.M-valk interakteerub ka plasmamembraanis paikneva G-valgu tsütoplasmaatilise domeeniga ja soodustab sellega G-valgu trimeriseerumist. Virionide pungumise, mis toimub, „kuuli“ kumer ots ees, käivitab skelett-struktuuri (RNP + M-valk) interaktsioon G-valkudega rikastunud plasmamembraaniga. Kui infektsioon toimub polariseeritud rakkudes, siis pungub VSV raku basolateraalselt membraanilt.

			 

			Rabdoviirusinfektsiooni mõju peremeesrakule

			Marutõveviiruse puhul on näidatud, et see viirus suudab spetsiifiliselt inhibeerida I tüüpi interferoonide vahendatud rakkude viirusvastast kaitsereaktsiooni. Selleks on oluline viiruse P-valk, mis blokeerib STAT-faktori vahendatud signaaliülekannet. 

			VSV nagu ka teised arboviirused on vektorputuka rakkudele vähetsütotoksiline: nakatunud rakud jäävad ellu ning suruvad ajapikku viiruse paljunemist maha; selle tulemusena tekkib persistentne infektsioon. Selgroogsest peremehest pärinevas rakus surub VSV peremehe makromolekulide, sealhulgas interferoonide indutseeritud geeniproduktide, sünteesi maha. Ka kutsub VSV nendes rakkudes esile tsütopaatiliste efektide – rakkude ümardumine ja eraldumine substraadilt ning membraanide permeaabluse suurenemine – tekkimise. 

			Raku transkriptsiooni mahasurumine VSV poolt on märgatav juba 1 tund pärast raku nakatumist ja saavutab maksimaalse ulatuse (umbes 90%) 4–6 tundi pärast infektsiooni algust. Pikka aega arvati, et selle eest vastutab transkriptsiooni käigus sünteesitud liider-RNA. Samas ei suudetud välja selgitada, kuidas selline liider-RNA vahendatud transkriptsiooni inhibeerimine täpselt toimub. Ka praegu ei saa välistada, et liider-RNA võib mingil viisil raku transkriptsiooni mõjutada. Küll aga on selge, et peamiseks peremeesraku transkriptsiooni inhibiitoriks on tegelikult VSV-l M-valk. See valk transporditakse osaliselt rakutuuma, kus ta seondub raku transkriptsioonifaktori TFIID-ga ja inaktiveerib selle. Lisaks inhibeerib VSV M-valk raku mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse. 

			Raku mRNA-de translatsiooni mahasurumine leiab aset umbes samal ajal kui transkriptsiooni inhibeerimine. Translatsiooni puhul inhibeerib viirus raku mRNA-de translatsiooni initsieerimist ja taas vastutab selle eest M-valk, mis mingil moel mõjutab translatsioonifaktorit eIF4F. Raku mRNA-sid ei degradeerita, selle asemel toimub nende pakkimine translatsiooniliselt mitteaktiivsetesse ribonukleoproteiinidesse. Viiruse enda mRNA-de translatsioon jääb aga aktiivseks ja on raku PKR-i põhjustatud translatsiooni inhibeerimise suhtes resistentne; jällegi on siin mingi roll M-valgul. Üldse on M-valk VSV peamiseks tsütotoksilisuse faktoriks, vastutades lisaks ülaltoodule ka aktiini, tubuliini ja vimentiini depolümeriseerumise eest, põhjustades sellisel viisil rakkude ümardumist. Raku DNA sünteesi mahasurumine VSV poolt võib olla kaudne efekt, tulenedes raku transkriptsiooni ja translatsiooni blokeerimisest.

			 

			II.26.2. Perekond Nucleorhabdovirus

			Kahe rabdoviiruste perekonna – Cytorhabdovirus ja Nucleorhabdovirus – esindajate peremeesteks on taimed. Evolutsiooniliselt on need perekonnad teineteisele lähedasemad kui muudele rabdoviiruste perekondadele. Mõlema taimi nakatava perekonna esindajad on vektorilevikulised, ülekanne on replikatiivne ning viirus replitseerub ka vektorputukas. Taimerakku pääsevad need viirused, nagu taimeviirused enamasti, vektorputukate poolt tekitatud vigastuste kaudu. 

			Nukleorabdoviirused on ainsad teadaolevad rabdoviirused, mis replitseeruvad raku tuumas, nakkusele on iseloomulik tuuma ruumala oluline suurenemine infektsiooni käigus. Perekonna tüüpesindajaks on Potato yellow dwarf nucleorhabdovirus (PYDV), mille avastasid M. F. Barrus ja C. C. Chupp 1922. a. USA-st; veel on seda viirust leitud Kanadast. Nagu nimigi ütleb, on PYDV peremeheks kartul. Infektsioonile on iseloomulik kartulite kääbuskasv, võsu kolletumine ja nekroosid ning mugulate väärarengud, haigus võib olla kartulile letaalne (Joonis 204). Samas on seda haigust küllalt harva ja sporaadiliselt, nii et suurt majanduslikku tähtsust kartulikasvatuses PYDV-l ei ole. PYDV on võimeline nakatama ka mitmetesse muudesse sugukondadesse kuuluvaid taimi. Looduslikult nakatab ta näiteks lõhnatut imelille, lilltubakat, kõrget peiulille, harilikku pruudisõlge, harilikku härjasilma, roosat lõunahalit, kahkjaspunast ristikut jne, põhjustades kõigil peremeestel ka selgeid haigussümptomeid. Viirust levitab peamiselt tirdiline vektor Agallia constricta, samuti mõned muud tirdid. Vertikaalne ülekanne taimelt taimele ilma vektori vahenduseta teadaolevalt puudub, küll aga levib viirus ületalve säilitatavate mugulate kaudu.
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			Joonis 204. PYDV tekitatud sümptomid kartulitaimel https://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1949048
(A) ja mugulatel (B) https://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=1949050

			 

			Virion, genoom, infektsioonitsükkel

			Nukleorabdoviiruste virionid on enamasti kuulikujulised (Joonis 205A, B), nende diameeter on 45–100 nm ning pikkus 130–300 nm. Genoom on 12–14 kb pikkune, sisaldades u 150 nukleotiidijäägi pikkust 3’-liider- ja umbes 100 nukleotiidijäägi pikkust 5’-treiler- järjestust ning 6–7 geeni. See tähendab, et lisaks „traditsioonilistele“ rabdoviirusevalkudele (N, P, M, G ja L) kodeerivad nukleorabdoviirused veel ka muid valke. Näitreks PYDV-l on 7 erinevat geeni, mis paiknevad genoomis järjekorras 3’-N-X-P-Y-M-G-L-5’ (Joonis 205C). Lisaks eespool kirjeldatud rabdoviirustega ühistele valkudele, mille funktsioonid on PYDV valkudel suurel määral samad kui teistel rabdoviiruste vastavatel valkudel, on teada ka geeni Y poolt kodeeritud valgu funktsioon – see valk aitab viirusel liikuda nakatatud rakust järgmisesse rakku. X-geen pole nukleorabdoviiruste hulgas konserveerunud (Joonis 205C) ja see kodeerib tundmatu funktsiooniga valku. 
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			Joonis 205. A. Nukleorabdoviiruse virionid elektronmikroskoobis ja virioni ehituse skeem. B. Nakatatud rakus kogunevad nukleorabdoviiruse virionid tuuma sise- ja välismembraanide vahele. C. Erinevate nukleorabdoviiruste genoomide ehituse võrdlus. Y-valku kodeeriv geen on tähistatud kollase ja mittekonserveerunud X-valku kodeerivad geenid halli värviga. Paneel A: https://books.google.ee/books?id=8Mnnr-_mtIwC&pg=PA272&dq=nucleorhabdovirus+particle&hl=et&sa=X&ved=0ahUKEwjNvKzA_aXZAhVCFiwKHUHRB1gQ6; Paneel B: http://www.dpvweb.net/dpv/showfig.php?dpvno=35&figno=05

			 

			Nukleorabdoviiruse infektsioonitsükli peamiseks eripäraks on loomulikult raku tuumas toimuv RNA replikatsioon; selle poolest sarnanevad nukleorabdoviirused ortomükso- ja bornaviirustega. Tuumas toimuv replikatsioon on ka nende viiruste valkude eriliste omaduste põhjusteks. Erinevalt VSV vastavast valgust on nukleorabdoviiruste M-valk võimeline akumuleeruma tuuma sisemembraanile. Ehkki ka teiste rabdoviiruste M-valk siseneb tuuma – nagu ülal kirjeldatud, on see vajalik transkriptsiooni mahasurumiseks – ei akumuleeru need valgud tuuma membraanidele. Samuti on nukleorabdoviiruste M-valk võimeline interakteeruma transpordivalguga Y, mis tagab läbi plasmadesmide transporditavate komplekside moodustamise. Replitseerumine tuumas tähendab loomulikult ka seda, et ka viiruse N-, L- ja P- valgud transporditakse tuuma, seda tänu N-valgus paiknevale mittekanoonilisele tuumalokalisatsiooni signaalile. Seega vastutab N-valk nii iseenda kui ka P- ja L-valkude tuuma transpordi eest. Replikatsioon toimub tuumas moodustuvates struktuurides – viroplasmides (Joonis 206). 
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			Joonis 206. Nukleorabdoviiruse replikatsioonitsükkel taimerakus. RNA replikatsioon toimub tuumas, ümbrise omandavad nukleorabdoviirused tuuma sisemembraanist pungudes. Valmis virionid kogunevad tuuma sise- ja välismembraani vahele, nagu on näidatud joonisel 205B. Alternatiivselt seonduvad viiruse RNP-d maatriks- ja transpordivalguga ning transporditakse plasmodesmide kaudu naaberrakkudesse.

			 

			Nukleorabdoviiruste virionide moodustamine erineb nii ortomükso- kui ka bornaviiruste virionide moodustamisest. Nii toimub ortomüksoviiruste replikatsioon küll tuumas, kuid virionide ümbris omandatakse ikkagi plasmamembraanist pungumise käigus. Nagu ka tsütoplasmas paljunevatel rabdoviirustel siseneb nukleorabdoviiruste G-valk vesikulaarsesse transpordiratta, kuid transporditakse seejärel tuuma, kus ta koos ülejäänud viiruspartikli komponentidega pungub välja rakutuuma sisemembraanist (Joonis 205B, 206). Seetõttu kogunevad nukleorabdoviiruste valmis vironid tuuma sise- ja välismembraanide vahele (Joonis 205B). Ka tsütorabdoviirused punguvad rakusisestest membraanidest (mitte plasmamembraanist), ehkki sel juhul pole tegemist tuumamembraaniga. Mõlemal juhul on ilmselt tegemist kohastumisega taimega kui peremehega, sest pungumine raku plasmamembraanist viiks virionid plasmamembraani ja rakuseina vahelisse ruumi, mis ei annaks viirusinfektsiooni seisukohast mingisugust positiivset efekti. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on VSV-virioni ehitus ja tema koostisesse kuuluvate valkude funktsioonid?

			2.Kuidas on organiseeritud VSV genoom ja kuidas toimub VSV mRNA-de süntees?

			3.Kuidas toimuvad VSV genoomi replikatsioon ja virionide moodustamine?

			4.Kuidas mõjutab VSV-infektsioon peremeesrakku?

			5.Mille poolest erineb nukleorabdoviiruste replikatsioonitsükkel teiste rabdoviiruste replikatsioonitsüklist?

		

	
		
			II.27. SUGUKONNAD PARAMYXOVIRIDAE JA PNEUMOVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Sugukonda Paramyxoviridae kuulub arvukalt meditsiiniliselt tähtsaid viiruseid, nagu inimese paragripiviirused, leetriviirus ja mumpsiviirus. Siia kuulub ka põllumajanduslikult tähtsaid viiruseid, nagu lindude Newcastle disease virus (NDV). 2016. aastani loeti samasse sugukonda kuuluvateks ka pneumoviirused (inimese respiratoorne süntsüütiaviirus, Human respiratory syncytial virus, hRSV); praegu kuuluvad need eraldi sugukonda Pneumoviridae. Nendesse sugukondadesse kuuluvatel viirustel on mittesegmenteeritud negatiivse polaarsusega RNA-genoomid pikkusega 15–19 kb, geene on kuus kuni kümme. Virionid on pleomorfsed. Replikatsioon toimub nakatunud rakkude tsütoplasmas. Paramüksoviiruste peamiseks eripäraks on see, et nende antiretseptor ja fusioonivalk on erinevad valgud ning et virionid sisenevad rakkudesse otse läbi plasmamembraani endotsütoosi abita. Ka on paramüksoviirustele iseloomulik rangelt organiseeritud spiraalsete ribonukleokapsiidide olemasolu, milles iga nukleokapsiidi valgu monomeer seondub kuue nukleotiidiga viiruse genoomis. Viiruse biosünteesid algavad transkriptsioonist; oma skeemilt (start-and-stop) sarnaneb see teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste transkriptsiooniga. Erinevalt rabdoviirustest on enamiku paramüksoviiruste transkriptsioonile iseloomulik ka mRNA redigeerimine. Paramüksoviiruste RNA replikatsioon sõltub viiruse valkude (eriti N-valgu) sünteesist. Replikatsiooni käigus sünteesitakse kõigepealt positiivne antigenoomne ja seejärel viimase matriitsil uued negatiivsed genoomsed RNA-d. Replikatsiooni puhul ei toimu mRNA sünteesile iseloomulikku RNA-de modifitseerimist ega RNA redigeerimist, genoomid ja antigenoomid pakitakse sünteesi käigus ribonukleoproteiinideks. Virionide moodustamise käivitab maatriksivalk ja virionid vabanevad raku plasmamembraanist pungumise teel. 	 

			 

			Kuni aastani 2016 jaotati sugukond Paramyxoviridae kaheks alamsugukonnaks, Paramyxovirinae ja Pneumovirinae. Erinevatesse alamsugukondadesse kuulunud viirused erinesid üksteisest nii genoomide mõõtmete ja organisatsiooni kui ka virionidesse kuuluva nukleokapsiidi morfoloogia poolest. Peale selle oli teada arvukalt erinevusi erinevatesse alamsugukondadesse kuulunud viiruste poolt kodeeritud valkude funktsioonides. Sellest lähtudes on alates 2016. aastast alamsugukonnale Pneumovirinae omistatud eraldi sugukonna (Pneumoviridae) staatus. Et tegemist on suhteliselt hiljutise muudatusega, on see sageli isegi on-line-allikatesse sisse viimata; loomulikult on ka kõikides enne 2016. aastat ilmunud õpikutes Paramyxoviridae ja Pneumoviridae esindajaid vaadatud koos. Kuigi see aja jooksul kahtlemata muutub, pidasime praegu siiski otstarbekaks ka selles õpikus vaadata nende viiruste omadusi koos. Põhjust selleks annab ka asjaolu, et need viirused on siiski küllalt lähedases suguluses kuuludes samasse Mononegavirales seltsi.

			Sugukonda Paramyxoviridae kuuluvatele viirustele on iseloomulikud u 15 kb pikkused genoomid, mis on pakitud 18 nm läbimõõduga ribonukleoproteiinideks (RNP). Nendel nukleoproteiinidel on spiraalne kuju, iga spiraalikeeru kohta tuleb 13 nukleokapsiidivalgu monomeeri. Kuna iga nukleokapsiidivalgu monomeer seondab kuute nukleotiidijääki siis tuleb iga spiraalekeeru kohta 13 × 6 = 78 b (Joonis 207). Praegusajal (2020. a) kuulub sugukonda Paramyxoviridae ligi 80 tunnustatud viiruste liigi. Kahtlemata on neid aga oluliselt rohkem: hiljutised uurimused on näidanud, et paramüksoviiruseid leidub paljudel närilistel ja eriti suurel hulgal käsitiivalistel. Rõhuval enamusel juhtudest ei tea me selliste „uute“ viiruste kohta peaaegu midagi: nagu viroloogias tavaline, on siiani kogu tähelepanu olnud pühendatud üksikute mudelviiruste ja/või meditsiiniliselt tähtsate viiruste uurimisele. Samas ei tohiks näriliste ja käsitiivaliste paramüksoviiruseid kui „ebaolulisi“ lihtsalt maha kanda: probleeme, mida võib põhjustada nahkhiirelt inimesele üle kandunud viirus, oleme SARS-CoV-2 näitel juba näinud. Praeguseks on juba teada et vähemalt kaks sellist paramüksoviirust (Hendra viirus ja Nipah’ viirus) on võimelised inimesele üle kanduma ja nad mõlemad kuuluvad kõige patogeensemate tuntud viiruste hulka. On äärmiselt tõenäoline, et selliseid viiruseid leidub käsitiivaliste ja/või muude loomade paramüksoviiruste hulgas rohkemgi ja et nende viiruste põhjustatud halvad üllatused ei jää tulemata.. 
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			Joonis 207. Paramüksoviiruste ribonukleoproteiini ehituse skeem. Joonise paremal poolel on kujutatud genoomses RNP-s paikneva promooteri ehitust; näidatud on promooteri esimesed nukleotiidijäägid ja mRNA-de sünteesi stardisaidi (ss56) paiknemine.

			 

			Paramüksoviirused jagunevad nelja alamsugukonda.

			1.Avulavirinae alamsugukonda kuulub kolm viiruste perekonda kokku u 20 tunnustatud viiruste liigiga.

			2.Metaparamyxovirinae alamsugukonnas on üksainus perekond üheainsa liigiga.

			3.Rubulavirinae alamsugukonnas on kaks perekonda kokku u 20 tunnustatud liigiga. Meditsiiniliselt on oluline perekond Orthorubulavirus, mille tüüpesindaja on mumpsiviirus (liiginimi Mumps orthorubulavirus); siia kuuluvad ka inimese paragripi viirused 2, 4 ja 5 (hPIV2, 4 ja 5; ingl Human parainfluenza virus 2, 4, 5). Viimase kolme viiruse liiginimed on vastavalt Human orthorubulavirus 2, Human orthorubulavirus 4 ja Mammalian orthorubulavirus 5.

			4.Orthoparamyxovirinae on alamsugukondadest suurim. Siia kuulub kokku kaheksa viiruste perekonda u 30 tunnustatud liigiga, inimese patogeene leidub neist kolmes.

			-Respirovirus, tüüpesindaja Sendai virus (SeV), liiginimetusega Murine respirovirus, eesti keeles vahel ka kui hiirte paragripiviirus. Siia perekonda kuuluvad ka inimese paragripiviirused 1 ja 3 (hPIV1 ja hPIV3), mille liiginimetused on vastavalt Human respirovirus 1 ja 3.

			-Morbillivirus, tüüpesindaja on leetrite viirus (liiginimi Measles morbillivirus); tema lähedased sugulased on koduloomi nakatavad Canine distemper virus (liiginimi Canine morbillivirus) ja Rinderpest virus (liiginimi Rinderpest morbillivirus), millest viimane on loodusest likvideeritud.

			-Henipahvirus, tüüpesindaja on Hendra viirus (liiginimetus Hendra henipahvirus), meditsiiniliselt oluline on ka Nipah’ viirus (liiginimetus Nipah henipahvirus).

			Sugukonda Pneumoviridae kuuluvatel viirustel on umbes 18–19 kb pikkused genoomid, mis virionis on pakitud 14 nm diameetriga RNP-deks. Sellesse sugukonda kuulub praegu ainult viis tunnustatud viiruste liiki, mis jagunevad kahe perekonna vahel. 

			-Orthopneumovirus, tüüpesindaja on meditsiiniliselt väga tähtis inimese respiratoorne süntsüütia viirus (Human respiratory syncytial virus, hRSV; liiginimetus Human orthopneumovirus) mis on tuntud ka kui RS-viirus. Loomakasvatuses on oluline ka veiste respiratoorne süntsüütia viirus (Bovine respiratory syncytial virus, bRSV; liiginimetus Bovine orthopneumovirus).

			-Metapneumovirus, tüüpesindajaks on lindude metapneumoviirus (liiginimetus Avian metapneumovirus, tuntud ka kui Turkey rhinotracheitis virus).

			 

			Virionide ehitus

			Sugukondadesse Paramyxoviridae ja Pneumoviridae kuuluvatel viirustel on ümbrisega pleomorfsed (varieeruva kujuga) virionid (Joonis 208). Ehkki kõige sagedamini on paramüksoviiruste virionid sfäärilised, ei ole need aga suuruselt kuigi homogeensed – ka ühe- ja sellesama viiruse virionide diameeter varieerub suurel määral, jäädes tüüpiliselt 150–600 nm vahele. Lisaks sfäärilistele leidub sageli ka teistsuguse kujuga virione, sealhulgas isegi niidikujulisi. Virionis on (RNP kujul) üks molekul genoomset RNA-d, virioni ümbrise all paikneb maatriksvalk (M-valk). 

			Virioni ümbris pärineb nakatatud raku plasmamembraanist ja selles paiknevad viiruse glükovalgud, mis moodustavad 8–12 nm pikkused ogad. Membraanivalke on paramüksoviirustel kaks või kolm. Virionis on alati viiruse antiretseptor. Oma struktuurilt on see glükovalgu homotetrameer, millel on erinevate viiruste puhul erisugused nimetused: hemaglutiniin-neuraminidaas (HN), hemaglutiniin (H) või G-valk (Pneumoviridae esindajad). Nimetuste varieerumine tuleneb sellest, et eri viiruste antiretseptorid seovad erinevaid rakupinna molekule ja neil võib, kuid ei pruugi olla ensümaatiline aktiivsus. Nii näiteks tähistab HN hemaglutiniin-neuraminidaasi ehk valku, mis suudab kokku kleepida punaseid vererakke. See omadus tuleneb võimest seondada neuramiin- ehk siaalhapet. Lisaks on HN-valgul ka ensümaatiline aktiivsus: võime eemaldada raku (ja virionide) membraanist neuramiinhappe jääke. H-valgul viimane omadus puudub ja G-valgul ei ole ülalkirjeldatud omadustest kumbagi. Peale antiretseptori on virionides alati ka F-valk (fusioonivalk), mis moodustab homotrimeere ning on vajalik virioni ümbrise ja raku plasmamembraani liitumiseks. Rubulaviirustel ja sugukonna Pneumoviridae esindajatel on virioni ümbrises ka kolmas viirusespetsiifiline valk – SH-valk (ingl small hydrophobic protein). SH-valkude funktsioonist on vähe teada ja rakukultuuris paljunemiseks ei ole need viirusele vajalikud.
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			Joonis 208. Paramüksoviiruste virionide kuju varieerub ümmargusest (A) niidikujuliseni (B). Paramüksoviiruste virionide ehituse skeem (C). Paneel A: Knipe, Howley Fields Virology Figure 33.2 A; paneel B. Knipe, Howley Fields Virology Figure 33.2 B.

			 

			Ribonukleokapsiid (RNP) koosneb peale 15–19 kb pikkuse genoomse RNA veel kolmest viiruse valgust, mille nimetused ning suurel määral ka funktsioonid on samad kui sugukonna Rhabdoviridae esindajatel. Need on N-valk, mida virionis on u 2600 allühikut, P-valk, mis moodustab tetrameere ja mida on u 300 allühikut virioni kohta, ning minoorne L-valk, mida on virionis umbes 50 molekuli. Paramüksoviiruste RNP on oma struktuurilt stabiilne ning sarnaneb selle poolest mõnevõrra taimeviiruste spiraalsete virionidega. Erinevalt taimeviiruste virionidest on paramüksoviiruste RNP-d transkriptsiooniliselt aktiivsed ka lahtipakkimata kujul: teadaolevalt ei toimugi replikatsioonitsükli jooksul kunagi RNP-de täielikku lahtipakkimist. Selle asemel toimuvad RNP konformatsiooni muutused, nagu tema lahtikeerutamine ja/või väljavenitamine polümeraaskompleksi valkude poolt. Need muutused võimaldavad viiruse RNA polümeraasil kasutada valkudega seotud genoomset või antigenoomset RNA-d matriitsina transkriptsioonil ja RNA replikatsioonil. 

			 

			Genoomi struktuur

			Paramükso- ja pneumoviiruste genoomide ehitus meenutab rabdoviiruste oma: genoomi 3’-otsas asub umbes 50 b pikkune mittekodeeriv liiderjärjestus ja genoomi 5’-otsas paikneb 50–161 b pikkune treilerjärjestus; need järjestused on üksteisega osaliselt komplementaarsed. 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) puuduvad. Nagu ka rabdoviirustel nimetatakse ka paramükso- ja pneumoviiruste puhul geeniks individuaalse mRNA või mRNA-de grupi kaudu ekspresseeritavat ühikut; geeni kooseisu kuuluvad seega ka selle alguses ja lõpus paiknevad transkriptsiooni kontrollivad konserveerunud järjestused, mis samuti kopeeritakse sünteesitavatesse mRNA-desse. Selliseid geene on enamikul respiro- ja morbilliviirustel kuus; rubulaviirustel aga enamasti seitse (Joonis 209). Erinevalt rabdoviirustest paikneb paramüksoviirustel P-geeni piires mitmeid kattuvaid lugemisraame, selle tulemusena sünteesitakse sellelt geenilt mitmeid erinevaid valke. Samuti on paramükso- ja rabdoviirustel olulisi erinevusi geenidevaheliste alade (ingl intergenic, IG) organisatsioonis. Paljudel paramüksoviirustel, näiteks respiro- ja morbilliviirustel, on kõik IG-alad sama pikkusega (3 b); samas varieerub rubulaviirustel IG järjestuse pikkus 1–56 nukleotiidi vahel. Pneumoviiruste genoomid on paramüksoviiruste omadest suuremad ja sisaldavad 8–10 tihedalt paiknevat geeni, IG-ala pikkus on pneumoviirustel 1–56 b (Joonis 209). Esineb ka geenide kattumist: nii kattuvad M2- ja L-geenid otsipidi ja IG-ala nende vahel seetõttu puudub. IG-alade erinev ehitus viitab sellele, et suurema genoomiga paramüksoviiruste ning pneumoviiruste geeniekspressioon on väikeste paramüksoviiruste ja rabdoviiruste geeniekspressioonist keerulisemalt reguleeritud.
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			Joonis 209. Paramüksoviiruste (Sendai viirus, ülal) ja pneumoviiruste (hRSV) genoomide ehitus. Märgitud on geenid, liider- ja trailerjärjestused. 

			 

			Paramükso- ja pneumoviiruste struktuurivalkude funktsioonid.

			Erinevalt lihtsatest rabdoviirustest kodeerivad kõik paramükso- ja pneumoviirused ka mittestruktuurseid, valmisvirioni mittekuuluvaid, valke. Siiski on ka nende viiruste puhul enamuses virioni kuuluvad struktuuri valgud, mille funktsioonid on üsna sarnased rabdoviiruste ja tegelikult ka muude seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste homoloogsete valkude omadega.

			Viiruse antiretseptor kannab, nagu ülal kirjeldatud, paramüksoviirustel nimetust kas HN-valk (respiro- ja rubulaviirused) või H-valk (morbilliviirused); pneumoviirustel on selle nimetus G-valk. Vaatamata oma erinevatele omadustele on HN- ja H-valkude ruumilised struktuurid üsna sarnased. Nagu nimetus hemaglutiniin-neuraminidaas ütleb, on respiro- ja rubulaviiruste HN-valk aktiivne ensüüm, mis eemaldab raku pinnalt neuramiinhappe jääke, vältides sellega punguvate virionide tagasikleepumist nakatatud raku pinnale. Membraanis on HN-valk orienteeritud nii, et valgu suur C-otsa- poolne domeen, milles asub 4–6 N-glükosüülimise saiti, paikneb virioni pinnal. HN-valgu monomeerid moodustavad S-S-sidemete abil homodimeere, mis paarikaupa moodustavad mittekovalentsete interaktsioonide abil HN-valgu tetrameerid. Morbilliviiruste H-valk on HN-valgu homoloog. Kuna mitmed aminohappejäägid, mis muude paramüksoviiruste valkudel kuuluvad neuramiinhapet siduvasse/lõikavasse saiti, H-valgul puuduvad, ei ole sel valgul neuraminidaaset aktiivsust. See poleks ka vajalik, sest leetriviiruse retseptoriks ei ole neuramiinhape. Loodusliku leetriviiruse retseptoriks on SLAM (ingl signaling lymphocyte activation molecule, tuntud ka kui CD150); leitud on ka teine retseptormolekul: nectin 4 (tuntud ka kui PVRL4). Võimalik, et leetriviirus kasutab SLAM- ja PVRL4-retseptoreid erinevatele rakkudele seondumiseks. Huvitaval kombel on leetriviiruse laboratoorsed tüved adapteerunud kasutama hoopis kolmandat, CD46-retseptorit. Võrreldes SLAM-iga, seondub CD46 H-valgu erineva regiooniga; sellele vaatamata tagab see interaktsiooni virionide efektiivse rakule seondumise. Pneumoviiruste G-valk on suhteliselt väike ning väga tugevasti N- ja O-glükosüülitud. Oma struktuurilt erineb G-valk paramüksoviiruste HN- ja H-valkudest, samuti ei põhjusta ta erütrotsüütide kokkukleepumist. Sarnaselt leetriviirusega seondub hRSV in vitro koekultuuri rakkudele ja in vivo hingamisteede rakkudele erinevaid retseptoreid kasutades. Koekultuuris seonduvad hRSV-virionid peamiselt heparaansulfaadile; huvitaval kombel ei ole G-valk selleks sidumiseks absoluutselt vajalik. In vivo kasutab hRSV rakkudele seondumiseks G-valgu interaktsiooni valgulise retseptoriga, milleks on kemokiinide retseptor CX3CR1.

			Paramükso- ja pneumoviiruste fusioonivalgu – F-valgu – peamine funktsioon on virioni ja rakumembraanide liitmine. Lisaks sellele soodustab F-valk ka süntsüütsiumide moodustamist: nakatatud rakkude liitumist oma naaberrakkudega. Mõnedel paramüksoviirustel (Sendai viirus) ja penumoviirustel (hRSV) osaleb F-valk ka virionide seondumisel rakkudele. Paramükso- ja pneumoviiruste F-valgud on N-glükosüülitud ja sarnanevad üksteisega oma ruumilise, kuid, kui välja arvata fusioonpeptiidi regioon, mitte primaarstruktuuri poolest. F-valgud ekspresseritakse alati mitteaktiivse F0-eelvalgu kujul. F0 lõikamine valmisvalguks ja sellega koos ka aktiveerimine toimub raku proteaaside poolt kas trans-Golgi kompleksis furiinproteaasi vahendusel, rakuvälises keskkonnas paiknevate proteaaside poolt või isegi virionide sisenemisel rakkudesse. Esimene variant on iseloomulik patogeensetele viirustele/viirustüvedele, vähem patogeensed viirused/viirustüved kasutavad teist ja/või kolmandat varianti. 

			Valmis F-valk koosneb kolmest S-S-sildadega ühendatud F1- ja F2-allühikute dimeerist. F1-allühikus asub umbes 25 aminohappe jäägi pikkune hüdrofoobne fusioonpeptiidi regioon. See kujutab endast alfaspiraali ja on võimeline membraanidega interakteeruma. Kui võrrelda erinevate viiruste, näiteks HIV (retroviirus), gripiviiruse (ortomüksoviirus), koroonaviiruse ja filoviiruse fusioonivalke, on lihtne märgata, et kõik need on trimeersed valgud, millel on ühised jooned: fusioonpeptiid paikneb valgu N-terminaalses regioonis ja valkude ruumilised struktuurid on üksteisega sarnased (Joonis 210). Seetõttu koondatakse neid koos mitmete muude viiruste (nt alfaviiruste) membraanivalkudega ühte gruppi, mida nimetatakse klass I fusioonivalkudeks. 
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			Joonis 210. Paramükso- ja pneumoviiruste F-valgud (joonisel alumine rida; PIV5, NiV, HeV ja RSV) kuuluvad I klassi fusioonivalkude hulka ja sarnanevad oma ruumilise struktuuri poolest koroonaviiruste (CoV), ortomüksoviiruste (IAV), retroviiruste (HIV-1) ja filoviiruste (Ebolaviirus) fusioonivalkudega. Joonis pärineb Kirchdoerfer, 2016. Nature. https://doi.org/10.1038/nature17200

			 

			Enamikule teistesse sugukondadesse kuuluvate viiruste fusioonivalkudele on iseloomulik pH-st sõltuv aktiveerumine: madalal pH-l toimub fusioonivalgu struktuurne ümberkorraldus, mis vabastab ja aktiveerib fusioonpeptiidi. Erinevalt nende viiruste fusioonivalkudest ei vaja paramüksoviiruste F-valk aktiveerimist madala pH poolt. See ei tähenda, et paramüksoviiruste F-valgud oleksid pidevalt aktiivsed: reaalselt on ka F-valk virionis esialgu väheaktiivne. Erinevus seisneb hoopis selles, et F-valgu aktiveerimine sõltub virionis asuvast antiretseptorvalgust, milleks on sõltuvalt viirusest HN-, H- või G-valk. Sündmuste kulgemine on tõenäoliselt järgmine. HN- ja F-valgud paiknevad rakule seonduva virioni membraanis koos. Kui HN-valk seob retseptorit, siis tema konformatsioon muutub. On võimalik, et seejärel interakteerub F-valk moodustunud HN-valk/retseptor-kompleksiga ja et just see interaktsioon toob kaasa F-valgu aktiveerimise. Alternatiivselt võivad sündmused kulgeda ka vastupidi: retseptori sidumine toob kaasa HN- ja F-valkude poolt moodustatud komplekside lagunemise ja see viib F-valgu vabanemisele ja aktiveerumisele. Nagu on viiruste fusioonivalkude puhul tavaline, seisneb aktiveerumine selles, et F-valk läheb algsest (metastabiilsest) konformatsioonist üle stabiilsesse konformatsiooni. Sellega kaasnevad ulatuslikud ümberkorraldused valgu struktuuris, mis viivad fusioonpeptiidi paigutumisele valgu pinnale (Joonis 211) ja koos sellega valgu fusiooni aktiivsuse aktiveerumisele.
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			Joonis 211. Paramüksoviiruse (hPIV) fusioonivalgu aktiveerimisel toimuvad struktuursed muudatused toovad kaasa fusioonpeptiidi paigutamise valgu „otsale“, kus see saab interakteeruda sihtmärkraku membraaniga. Joonis pärineb Yin et al., 2006, Nature, https://doi.org/10.1038/nature04322

			 

			M- (maatriks-) valk on perifeerne membraanivalk, mis seondub membraaniga amfipaatiliste heeliksite abil. Seetõttu paikneb M-valk virioni ümbrise all ja seondub nii viiruse membraanivalkude (F- ja HN-valgud) tsütoplasmaatiliste domeenidega kui ka viiruse RNP-ga. Seetõttu on M-valk ka peamine virionide moodustumise ja pungumise käivitamises osalev viirusevalk. Erinevalt rabdoviiruste M-valgust ei ole näidatud, et paramüksoviiruste M-valgu seondumine RNP-dele suruks maha viiruse mRNA-de sünteesi.

				N- (nukleokapsiidi) valk on multifunktsionaalne valk, mis katab ja kaitseb viiruse genoomset ja antigenoomset RNA-d ning moodustab koos P- ja L-valkudega aktiivsed transkriptsiooni- ja replikatsioonikompleksid. N-valgu interaktsioon M-valguga on oluline virionide moodustamiseks. N-valgul on suur globulaarne domeen, mis moodustab 80% kogu valgust. Selles domeenis paiknevad determinandid, mis määravad ära nukleokapsiidi struktuuri. N-valgu väike C-terminaalne domeen osaleb P-valgu sidumisel nukleokapsiidile ja võib osaleda ka nukleokapsiidi dünaamikas – transkriptsiooni ja replikatsiooni käigus asetleidvates nukleokapsiidi struktuuri muutustes. RNP-s seob N-valk RNA suhkurfosfaat „selgroogu“, jättes RNA alused vabaks; ilmselt on see oluline selleks, et RNP-sid saaks kasutada RNA sünteesil matriitsina. Erinevalt paljudest RNA-d siduvatest valkudest puudub enamiku paramüksoviiruste N-valkudel positiivne laeng, mistõttu need in vitro tingimustes RNA-d ei seonda. See viitab asjaolule, et RNP moodustamine on hästi organiseeritud protsess. Nii seob N-valk ainult viiruse genoomi ja antigenoomi, kuid mitte viiruse ega raku mRNA-sid. Nii genoomi kui antigenoomi 5’-otsas paikneb üks pakkimissait, mis võimaldab esimese N-valgu monomeeri seondumist RNA-le; edasi kulgeb pakkimine koos RNA sünteesiga.

			L-valk on seltsi Mononegavirales kuuluvatel viirustel kõige konserveerunum valk. Seetõttu on ka paramükso- ja pneumoviiruste L-valgud suhteliselt sarnased. Ka on nende funktsioonid suurel määral samad kui rabdoviiruste L-valgul: L-valk on viiruse RdRp, moodustab homooligomeere, mis omakorda moodustavad komplekse P-valguga, teostab cap-struktuuride sünteesiks vajalikke reaktsioone ning sünteesib „libisemismehhanismiga“ viiruse mRNA-de polü(A) järjestused. Lisaks nendele funktsioonidele teostab paramüksoviiruste L-valk ka mRNA redigeerimist (ingl RNA editing). 

			Paramüksoviiruste P-geeni regioonis on geneetiline informatsioon väga tihedalt kokku pakitud. See võimaldab mitmete erinevate funktsioonidega valkude tootmist; selliseid valke võib olla kuni seitse: P, V, W, C’, C, Y1 ja Y2 (Joonis 212). Samas ei kodeeri kõik paramüksoviirused ühesugust P-geeni valkude komplekti; samuti ei pruugi erinevate viiruste samanimeliste valkude funktsioonid olla sarnased. Sellest reeglist on siiski üks erand – P-valk. See on ainsaks P-geeni produktiks, mida kodeerivad kõik paramüksoviirused. Kõikide nende viiruste P-valkudel on sarnased funktsioonid ja nad on homoloogsed rabdoviiruste P-valgule. Ühtlasi on P-valk ka ainus paramüksoviiruste P-geeni produkt, mis on otseselt vajalik viiruse RNA replikatsiooniks. Sendai viiruse P-valk on fosfoproteiin, mis moodustab tetrameere ja vahendab L-valgu seondumist nukleoproteiiniga. Seega seob L-valk P-valku, mis omakorda seob N-valku, mis omakorda seob viiruse RNA-d. Järelikult on P-valk paramüksoviiruste RNA polümeraasi kofaktor. Ka on P-valk vajalik RNA-de pakkimisel RNP-deks, moodustades, nagu ka rabdoviirustel, nn N0-P-kompleksid.
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			Joonis 212. Paramüksoviiruse (Sendai viirus) P-geenis paiknevad erinevad lugemisraamid. Vastavate valkude ekspressiooniks kasutatakse redigeerimata ja redigeeritud mRNA-sid. mRNA-de 5’-otstes paikneb mitmeid alternatiivseid initsiaatorkoodoneid; initsieerimine AUG-koodonitel 104, 114, 183 ja 201 toimub tänu lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) või ribosoomide šuntingu (ingl ribosomal shunting) mehhanismide kasutamisele.

			 

			P-geeni ekspressioon ja tema poolt kodeeritud valgud

			Saavutamaks erinevate P-geeni regioonis kodeeritud valkude tootmist, kasutavad paramüksoviirused mitmesuguseid võtteid. Respiro- ja morbilliviiruste P-geeni mRNA-d sisaldavad 5’-otsas üksteisega kattuvaid, kuid erinevas faasis paiknevaid lugemisraame (Joonis 212, 213). Selliste lugemisraamide translatsioon toimub kas lekkiva skannimise (ingl leaky scanning) või ribosoomse šuntingu (ingl ribosomal shunting) mehhanismide abil. Enamik paramüksoviiruseid kasutab P-geeni mRNA-de sünteesil ka RNA redakteerimist. Selliste viiruste P-geenis on RNA redakteerimise sait, milles toimub täiendavate G-jääkide lisamine sünteesitavasse mRNA-sse. Redakteerimismehhanism sarnaneb polü(A) järjestuse sünteesimise omaga: toimub polümeraasi „tagasilibisemine“, mille tulemusena viiruse RdRp kopeerib ühte C-jääki mitu korda (Joonis 214). Osa P-geeni mRNA-sid sünteesitakse alati ilma täiendavaid G-jääke lisamata, ülejäänutesse lisatakse 1–2 (erandina kuni 6) täiendavat G-jääki. Sellisel viisil mRNA-sse lülitavate täiendavate G-jääkide arv ja mRNA redigeerimise efektiivsus sõltuvad konkreetse viiruse geneetilisest organisatsioonist:

			-NDV-, morbilli- ja respiroviirused sünteesivad P-valku redakteerimata mRNA-delt ja vajavad V-valgu mRNA sünteesiks ühe G-jäägi lisamist. Sellest tulenevalt on nendel viirustel peamiseks redakteerimise sündmuseks ühe täiendava G-jäägi mRNA-sse lisamine;

			-rubulaviirused sünteesivad V-valku redakteerimata mRNA-lt ja vajavad P-valgu mRNA saamiseks kahe täiendava G-jäägi mRNA-sse lisamist. Sellest tulenevalt sisaldavad rubulaviiruste redakteeritud mRNA-d enamasti kahte täiendavat G-jääki.
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			Joonis 213. Erinevate lugemisraamide ja RNA redakteerimise saidi paiknemine Sendai viiruse P-geenis.

			 

			Erinevatel Paramyxoviridae esindajatel on RNA redakteerimise saidist allpool asuvate lugemisraamide paigutus erinev; need paiknevad ülalpool asuvate järjestuste suhtes erinevas faasis. Redakteerimise käigus mRNA-sse lisatud erinev G-jääkide arv võimaldab kõigi kolme alternatiivse lugemisraami moodustamist. Nende poolt kodeeritud valgud on N-koterminaalsed ehk erinevad üksteisest ainult aminohappejääkide poolest, mida kodeerivad RNA redakteerimise saidist allpool paiknevad järjestused.

			RNA redakteerimise ja alternatiivsete initsiatoorkoodonite kasutamise tulemusena sünteesitakse P-geeni mRNA-delt mitmeid valke, mida on kirjanduses tähistatud kui C-, C’-, D-, I-, P-, V-, W-, X-, Y1-, Y2- ja Z-valgud. Erinevad tähistused ja asjaolu, et erinevad viirused sünteesivad mitteidentseid valkude komplekte, tekitab segadust. Selle vältimiseks kasutatakse tänapäeval enamasti Sendai viiruse P-geeni poolt kodeeritud valkudele antud nimetusi: P, V, W, C’, C, Y1 ja Y2 (Joonis 212). Neid valke analüüsides on leitud, et vaatamata asjaolule,, et nad sünteesitakse ühelt ja samalt geenilt pärinevatelt mRNA-delt, on neil viirusinfektsioonis väga erinevad funktsioonid. Lihtsustatult võib öelda, et erinevalt RNA replikatsioonis osalevast P-valgust osalevad ülejäänud P-geeni poolt kodeeritavad valgud peamiselt viiruse ja peremehe interaktsioonides.
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			Joonis 214. Paramüksoviiruste RNA redigeerimise mehhanism. Redigeerimise saidis toimub viiruse polümeraasi „tagasilibisemine“, mille tulemusena ühte ja sedasama genoomis paiknevat C-jääki kopeeritakse mitu korda.

			 

			V-valku kodeeriv ORF moodustub enamasti RNA redigeerimise protsessi tulemusena. V-valk on enamikul Paramyxoviridae esindajatel, erandiks on siin mõned respiroviirused. V-valgu N-terminaalne domeen on sama kui P-valgul, tema unikaalne C-terminaalne domeen sisaldab seitset absoluutselt konserveerunud Cys-jääki ning seob kahte Zn2+-iooni. V-valgu sünteesi blokeerimine muudab Sendai viiruse in vivo (hiirtes) mittepatogeenseks. See tuleneb ajaolust, et Sendai viiruse V-valk interakteerub peremehe kaitsesüsteemi komponentidega (DDB1, MDA-5); mõne paramüksoviiruse V-valk põhjustab STAT-1 degradeerimist proteosoomide poolt ja blokeerib sellega I tüüpi interferoonide vahendatud signaaliülekannet. Peale selle mõjutab V-valk viiruse RNA sünteesi: rubulaviirustel kaasneb V-valgu sünteesi blokeerimisega viiruse infektsioonilisuse kadumine, teistel viirustel aga viiruse RNA sünteesi aktiveerumine. Seega osaleb V-valk viiruse RNA replikatsioonis, tõenäoliselt toimides selle negatiivse regulaatorina. Arvatakse, et V-valgu N-terminaalne regioon konkureerib P-valguga N-valgu sidumise pärast. Selle tulemusena moodustatakse N0-P-komplekside asemel N0-V-komplekse, mis RNP-de moodustamises ei osale.

			W/D/I-valku kodeeriv ORF on kolmas, alati RNA redigeerimise tulemusel moodustuv P-geeni lugemisraam. Tavaliselt on W/D/I ORF-i sisaldavad mRNA-d minoorsed, moodustades alla 10% P-geeni mRNA-de koguhulgast. W/D/I-valgu unikaalne domeen, mis on kodeeritud RNA redigeerimise saidist allpool asuvate järjestuste poolt, on enamasti väga lühike. Seetõttu on need valgud lihtsalt P-valgu C-terminaalselt lühemad vormid. Rakukultuuris toimuvaks replikatsiooniks ei ole W-valk vajalik, kuigi võib, analoogselt V-valguga, toimida RNA replikatsiooni protsessis negatiivse regulaatorina. 

			C-valke ekspresseeritakse kas lekkiva skannimise mehhanismi (C, C’) või ribosoomi šuntingu mehhanismi abil (Y1, Y2). Nende valkude arv eri paramüksoviirustel erineb: respiroviirustel on tervelt neli C-koterminaalset C-valgu vormi (C-, C’-, Y1-, Y2-valk), leetriviirusel on vaid üks C-valk ja mumpsiviirusel C-valk puudub. Erinevate paramüksoviiruste C-valkude funktsioonid ja tähtsus viirusele on samuti erinevad. Näiteks ei vaja leetriviirus rakukultuuris toimuvaks infektsiooniks C-valku; küll aga on C-valk vajalik viiruse in vivo paljunemiseks ja patogeensuseks. Sendai viiruse paljunemine rakukultuuris on aga C-valkude puudumisel tugevasti inhibeeritud: viiruse RNA süntees ja valkude süntees on küll efektiivsed, kuid infektsioonilisi virione moodustub vähe. Sendai viiruse puhul on veel näidatud, et C- ja C’- valgud, kuid mitte Y1- ja Y2-valgud kujutavad endast promooterispetsiifilisi viiruse mRNA sünteesi regulaatoreid, mis aktiveerivad varases infektsioonis transkriptsiooni ja suruvad seda hilises infektsioonis maha. Lisaks sellele on Sendai viiruse C-valk oluline ka in vivo patogeensuseks, sest ta blokeerib I tüüpi interferoonide poolt initsieeritud signaaliülekannet.

			 

			Valgud, mida kodeerivad pneumoviirused, aga mitte paramüksoviirused

			hRSV M2-geen sisaldab kahte ORF-i, mis kodeerivad vastavalt M2-1-valku ja M2-2-valku. M2-1-valk kujutab endast hRSV transkriptsiooni elongatsiooni faktorit. M2-1-valgu puudumisel transkribeeritakse vaid viiruse NS1- ja NS2-geenid ja kaugemale transkriptsioon ei kulge. M2-1 toime seisneb selles, et ta võimendab intergeensete regioonide läbimist ja surub maha transkriptsiooni termineerimist.

			M2-2-valgu translatsioon toimub tõenäoliselt ribosoomse re-initsiatsiooni (teatejooksu) mehhanismi abil. M2-2 reguleerib RSV transkriptsiooni ja replikatsiooni vahekorda. Ehkki see valk pole viiruse infektsiooniks absoluutselt vajalik, on tema puudumisel viiruse genoomi transkriptsioon aktiveeritud ja replikatsioon allasurutud. 

			NS1- ja NS2-valke ei ole seni pneumoviiruste virionidest leitud ja seepärast arvatakse need mittestruktuurseteks valkudeks, mida kajastab ka nende nimetus: NS – non-structural. Kumbki neist valkudest pole viiruse replikatsiooniks absoluutselt vajalik. Siiski on näidatud, et neil valkudel on mingi roll viiruse RNA replikatsioonis. Peale selle on teada, et NS1- ja NS2-valgud suruvad maha I tüüpi interferoonide ekspressiooni.

			 

			Infektsiooni algus: seondumine rakkudele ja sisenemine rakku 

			Paramükso- ja pneumoviiruste replikatsioon toimub raku tsütoplasmas (Joonis 215); replikatsioonitsükli kestus rakukultuuris sõltub viirusest ja rakust, jäädes enamasti vahemikku 10–30 tundi. 
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			Joonis 215. Paramüksoviiruse infektsioonitsükkel (seletused tekstis)

			 

			Paramüksoviiruste antiretseptorit (HN-, H- või G-valk) on põhjalikult kirjeldatud ülalpool. Peale peamise antiretseptori võivad virionide rakule seondumises osaleda ka teised ümbrise valgud. Nagu ülal kirjeldatud, on respiro- ja rubulaviiruste retseptoriks raku valkudele ja lipiididele kinnitunud neuramiinhappe (siaalhappe) jäägid; nii on Sendai viiruse puhul näidatud, et selle viiruse peamiseks retseptoriks on siaalhapet sisaldavad lipiidid – ganglosiidid. Leetriviirus kasutab valgulisi retseptoreid: metsikut tüüpi viirus SLAM- ja koekultuurile adapteeritud viirus CD46-retseptorit. Ka hRSV, mille in vivo infektsiooni puhul on retseptoriks CX3CR1, kasutab valgulisi retseptoreid.

			Rakku sisenemine leiab paramükso- ja pneumoviirustel aset raku pinnal ja toimub pH-st sõltumatu virioni- ja plasmamembraani liitumise teel. Sellega samal ajal või veidi hiljem, vabaneb nukleokapsiid M-valgust. Nende protsesside tulemusena siseneb virionis asuv nukleokapsiid raku tsütoplasmasse (Joonis 215).

			 

			Paramüksoviiruste promooterite ehitus ja RNA sünteesi iseärasused

			Esimeseks viirusespetsiifiliseks sünteesiks on paramükso- ja pneumoviirustel, sarnaselt teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustega, mRNA-de transkriptsioon. Nagu ikka on infektsiooni algsuses tegemist primaarse transkriptsiooniga; hiljem, pärast uute genoomide valmimist, toimub ka sekundaarne transkriptsioon. Mõlemasse sugukonda kuuluvatel viirustel on kindlaks tehtud, kuidas selles protsessis osaleb RNP-sse pakitud RNA genoom: seda on võimaldanud vastavate kristallstruktuuride olemasolu. Rohkem on uuritud paramüksoviiruste mRNA sünteesi, millele on iseloomulikud kaks spetsiifilist asjaolu.

			1.„Kuue reegel“ – nukleotiidide arv paljude paramüksoviiruste genoomis jagub kuuega. See on seotud asjaoluga, et paramüksoviirustel seondub üks N-valgu allühik rangelt kuue nukleotiidijäägiga. Mutantsed genoomid, millesse kuuluvate nukleotiide arv kuuega ei jagu, efektiivselt ei replitseeru: RNA sünteesi initsieerimine nukleokapsiidi 3’-otsas on blokeeritud. Seda põhjustab asjaolu, et promooteri aktiivsuseks on vajalik RNA genoomi cis-aktiivsete järjestuste ning N-valgu allühikute teineteise suhtes korrektne paigutus (Joonis 207). See „paigutuse defekt“ tuleneb sellest, et nukleokapsiidi moodustamine algab koos genoomse RNA sünteesiga. Esimene N-valgu molekul paigutatakse sünteesitava ahela 5’-otsa ja selline N-valgu allühikute paigutamise faas säilib kogu replikatsiooni jooksul kuni genoomi 3’-otsa sünteesini (Joonis 216). Seetõttu, kui nukleotiidide arv genoomis kuuega ei jagu, siis paigutatakse genoomse RNA 3’-otsas paiknevad N-valgu allühikud transkriptsiooniks oluliste järjestuste suhtes valesti (Joonis 207, 217). 
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			Joonis 216. Paramüksoviiruste mRNA-de sünteesi skeem. Transkriptsioonil on matriitsiks RNP-sse pakitud genoom; oluline on N-valgu allühikute ja RNA-s asuvate promooterjärjestuste vastastikune paiknemine.

			 

			2.Promooteri kaheosaline struktuur. Kuue reeglist tulenevalt on paramüksoviiruste promooteris oluline heksameeride (kuus järjestikust nukleotiidi) järjestus ja/või nende vastastikune paiknemine. Sendai viirusel koosnevad nii genoomne kui ka antigenoomne promooter (Joonis 217) järgmistest osadest:

			-18 b pikkusest terminaalsest elemendist (PrE-I), mille moodustavad RNA 3’-otsast lugedes 12 esimest nukleotiidi koos neile järgneva kuue nukleotiidiga. 12 esimest nukleotiidi on genoomis ja antigenoomis identsed, järgnevad kuus aga mitte; 

			-speiserregioonist (RIII), mille puhul on tähtis selle pikkus (45 või 46 b), kuid mitte nukleotiidne järjestus;

			-sisemisest promooteri elemendist (PrE-II), milleks on genoomi 14., 15. ja 16. heksameeri (järjestus 5’-(NNNNNC)-3’) esimesed nukleotiidid. Sendai viiruse puhul on nendeks alati C-jäägid.

			Lähtudes nukleokapsiidi ruumilisest struktuurist, kus üks spiraali pööre vastab 78 nukleotiidile või 13 heksameetrile, asuvad promooteri elemendid PrE-I ja PrE-II (heksameetrid 1–3 ja 14–16) teineteisest ühe spiraalikeeru kaugusel ehk teineteise kohal (Joonis 217). Seepärast on tõenäoline, et RNA polümeraasne kompleks interakteerub transkriptsiooni initsieerimisel korraga mõlema konserveerunud elemendiga.

			Pneumoviiruste promooteril selline kaheosaline ehitus puudub. Samuti ei jagu nukleotiidide arv nende viiruste genoomis kuuega ega mingi muu sarnase arvuga. hRSV promooterisse kuulub ainult 40 genoomi ja antigenoomi 3’-otstes asuvat nukleotiidi; nendest 15 esimest nukleotiidi moodustavad minimaalse aktiivse promooteri.
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			Joonis 217. Sendai viiruse promooterjärjestuste paiknemine viiruse genoomis ja genoomse promooteri ehitus. Genoomne promooter paikneb genoomi 3’-otsas ja koosneb PrE-I, RIII ja PrE-II elementidest. Oluliste järjestuse korrektne vastastikune paiknemine sõltub viiruse RNA genoomi RNP-sse pakkimisest. Genoomi 5’-otsas asuv järjestus on genoomsele promooterile osaliselt komplementaarne, seetõttu on antigenoomis asuv promooter oma järjestuselt genoomse promooteri omaga sarnane.

			 

			Primaarne transkriptsioon

			Paramüksoviiruste primaarne transkriptsioon ei sõltu viiruse valkude de nova sünteesist. Transkriptsioon algab genoomi 3’-otsast ning selle produktideks on liider-RNA ja viiruse geenidele vastavad mRNA-d (Joonis 216).

			Liider-RNA süntees algab genoomi 3’-otsa esimese nukleotiidi kohal, kindlat termineerimissaiti liider-RNA-l ei ole. Kui RdRp, mis initsieeris transkriptsiooni genoomi 3’-otsal, jõuab N-geeni kodeerivasse alasse, siis väheneb tema protsessiivsus järsult ning liider-RNA vabaneb. N-valgu mRNA süntees initsieeritakse alati genoomi 56. nukleotiidi kohalt või siis, vaadates promooterit ruumilisena, genoomse RNP kümnenda heksameeri teise nukleotiidi kohalt (Joonis 207). See positsioon jääb promooteri konserveerunud elementide vahele (Joonis 217). N-valgu mRNA sünteesi initsieerimise järel on RdRp tugevalt protsessiivne ja üle 90% initsieerimistest viib täispika N-valgu mRNA moodustamisele. mRNA 3’-ots polüadenüülitakse genoomis asuval (U)4-7-järjestusel toimuva polümeraasi libisemise mehhanismi abil. Järgneb transkriptsiooni termineerimine ja sünteesitud mRNA vabanemine; RdRp on seejärel valmis transkriptsiooni re-initsieerimiseks.

			Allpool asuvate geenide mRNA-de süntees sõltub ülalpool asuvatele geenidele vastavate mRNA-de sünteesi termineerimisest. Vabanenud RdRp-kompleks ei lahku RNP matriitsilt ja võib genoomset RNA-d skannida terminatsiooni kohast nii alla- kui ka ülespoole. RdRp võime skannida termineerimissaidist ülespoole jäävaid järjestusi on oluline näiteks pneumoviiruste (hRSV) L-geeni transkriptsiooniks. Nimelt kattub hRSV L-geen 68 b võrra temast ülalpool asuva M2-geeniga ehk siis L-geeni algus asub M2-geeni lõpust 3’-suunas. RNA sünteesi re-initsieerimise sagedus on, nagu ka rabdoviirustel, alla 100%. Seetõttu on genoomi 5’-osas asuvate geenide transkriptsiooni tasemed genoomi 3’-osas asuvate geenide omadest madalamad. Teisisõnu, mida kaugemal geen genoomi 3’-otsast paikneb, seda vähem sünteesitakse vastavat mRNA-d. Erinevalt rabdoviirustest ei ole paramükso- ja pneumoviirustel transkriptsiooni re-initsieerimise sagedus fikseeritud suurus, vaid on igal stop-and-start-regioonil individuaalne. Re-initsieerimise sagedust mõjutavad intergeense regiooni järjestus ja pikkus ning transkriptsiooni stardisaidi efektiivsus. Oluline on ka transkriptsiooniline read-through: paramüksoviirustel võib osa transkriptsioonikomplekse geenidevahelisi signaale ignoreerida ja sünteesida struktuurselt polütsistroonseid mRNA-sid. Transkriptsiooniline read-through on oluline ka osade geenide ekspressiooni allasurumiseks. Nii toimub paramüksoviiruste F-geeni ekspressioon madalamal tasemel, kui seda võiks tema asukohast genoomis lähtudes eeldada. Selle põhjuseks on F-geenile eelneva terminaatori/promooteri regiooni read-through suur efektiivsus: 50–80%. See tuleneb asjaolust, et M-geeni terminaator on nõrk ja selle tagajärjel sünteesitakse struktuurselt bitsistroonsed M-F mRNA-d. Erinevad re-initsiatsiooni sagedused ja transkriptsiooniline read-through on vajalikud tagamaks paramüksoviiruste genoomide (need on rabdoviiruste genoomidest suuremad ja keerulisema ehitusega) 5’-otsas paiknevate geenide piisavalt efektiivset transkriptsiooni. Pneumoviirustel (hRSV) osaleb transkriptsiooni reguleerimisel ka viiruse M2-1-valk, mis suurendab nii RdRp protsessiivsust kui ka transkriptsioonisignaalide read-through-sagedust. Ühe lausega kokku võetult: suuremad RNA genoomid nõuavad keerulisema geeniekspressioonistrateegia kasutamist.

			 

			Genoomi replikatsioon

			RNA replikatsioon algab positiivse antigenoomi (selle ainsaks teadaolevaks funktsiooniks on olla genoomsete RNA-de matriitsiks) sünteesiga. Võrreldes paljude teiste viirustega iseloomustab paramüksoviiruste RNA replikatsiooni suhteliselt suur antigenoomide osatähtsus: nende suhe genoomidesse on tüüpiliselt 1 : 10, kuid võib olla isegi kuni 1 : 3. Teadaolevalt puuduvad paramüksoviirustel mehhanismid, mis eristaksid genoome sisaldavaid RNP-sid antigenoome sisaldavatest RNP-dest; seetõttu pakitakse neid mõlemaid virionidesse. Selle tulemusena sisaldab 10–20% moodustuvatest paramüksoviiruse virionidest vale polaarsusega (positiivset) RNA-d ega ole seetõttu infektsioonilised.

			Antigenoomide süntees sõltub viiruse de nova valgusünteesist ja algab alles siis, kui rakus on kogunenud piisavalt viiruse valke. Süntees toimub samal matriitsil kui transkriptsioon: genoomi sisaldaval RNP-l. Replikatsiooni käigus ignoreeritakse transkriptsiooni terminaatorite, mRNA polüadenüülimise ja -redakteerimise signaale (Joonis 200). Seetõttu toimub antigenoomi süntees katketeta, kuni RdRp jõuab genoomse RNA 5’-otsani. 

			Replikatsiooni käigus pakitakse sünteesitav RNA kohe RNP-ks. Ainus pakkimise algussait, millega esimene N-valgu allühik saab seonduda, asub antigenoomi liiderjärjestuse alguses. See on põhjuseks, miks mRNA-sid, mille sünteesi alguspunkt asub positsioonis 56 või selle lähedal, kunagi RNP-desse ei pakita. Molekulaarsed mehhanismid, mis põhjustavad ülemineku transkriptsioonilt replikatsioonile, pole veel selged; kindel on see, et RNA replikatsiooni käivitamiseks on vajalik uuesti sünteesitud N-valgu kogunemine rakus. RNP-de moodustamine toimub kahes etapis: esmalt katab N-valk, mis kantakse RNA-le üle N0-P-komplekside kujul, sünteesitava RNA; järgnevalt seonduvad moodustunud struktuurile P- ja L-valgud.

			Genoomsed RNA-d sünteesitakse antigenoomi 3’-otsas asuva promooteri abil. See promooter on genoomi 3’-otsas asuva promooteri sarnane, kuid mitte sellega identne (Joonis 217). Sarnasus tuleneb genoomi otste osalisest komplementaarsusest. Nagu ka teistel negatiivsetel RNA-viirustel tagab osaline komplementaarsus selle, et antigenoomis asuv promooter on tugevam. Paramüksoviiruste puhul on see genoomis asuvast promooterist umbes 10 korda tugevam. Ka genoomi 5’-otsas asub üks N-valgu seondumise sait ja moodustuvad genoomid pakitakse kohe RNP-desse. Seetõttu sõltub ka genoomsete RNA-de süntees vaba N-valgu hulgast rakus: kui seda on vähe, siis jääb genoomse RNA süntees abortatiivseks.

			 

			Virionide moodustamine ja vabanemine

			Nukleokapsiidide moodustamine toimub, nagu ülal kirjeldatud, RNA replikatsiooni käigus. Ümbrise omandamine on seotud viiruse membraanivalkude transpordi, modifitseerimise ja plasmamembraanile kogunemisega. Et polariseeritud rakkudes punguvad kõik paramüksoviirused rakkude apikaalselt pinnalt, siis on vastavalt organiseeritud ka viiruse valkude transport. Valmis virionide moodustamises on keskne roll maatriksvalgul M, mis seondub moodustunud RNP-dele ning osaleb nende transpordis plasmamembraanile. Seal interakteerub M-valk viiruse HN- ja F-valkude C-terminaalsete domeenidega ning käivitab virionide pungumise.

			Nendel paramüksoviirustel, mis kasutavad retseptorina siaalhapejääke, toimub enne virionide pungumist või koos sellega siaalhappejääkide eemaldamine virioni komponentidelt ja nakatatud rakkude pinnalt. Selleks on oluline HN-valgu neuraminidaasne aktiivsus. See protsess on vajalik, kuna siaalhappe näol on tegemist väga mažoorse rakupinna molekuliga: kui seda mitte eemaldada, võib punguvad virionid kleepuda tagasi rakule ja/või kleepuvad moodustunud virionid üksteisega kokku. Mõlemad sündmused viivad infektsiooniliste virionide tootmise vähenemisele ja seetõttu on siaalhapet retseptorina kasutavad paramüksoviirused (nagu ka ortomüksoviirused) omandanud mehhanismi, mis võimaldab virionide kokkukleepumist vältida.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on paramüksoviiruste virionide ja genoomide ehitus?

			2.Kuidas toimub paramükso- ja pneumoviiruste rakkudesse sisenemine – millised on viiruse kasutatavad retseptorid, antiretseptorid ja fusioonivalgud?

			3.Kuidas on ehitatud paramüksoviiruste promooter ja kuidas toimub mRNA-de transkriptsioon?

			4.Milliseid ebatavalisi transkriptsiooni- ja translatsioonistrateegiaid paramüksoviirused kasutavad?

			5.Kuidas toimub paramüksoviiruste RNA replikatsioon ja virionide moodustamine?

			 

		

	
		
			II.28. SUGUKOND FILOVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Sugukonna Filoviridae esindajatel on umbes 19 kb pikkused segmenteerimata negatiivse polaarsusega RNA-genoomid. Genoomi organisatsioon sarnaneb teiste seltsi Mononegavirales esindajate omaga, ehkki geenide nimetused on tavalistest veidi erinevad. Filoviirustel on pikad niidikujulised ümbrisega virionid. Ümbrises paikneb üks glükovalk, mis on viiruse antiretseptor, ja fusioonivalk. Rakule seondutakse erinevate rakupinna molekulide sidumisega, rakku sisenetakse makropinotsütoosi teel. Endosoomides toimub viiruse ümbrisevalgu lõikamine, selle tulemusena valk aktiveerub ja seondub endosoomivalguga Niemann-Pick-C1 (NPC1). See interaktsioon käivitab virioni- ja endosoomimembraanide liitumise ja nukleokapsiidi tsütoplasmasse sisenemise. Geeniekspressioon ja RNA replikatsioon toimuvad tsütoplasmas ja on põhimõtteliselt sarnased teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste omadega. Geeniekspressiooni ja selle seost virionide valmimisega koordineerib peamine maatriksivalk VP40. Virionid vabanevad rakkudest pungumise teel. Rakkude tasemel on filoviirusinfektsioon tsütotoksiline, kuid mitte rohkem kui teistel tsütotoksilistel RNA genoomsetel viirustel. Inimpopulatsioonis filoviirused stabiilselt ei püsi, selle asemel tekitavad nad aeg-ajalt haiguspuhanguid. Inimesi nakatavad filoviirused pärinevad käsitiivalistelt ja põhjustavad inimese organismi sattudes suure suremusega hemorraagilist palavikku. Põhjuseid, miks filoviirused on inimesele väga patogeensed, on ilmselt palju, kuid need pole hästi tuntud. 

			 

			Filoviridae on suhteliselt väike seltsi Mononegavirales kuuluv viiruste sugukond. 2020. a seisuga on sugukonnas üksteist tunnustatud viiruste liiki. Looduslikeks peremeesteks on neil ilmselt, mõnel liigil kindlasti, käsitiivalised. Huvi nende viiruste vastu on tingitud peamiselt sellest, et inimesele ja muudele primaatidele on paljud filoviirused äärmiselt patogeensed, põhjustades hemorraagilist palavikku, mis lõpeb sageli surmaga. Inimeselt inimesele levivad filoviirused peamiselt kehavedelike abil; aerosoolidena võivad need viirused levida ainult lähikontaktide puhul. Inimpopulatsioonis filoviirused stabiilselt ei püsi, seda nii suure patogeensuse kui ka efektiivsete ülekandemeetodite puudumise tõttu. Seetõttu põhjustavad filoviirused perioodilisi puhanguid, mis enamasti jäävad lokaalseks. Esimene kirjeldatud filoviiruse põhjustatud haiguspuhang leidis aset 1967, aastal Saksamaal Marburgis (siit sai vastav viirus ka oma nime) laboratooriumis, kus uuriti Ugandast toodud aafrika rohepärdikuid. Teine filoviirus avastati 1976. aastal Kongos Ebola jõe regioonis toimunud nakkuspuhangu käigus.

			Sugukond Filoviridae jaguneb kuueks perekonnaks.

			1.Ebolavirus. Siia kuuluvad kuus ebolaviiruse liiki: Zaire, Sudani, Restoni, Bundibugyo, Bombali ja Tai Forest’i ebolaviirused. Kõik nad, välja arvatud Restoni ebola (Bombali ebola kohta andmed puuduvad), on inimesele patogeensed. Kõige sagedasem haiguspuhangute tekitaja inimestel ja siiani ainsa suurema epideemia põhjustanud filoviirus on perekonna tüüpesindaja Zaire ebolavirus (ZEBOV), mida sageli nimetatakse ka lihtsalt ebolaviiruseks (EBOV). Just EBOV vastutas ebatavaliselt suure (> 28 500 nakatunut, > 11 300 surnut) puhangu eest aastail 2013–2016 Lääne-Aafrikas. Valdav osa haigusjuhtumeid leidis aset Libeerias, Sierra Leones ja Guineas. 2018–2019 aset leidnud haiguspuhangu käigus Kongos nakatus üle 2000 inimese. Enne neid epideemiaid olid kõik filoviiruste puhangud olnud suhteliselt väikesed ja nakatunute arv ei ületanud 500 inimest puhangu kohta; sageli oli üldse tegemist üksikute haigusjuhtudega. Siiski on vara teha järeldust, et ebolaviiruse puhangud on muutunud ulatuslikumateks, sest varasemate (enne aastat 1976 toimunud) puhangute kohta meil informatsiooni ei ole.

			2.Marburgvirus. Siia kuulub üks tunnustatud viiruse liik, Marburg marburgvirus (MARV). Temaga sarnaneb ka Ravn virus (RAVV), mis pole küll veel ametlikult tunnustatud liik. Nii MARV kui ka RAVV on inimesele patogeensed.

			Ülejäänud neli perekonda sisaldavad vaid ühte tunnustatud viiruste liiki ja seni neid inimestelt leitud ei ole. Need on perekonnad Cuevavirus (esindaja Lloviu cuevavirus), Striavirus (esindaja Xilang striavirus), Dianlovirus (esindaja Mengala dianlovirus) ja Thamnovirus (esindaja Huangjiao thamnovirus).

			Suure patogeensuse ja õhu kaudu toimuva leviku võimaluse tõttu kuuluvad ebola- ja marburgviirused kõrgeima (P4) klassi patogeenide hulka. Seetõttu on neid võimalik uurida vaid eritingimustes, mis on takistanud nende viiruste molekulaarbioloogia ja viirus-peremees-interaktsioonide põhjalikumat uurimist. Filoviiruste infektsioonist nende looduslikes peremeestes, kelleks on puuviljadest toituvad Vana Maailma nahkhiired, on samuti teada äärmiselt vähe.

			 

			Virionid ja genoomid

			Filoviiruste virionid on niidikujulised. Seda kajastab ka sugukonna nimetus, mis tuleneb ladinakeelsest sõnast filum ’niit’. Enamasti ei ole virionid siiski lihtsalt niidid, vaid on pleomorfsed: hargnevad või sõlmedega niidid, sageli Y- või number 6 kujulised (Joonis 218A, B). Virionide mõõtmed varieeruvad suurel määral. Infektsiooniliste virionide keskmine pikkus on 860 nm (MARV) – 1200 nm (EBOV); diameeter on mõlemal juhul 80 nm. 

			Filoviiruste virion koosneb peremeesraku plasmamembraanist pärit ümbrisest ja spiraalsest nukleokapsiidist diameetriga 50 nm. Nukleokapsiidis asub üks genoomse (negatiivse) polaarsusega RNA molekul. Ümbrises paiknevad viiruse glükovalgu trimeerid, mida nimetatakse ka peplomeerideks; need ulatuvad membraanist umbes 10 nm võrra välja. Nukleokapsiidi ja ümbrise vahel paikneb maatriksivalk.

			Filoviiruste genoomid on teiste seltsi Mononegavirales esindajate genoomidega võrreldes suhteliselt suured, nende pikkuseks on ligikaudu 19 kb. Geene on seitse, kuid tänu valkude posttranslatsioonilisele modifitseerimisele ja osa viiruste puhul ka RNA redakteerimisele, on sünteesitavate valmisvalkude arv mõnevõrra suurem (Joonis 219). 
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			Joonis 218. (A, B). Filoviiruse virionid nähtuna elektronmikroskoobis. (C). Filoviiruse virioni ehituse skeem.
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			Joonis 219. A. Marburgi viiruse genoomi ehituse skeem. B. Ebolaviiruse genoomi ehituse skeem. Peamiseks kahe filoviiruste perekonna erinevuseks on RNA redigeerimissaidi olemasolu ebolaviiruse GP-geenis. Joonisel on näidatud geenide valke kodeerivad alad (mRNA-dele vastavad järjestused); geenid ise on sageli osaliselt otsi pidi kattuvad. Näiteks kattuvad ebolaviirusel VP35/VP40-, GP/VP30- ja VP24/L-geenid.

			 

			Genoomi ehituse detailidelt sarnanevad filoviirused rohkem paramükso- kui rabdoviirustega.

			-Genoomi 3’- ja 5’-mittekodeerivate järjestuste otsad on kogu sugukonnas konserveerunud. Genoomi otsad on teineteise suhtes osaliselt komplementaarsed. Nendes regioonides asuvad viiruse transkriptsiooni ja RNA replikatsiooni initsieerimiseks vajalikud järjestused: EBOV-i puhul genoomse RNA 3’-otsa esimesed 156 nukleotiidijääki ja antigenoomse RNA 3’-otsa esimesed 177 nukleotiidijääki. Filoviiruste genoomi 3’-mittekodeerivad alad (liider) on suhteliselt sarnaste pikkustega (50–70 b); genoomi 5’-mittekodeerivate alade (treiler) pikkused on aga erinevatel esindajatel väga erinevad, alates 25 nukleotiidi jäägist (Restoni ebolaviirus) kuni 677 nukleotiidi jäägini (EBOV).

			-Geenide vahel paiknevad konserveerunud transkriptsioonisignaalid, mis koosnevad negatiivse ahela 3’-otsa poolt vaadatuna järgmistest elementidest:

			a.transkriptsiooni terminatsioonisignaal konsensusega 3’-UAAUUC(U)5-6. Nagu ka muudel Mononegavirales’te esindajatel on need 5–6 U-jääki kohaks, kus toimub RdRp libisemine ja mRNA polü(A) järjestuse sünteesimine;

			b.intergeenne ala (IR), mida mRNA-desse ei kopeerita;

			c.sellele järgnev transkriptsiooni reinitsieerimise järjestus, mille 5’-regioonis paikneb 3’-UAAUU element, mis järjestuselt sarnaneb transkriptsiooni termineerimise saidis asuva elemendiga.

			Filoviiruste IR-regioonid on sageli pikemad kui teistel seltsi Mononegavirales esindajatel; pikkus ulatub kuni 120 nukleotiidijäägini. Seetõttu on ka filoviiruste mRNA-del suhteliselt pikad mittetransleeritavad järjestused. Need võivad moodustada juuksenõelastruktuure, mis stabiliseerivad viiruse mRNA-sid. Samas tuleb kõikidel filoviirustel ette ka geenide kattumist. Näiteks kattuvad EBOV-i puhul VP35/VP40-, GP/VP30- ja VP24/L-geenid. Kattuvad alad on lühikesed, u 20 b pikkused, ja langevad kokku konserveerunud transkriptsioonisignaalidega. Nii täidab kattuvate geenide puhul üks ja seesama 3’-UAAUU-järjestus ülalpool asuva geeni terminaatori ja allpool asuva geeni transkriptsiooni initsiaatori ülesandeid. 

			Filoviiruste perekonnad erinevad teineteisest oluliselt glükovalgu (ingl glycoprotein, GP) geeni organisatsiooni poolest: marburgviiruste GP kodeerib ühte valku, samal ajal kui ebolaviiruste GP-geen kodeerib vähemalt kahte valku (Joonis 219). See tuleneb asjaolust, et nende viiruste puhul asub GP-valgu C-terminaalset regiooni kodeeriv järjestus sama valgu N-terminaalset regiooni kodeeriva järjestuse suhtes –1-faasis. Erinevate valkude süntees saavutatakse transkriptsioonilise mRNA redakteerimise abil.

			-Ebolaviiruse esmane GP-geeni produkt, mis sünteesitakse redakteerimata transkriptidelt, pole mitte GP, vaid sellest lühem ning mitteglükosüülitud SGP valk. SGP sekreteeritakse rakkudest välja;

			-GP süntees leiab aset redakteeritud mRNA-del. Redaktsiooni toimumise järjestuseks on GP-geenis asuv 7-st U-jäägist koosnev element, mille kohal lülitatakse mRNA-sse kas 8 (u 25% transkripte) või 9 (umbes 5% transkripte) A-jääki. 

			 

			Filoviiruste valgud

			Enamus filoviiruste kodeeritud valkudest on homoloogsed teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste kodeeritud valkudega. Sellele vaatamata kasutatakse nende puhul sageli teistsuguseid nimetusi; ehkki sellel on oma põhjused, tekitab see ikkagi mõnevõrra segadust. Filoviiruste struktuurivalgud jagunevad nukleokapsiidide valkudeks (NP, VP35, VP30, L-valk) ja ümbrisega seotud valkudeks (GP, VP40, VP24). Lisaks neile on ebola- ja cuevaviirustel ka kaks mittestruktuurset valku: SGP ja delta-peptiid. 

			Filoviiruste NP-valk (ingl nucleoprotein) vastab rabdo- ja paramüksoviiruste N-valgule. NP-valk koosneb N-terminaalsest hüdrofoobsest domeenist, mis on homoloogne paramükso- ja rabdoviiruste N-valkude vastavate domeenidega, ja mittekonserveerunud C-terminaalsest hüdrofiilsest domeenist. Sarnaselt teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste N-valkudega seondab NP-valgu N-terminaalne domeen genoomset ja antigenoomset RNA-d. C-terminaalne domeen interakteerub tõenäoliselt viiruse teiste valkudega. VP30 on nukleokapsiidi koostisesse kuuluv minoorne fosforproteiin, mis ei ole rabdo- ja paramüksoviiruste P-valkudega homoloogne. VP30 moodustab heksameere ja võib osaleda RNA sidumises. EBOV, kuid mitte MARV fosforüülimata VP30 toimib transkriptsiooni aktivaatorina.

			Filoviiruste L-valk on nagu kõikidel seltsi Mononegavirales kuuluvatel viirustel viiruse RdRp. Sarnaselt muude seltsi Mononegavirales kuuluvate viirustega on ka filoviirustel L-valk kõige väiksema koopia-arvuga nukleokapsiidi valk. See valk teostab ka mRNA redakteerimist ja selle 5’- ning 3’-otste modifitseerimist. Funktsionaalse RNA polümeraaskompleksi moodustamiseks on vajalik ka VP35-valk. Seda valku kodeeriv geen asub filoviiruste genoomis kohal, kus rabdo- ja paramüksoviirustel paikneb P-valku (fosfoproteiini) kodeeriv geen. Sarnaselt rabdoviiruste P-valguga on ka VP35 transkriptsiooni ja replikatsiooni kofaktoriks, mis seondab L-valku viiruse nukleoproteiinile. P-valguks (ingl sõnast phosphoprotein) ei saa VP35-valku nimetada selle pärast, et ta ei ole fosforüülitud. VP35 erineb P-valgust ka selle poolest, et moodustab peamiselt dimeere, samal ajal kui paramükso- ja rabdoviiruste P-valgud moodustavad tetrameere. Lisaks osalemisele viiruse RNA-de sünteesil surub VP35 maha raku sünnipärast immuunvastust. 

			GP-valk on N- ja O-glükosüülitud ning kujutab endast ainsat virionide välispinna valku. Seega on GP-valk nii filoviiruse antiretseptoriks kui ka viiruse ja rakumembraanide liitumise (fusioon) valguks. GP on integraalne membraanivalk. Tema C-terminaalne domeen asub virioni välispinnal, N-terminaalne domeen paikneb aga virioni siseküljel. GP-valgu valmimine meenutab paljude teiste viiruste membraanivalkude, näiteks gripiviiruse HA-valgu, valmimist: ta sünteesitakse GP0 eelvalguna ja läbib pärast oma sünteesi raku valkude omaga sarnase modifikatsiooniraja. Selle käigus toimub nii tema modifitseerimine kui ka lõikamine raku furiinproteaasi poolt GP1- ja GP2-valkudeks. Erinevalt paljudest teistest viirustest pole see lõikamine aga filoviiruse virionide infektsioonilisuseks, vähemalt in vitro tingimustes, hädavajalik. GP1-ja GP2-valgud jäävad teineteisega seotuks S-S-sideme kaudu; kolm GP1- ja GP2-valkude heterodimeeri moodustavad ühe peplomeeri (Joonis 220). Sarnasused gripiviiruse HA-valguga on ka funktsionaalsel tasandil:

			-GP1 toimib kui retseptorit siduv allühik;

			-GP2 on vajalik trimeeride moodustamiseks ja sisaldab oma N-otsas fusioonpeptiidi.
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			Joonis 220. Ebolaviiruse peplomeeri (GP-valgu trimeeri) ruumiline struktuur. Virionides paiknevas GP-valgus asub fusioonpeptiid (HR1D) virioni ümbrise poolsel küljel. RBS – retseptorit siduv sait. Joonis pärineb Lee et al., 2008, Nature, https://doi.org/10.1038/nature07082

			 

			VP40 (35–40 kDa) on virioni valkudest kõige mažoorsem ja on filoviiruste peamine maatriksivalk. Seda valku kodeeriva geeni paiknemine viiruse genoomis ja valgu enda funktsioonid on sarnased teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste M-valkude omaga. Siiski ei saa VP40 lihtsalt M-valguks nimetada: filoviirustel on veel teinegi maatriksivalk. Sarnaselt teiste viiruste M-valkudega osaleb filoviiruste VP40 virionide valmimisel, seondades nukleokapsiide ja membraanis asuvaid glükovalke ning reguleerib RNA sünteesi. Peale selle osaleb VP40 ka peremeesraku sünnipärase immuunvastuse mahasurumises. Siit tekib küsimus: „Kuidas saab üks ja seesama valk täita niivõrd erinevaid funktsioone?“ Vastus sellele küsimusele on iseenesest lihtne: kõike seda võimaldab VP40 konformatsiooniline plastilisus (Joonis 221): 

			-VP40 moodustatud dimeerid on olulised sünnipärase immuunvastuse mahasurumisel. 

			-Membraani transpordituna organiseeritakse dimeerid ümber heksameerideks, mis on vajalikud virionide moodustamisel. 

			-VP40 moodustab ka oktameerseid rõngasmolekule; need molekulid on olulised viiruse mRNA-de sünteesi (transkriptsioon) reguleerimisel. 
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			Joonis 221. Ebolaviruse VP40-valk on multifunktsionaalne. Valgu erinevad multimeersed vormid (di-, heksa- ja oktameerid) täidavad viirusinfektsioonis erisuguseid ülesandeid.

			 

			VP24 on filoviiruste minoorne maatriksivalk. Ka see valk moodustab oligomeere (täpsemalt tetrameere) ja on ilmselt oluline nukleokapsiidide moodustamisel. Peale selle osaleb VP24 sünnipärase immuunvastuse, täpsemalt tüüp I interferoonide vahendatud signaalülekande mahasurumisel.

			sGP-valk marburgviirusel puudub, kuid on ebola- ja cuevaviirustel. sGP ekspresseeritakse eelvalgu kujul. Eelvalgu N-terminaalne regioon on sama kui GP-valgul, kuid GP-valgule iseloomuliku C-terminaalse osa asemel on tal lühike unikaalse järjestusega domeen (Joonis 219B). sGP eelvalgu lõikamine toimub raku furiinproteaasi poolt valgu C-otsa lähedal asuvas saidis. Selle lõikamise tulemusena vabanev eelvalgu N-terminaalne osa ongi valmis sGP-valk. sGP moodustab homodimeere, mida hoiavad koos S-S-sidemed ja mis sekreteeritakse rakust välja. Seda valku leidub kõrges kontsentratsioonis ebolaviirusega nakatunud inimeste veres ning on arvatud, et ta blokeerib põletikku ning peremehepoolsete viirusvastaste kaitsereaktsioonide aktiveerumist. Deltapeptiid on sGP eelvalgu lõikamise C-terminaalne produkt, mis koosneb 40 aminohappejäägist, on O-glükosüülitud ja sekreteeritakse samuti rakkudest välja.

			ssGP (ingl small soluble GP) on samuti ainult ebola- ja cuevaviirustel. See ekspresseeritakse kolmandalt redakteeritud mRNA-lt. Et selline redakteerimine tekitab terminaatorkoodoni vahetult pärast redakteerimissaiti, on ssGP-valk sGP-valgu lühem vorm. ssGP on minoorne valk, mida sünteesitakse umbes 20 korda vähem kui sGP-d. Ka ssGP moodustab dimeere ja sekreteeritakse rakust välja.

			 

			Filoviiruste infektsioonitsioonitsükkel

			Filoviiruste replikatsioonitsüklit on tehnilistel põhjustel – tööd on vaja teha kõrgeima bio-ohutusetaseme oludes – ebamugav uurida. Seetõttu on kõige rohkem uuritud neid infektsiooni etappe, mida saab modelleerida infektsioonilist filoviirust kasutamata. Üheks selliseks on virionide seondumine rakule ja rakku sisenemine. Ülevaade filoviiruse infektsioonitsüklist on toodud joonisel 222. 

			Virioni seondumine rakkudele algab rakupinna molekuli(de) sidumisest viiruse GP1-valgu poolt. Filoviiruste retseptorite osas praegusel ajal konsensust ei ole. On selge, et filoviirused seonduvad peaaegu kõikidele inimese rakutüüpidele, välja arvatud vererakkudele. Ajalooliselt on MARV retseptorina identifitseeritud hepatotsüütide pinnavalk – asialoglükoproteiin. EBOV-i retseptorina on kirjeldatud nii C-tüüpi lektiine (dendritic-cell-specific ICAM3-grabbing non-integrin; DC-SIGN, liver and lymph node SIGN; L-SIGN) kui ka rakupinna valke, nt integriinid, T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing (TIM) valke ja perekonda tyrosine protein kinase receptor 3 (TYRO3) kuuluvaid valke. Samas ei blokeeri ühegi sellise retseptori eemaldamine viiruse seondumist ja/või leidub rakke, mis selliseid valke ei ekspresseeri, kuid millele filoviirused siiski seonduvad.

			Sisenemine rakkudesse võib toimuda erinevate meetoditel, nii klatriinist sõltuva endotsütoosi kui ka makropinotsütoosiga sarnaneva protsessi abil. Rakku sisenenud virionid transporditakse läbi varaste ja hiliste endosoomide. Selle protsessi käigus leiavad aset mitmed filoviiruse sisenemiseks olulised sündmused (Joonis 223).

			-Virioni aktiveerimine raku tsüsteiinproteaaside (cathepsin B ja cathepsin L) poolt. See on pH-st sõltuv protsess ja selle tulemusena eemaldatakse GP1 küljest umbes 60% selle koostisesse kuuluvatest järjestustest, sealhulgas kõik glükosüülitud aminohapete jäägid (Joonis 223A). Selle lõikamise tulemusena GP1 aktiveerub (Joonis 223B).

			-Aktiveeritud GP1 seondub viiruse sisenemisretseptoriga, milleks on endosoomide membraani valk Niemann-Pick C1 (NPC1) (Joonis 223C). NPC1 on peamiselt hiliste endosoomide ja lüsosoomide membraanides paiknev transmembraanne valk, mille loomulikuks funktsiooniks on kolesterooli transport hilistest endosoomidest muudesse rakumembraanidesse. 

			-Seondumine NPC1-valguga toob kaasa viiruse valkude konformatsiooni muudatused ja GP2-valgus paikneva fusioonjärjestuse ümberpaiknemise; see käivitab endosoomi membraani ja virioni ümbrise liitumise. 
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			Joonis 222. Filoviiruste infektsioonitsükkel (selgitused tekstis).

			 

			Membraanide liitumise ja maatriksivalgu eemaldamise tulemusena vabaneb viiruse nukleokapsiid tsütoplasmasse (Joonis 222).

			Transkriptsioon ja replikatsioon toimuvad nakatunud raku tsütoplasmas ja sarnanevad paramüksoviiruste vastavate protsessidega. Esimeseks viirusespetsiifiliseks sünteesiks on transkriptsioon, sünteesitud mRNA-d on monotsistroonsed ja neil on 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) järjestus. MARV-i puhul on transkriptsiooniks ja replikatsiooniks vajalikud NP-, VP35- ja L-valgud, EBOV-i puhul on lisaks nendele vajalik ka VP30-valk. mRNA sünteesiks kasutatav promooter asub genoomi 3’-otsas. Promooteri moodustavad genoomi 128 esimest nukleotiidijääki. Sarnaselt paramüksoviiruste promooteriga koosneb see kolmest osast: genoomi 3’-otsast, NP-geeni mittekodeerivas alas asuvast järjestusest ja neid eraldavast speiserist. Kõigi eelduste kohaselt sarnaneb ka selle promooteri toimimine paramüksoviiruste omaga; muu hulgas kehtib ka EBOV-i puhul „kuue reegel“. mRNA-d sünteesitakse stop-and-start-mehhanismiga. Transkriptsiooni reinitseerimine geenide vahekohtades ei ole 100%-line, võimalikuks erandiks sellest reeglist on üksteisega kattuvad geenid. Seetõttu sünteesitakse genoomi 3’-otsas asuvatele geenidele vastavaid mRNA-sid rohkem kui genoomi 5’-otsas asuvate geenide mRNA-sid.
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			Joonis 223. Ebolaviiruse sisenemine rakkudesse sõltub virioni aktiveerimisest endosoomi proteaaside poolt teostatud proteolüüsi tulemusena (A, B) ja aktiveeritud virioni interaktsioonist sisenemisretseptoriga, milleks on Niemann-Pick C1 (C). Need sündmused käivitavad virioni ümbrise ja endosoomi membraani liitumise. Paneelid A ja B: Hood et al., 2010, Journal of Virology; 84:2972–2982; Paneel C: Wang et al., 2016, Cell, https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.12.044

			 

			NP-valgu mRNA süntees on täheldatav alates 7. infektsioonitunnist ja saavutab maksimumi 18. tunniks. NP-valgu kogunemine käivitab ümberlülitumise mRNA-de sünteesilt (transkriptsioonilt) RNA replikatsioonile. Sünteesitavad antigenoomid ja nende alusel sünteesitavad uued genoomid pakitakse sünteesi käigus ribonukleokapsiididesse. Et filoviiruste genoomi 3’- ja 5’-otsad on üksteisega osaliselt komplementaarsed, võivad viiruse nukleokapsiidid moodustada rõngakujulisi struktuure, mis ilmselt on RNA replikatsiooniks olulised. Ka tähendab genoomi otste osaline komplementaarsus seda, et antigenoomi 3’-ots sarnaneb oma järjestuselt genoomi 3’-otsaga. Selles regioonis asub viiruse antigenoomne promooter, mis on genoomsest promooterist tugevam, tagades genoomsete RNA-de ülekaalu antigenoomsete RNA-de suhtes. 

			Virionide moodustumine toimub peamiselt plasmamembraani raft-regioonides, kuhu koguneb viiruse GP-valk. Virionide moodustumine algab, kui on kogunenud piisavas koguses glükovalke ja uusi genoomseid RNA-sid sisaldavaid ribonukleokapsiide. Virionide moodustamisel on oluline roll peamisel maatriksivalgul VP40, mis seob NP-valgu C-terminaalset osa ja plasmamembraani. Nukleokapsiidi sidumiseks on olulised VP40 oktameerid; see sidumine aitab kaasa üleminekule RNA sünteesilt virionide moodustamisele. VP40 dimeerid ja nende poolt moodustatavad heksameersed struktuurid on olulised virionide pungumisel (Joonis 221). Selle käigus seob VP40 viiruse RNP-d plasmamembraani siseküljele. Seondumine toimub plasmamembraaniga paralleelselt ja seetõttu näeb filoviiruste virionide väljumine rakkudest enam-vähem samamoodi välja kui allveelaevade pinnale tõusmine. 

			 

			Infektsiooni mõju peremeesrakkudele

			Vähemalt raku tasemel ei ole filoviirused sugugi patogeensemad kui paljud teised RNA genoomsed viirused, näiteks alfa- või polioviirused. Tegelikult on mitmed ebolaviirused, näiteks Reston ja Tai Forest, väga aeglased viirused ja tekitavad sageli persistentse infektsiooni. Samas kaasnevad infektsiooniga ka rakkude kahjustused. Katsed on näidanud, et peamiseks tsütotoksilisust põhjustavaks filoviiruse valguks on GP. Infektsiooni käigus põhjustavad nii ebola- kui ka marburgviirused nakatatud rakkude tsütoplasma vakuoliseerimist, mitokondrite ja muude raku organellide purunemist ning infektsiooni lõppfaasis ka tsütoplasma kondenseerumist. Samas ei põhjusta filoviirused, erinevalt alfa- või polioviirustest, rakkude makromolekulide sünteesi täieliku mahasurumist, toimub ainult raku valkude ja RNA sünteesi vähenemine.

			 

			Kordamisküsimused:

			1.Milline on filoviiruste virioni ja genoomi ehitus ja viiruse kodeeritud valkude funktsioonid?

			2.Kuidas toimub filoviiruste infektsioon: viiruse seondumine ja sisenemine, RNA-de sünteesid ja virionide moodustamine?

			 

		

	
		
			II.29. SUGUKOND BORNAVIRIDAE.

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Bornaviirustel on mittesegmenteeritud negatiivse polaarsusega RNA genoomid pikkusega veidi alla 9 kb. In vivo toimub infektsioon kesknärvisüsteemi rakkudes ja selle peamine molekulaarne eripära on rakutuumas toimuv RNA transkriptsioon ja replikatsioon. Viiruse sisenemine rakkudesse toimub retseptori vahendatud endotsütoosiga, viiruse nukleokapsiid transporditakse tsütoplasmast rakutuuma. Esimeseks biosünteesiks on transkriptsioon, mis oma mehhanismilt sarnaneb teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste transkriptsiooniga, kuid erineb nendest selle poolest, et osa viiruse mRNA-sid sünteesitakse alternatiivse splaissingu abil. Viiruse nukleokapsiidivalgud sünteesitakse tsütoplasmas ja transporditakse sealt tuuma, see on vajalik RNA replikatsiooni käivitamiseks. Rakutuumast väljuvad genoomset RNA-d sisaldavad nukleokapsiidid; selleks kasutatakse tuumse ekspordi süsteemi. Uute virionide moodustamine toimub tsütoplasmas, virionid vabanevad rakust pungumise teel.

			 

			Bornaviiruste nimetus ei tulene sõnast RNA, vaid kohanimest Saksamaal. Hobuste ja lammaste Borna haigus on fataalne neuroloogiline haigus, mis oli tuntud juba 19. sajandil. 1926. aastal tõestati selle haiguse viiruslik päritolu ja haigustekitaja sai nimetuseks Borna disease virus – BDV (liiginimetus Mammalian 1 orthobornavirus). Hilisemad uurimused näitasid, et BDV on paljude selgroogsete loomade, sealhulgas hobuste, eeslite ja koerte kesknärvisüsteemi (ingl central nervous system, CNS) haiguste tekitaja. BDV looduses leviku mehhanism ei ole selge; on võimalik, et see toimub sülje või muude eritiste kaudu. Organismis on BDV mittetsütolüütiline ja väga CNSi-spetsiifiline viirus, mis nakatab enamasti neuroneid ja astrotsüüte ning tekitab nendes rakkudes persistentse infektsiooni. Rakukultuuris võib BDV nakatada ka mitte-CNS-rakke. 

			Praeguseks on BDV-ga sarnaseid viiruseid leitud mitmetelt kodu- ja metsloomadelt ning lindudelt. Nii kuulub sugukonda Bornaviridae praegusel ajal (2020. a) 11 tunnustatud viiruseliiki, mis jagunevad kolme perekonda: Orthobornavirus (8 liiki, sealhulgas ka BDV), Carbovirus (2 liiki) ja Cultervirus (1 liik). Bornaviiruste peamine tähtsus on seotud põllumajanduse ja loomakasvatusega, sealhulgas lemmikloomadega. Kahtlemata suudavad bornaviirused nakatada ka inimesi, kuid sellise nakkuse tagajärjed ei ole üheselt selged. Nii on hiljuti kirjeldatud mõned surmajuhtumid, mille põhjuseks oli arvatavasti bornaviirusinfektsioon; samuti on BDV-d peetud mõningate neuropsühiaatriliste hälvete põhjustajaks. Molekulaar- ja rakubioloogia seisukohast on BDV oluline mudel tsütoplasma ja rakutuuma vahelise transpordi uurimiseks; samuti on BDV mudeliks kesknärvisüsteemis toimuva persistentse infektsiooni uurimisel. 

			 

			Virion, genoom ja viiruse poolt kodeeritud valgud

			BDV-virionid on sfäärilised, 70–130-nm diameeteriga. Virionid koosnevad sisemisest core-struktuurist ning ümbrisest, milles paiknevad viiruse glükovalgust koosnevad umbes 7 nm pikkused „ogad“ (Joonis 224A).
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			Joonis 224. (A) BDV virioni ehituse skeem. (B) BDV genoom. Lisaks geenidele on märgitud transkriptsiooni algussaidid (S) ja terminaatorid (T). (C) BDV mRNA-d (transkriptid) ja nende sünteesil kasutatud alternatiivse splaissingu skeem.

			 

			BDV genoom on ribonukleoproteiini (RNP) pakitud 8,9 kb pikkune negatiivse polaarsusega RNA, mille organisatsioon sarnaneb üldjoontes teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste genoomide omaga. BDV genoomil on üksteise suhtes osaliselt komplementaarsed 3’- ja 5’-mittekodeerivad liider- ja treilerjärjestused; genoomis on kuus geeni (Joonis 224B). Erinevalt teiste seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste genoomidest ei ole bornaviiruste genoomis intergeenseid regioone ja viiruse transkriptsiooniühikud kattuvad üksteisega. See tuleneb transkriptsiooni stardi- ja stoppjärjestuste ebatavalisest vastastikusest paiknemisest (Joonis 224B). 

			Bornaviiruse genoomis on genoomi 3’-otsast lugedes järgmised valke kodeerivad geenid.

			-N-valk (ingl nucleoprotein), mis interakteerub genoomse ja antigenoomse RNA-ga ja moodustab nendega RNP. Bornaviiruste N-valgul on kaks isovormi (p38 ja p40), mis saadakse erinevaid, kuid samas lugemisraamis paiknevaid AUG-koodoneid kasutades. Mõlemad need valgud seovad viiruse genoomi, kuid erinevalt p40-st ei ole p38-valk piisav RNA transkriptsiooni/replikatsiooni toetamiseks. p40 ja p38 erinevad teineteisest ka lokaliseerumise poolest nakatatud rakus. See tuleneb asjaolust, et tuumalokalisatsioonisignaal (ingl nuclear localization signal, NLS), mis p40-valgus paikneb valgu N-otsas, p38-valgus puudub. Mõlemad N-valgu vormid seonduvad P-valguga. See interaktsioon võimaldab p38-valgul P-valgu NLS-signaali kasutades tuuma siseneda. Nii p38 kui p40 sisaldavad ka tuumse ekspordi signaali (ingl nuclear export signal, NES) mis kattub P-valku siduva järjestusega. 

			-X-valk, mille lugemisraam kattub suures osas P-valgu lugemisraamiga, kuid paikneb selle suhtes teises faasis. X-valk transleeritakse P-valguga samalt mRNA-lt (Joonis 224C). X-valk on regulatoorne valk, mis seondub P-valguga ja reguleerib muu hulgas selle tuuma ja tsütoplasma vahelist transporti ning osalemist RNA replikatsioonis. X-valku leidub nakatatud rakkudes, kuid mitte valminud virionides; seega on tegemist mittestruktuurse valguga.

			-P-valk, mis on happeline fosforüülitud valk ja funktsioneerib kui viiruse transkriptsiooni aktivaator. P-valgul on NLS-signaal ning ta seondub viiruse N-, X-, M- ja L-valkudega. Nagu ka teistel seltsi Mononegavirales kuuluvatel viirustel reguleeritakse BDV P-valgu aktiivsust, sealhulgas tema võimet moodustada multimeere ja seondada teisi viiruse valke, fosforüülimise teel. Fosforüülimine mõjutab ka P-valgu transporti raku tuuma.

			-M-valk, mis on virionide maatriksivalk. BDV M-valk moodustab tetrameere, seondub P-valguga ja kuulub RNP koostisesse. Erinevalt rabdoviiruste M-valgust ei kaasne BDV M-valgu RNP-le seondumisega viiruse mRNA-de sünteesi mahasurumist.

			-GP-valk, mis on virioni membraanis paiknev glükovalk. GP-valgu lugemisraamilt ekspresseeritakse täispikk GP-valk, mis lõigatakse raku furiin-proteaasi poolt kaheks osaks: C-terminaalne lõikamise produkt (GP-C) on ankurdatud virioni membraanile ja kujutab endast viiruse fusioonvalku, lõikamise N-terminaalne produkt (GP-N) on viiruse antiretseptoriks. Sarnaselt paljude teiste viiruste glükovalkudega on ka BDV-virionis paiknev glükovalk heterodimeeride trimeer, mille struktuuriks on 3x(GP-C+GP-N).

			-L-valk, mis on BDV RdRp ja ühtlasi mRNA-de 5’- ja 3’-otsi modifitseeriv ensüüm. L-valk sisaldab NLS-signaali ja seob P-valku.

			 

			BDV infektsioonitsükkel

			Bornaviirused erinevad enamikust seltsi Mononegavirales kuuluvatest viirustest selle poolest, et nende mRNA-de transkriptsioon ja RNA replikatsioon toimuvad nakatatud rakkude tuumas; selle omaduse poolest sarnanevad bornaviirustega ainult taimede nukleorabdoviirused. Bornaviiruste infektsioonitsükkel (Joonis 225) on heaks näiteks, milliseid täiendavaid võimalusi annab viirusele rakutuuma kasutamine RNA replikatsioonisaidina, samuti selle kohta, milliseid täiendavaid probleeme see viirusele tekitab.
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			Joonis 225. Bornaviiruse infektsioonitsükkel (seletused tekstis).

			 

			Rakupoolne retseptor (või retseptorid), millele BDV seondub, ei olnud õpiku koostamise ajal veel tuntud. BDV antiretseptor on GP-N-valk. Virioni sisenemine rakku toimub klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Virioni ümbrise ja endosoomi membraanide liitumine on pH-sist sõltuv protsess, mida viib läbi GP-C-valk. Selle tagajärjel vabaneb BDV nukleokapsiid raku tsütoplasmasse. 

			Rakukultuuris ja kindlasti ka in vivo levivad bornaviirused rakust rakku ka rakkudevahelisi kontakte kasutades, s.t ilma rakkudest väljumata. Ka selleks protsessiks on vajalik GP-valk ja selle lõikamine raku furiinproteaasi poolt. Seetõttu on tõenäoline, et bornaviiruse rakust rakku liikumise ja tavalise rakkude nakatamise mehhanismid on sarnased. 

			Et bornaviiruse RNA replikatsioon toimub tuumas, peab järgnevalt aset leidma viiruse RNP transport raku tuuma. Iseenesest pole see probleem: tuuma sisenemiseks piisab NLS-ide paigutamisest RNP-d moodustavatesse valkudesse. Nii see tõesti ka on: N (p40)- ja L-valkudes on kummaski üks, P-valgus isegi kaks NSL-i järjestust. Probleemiks on viiruse puhul aga asjaolu, et infektsiooni lõppfaasis on vajalik RNP-de vastupidine transport: tuumast tsütoplasmasse. Selle saavutamiseks on vajalikud NES- järjestused, mis on olemas nii N-valkudes kui ka P-valgus. Mõlemat tüüpi signaalide (NES ja NLS) olemasolu loob aga võimaluse, et valk sattub Buridani eesli olukorda: seisab „kahe heinakuhja vahel“ ega suuda otsustada, kuhu ta peaks liikuma. Siit ka küsimus: „Kuidas määratakse transpordi suund ehk kuidas viirus „teab“, millisel ajal on vaja RNP-sid transportida tuuma ja millisel ajal tuumast välja?“ Tegelikult on vastus sellele küsimusele üsna lihtne: transpordi suuna määrab raku transpordisüsteemile kättesaadavate NLS-ide ja NES-ide vahekord. Rakku siseneva RNP puhul on see vahekord NLS-ide kasuks, sest N-valgus paiknevad NES-elemendid on kas paigutatud valgu sisemusse ja/või blokeeritud P-valgu poolt. Ka P-valgus paiknev NES pole sellel infektsiooni etapil aktiivne, sest tema aktiveerumiseks on vajalik X-valgu, mida virionides aga ei leidu, juuresolek. Need asjaolud määravadki ära selle, et rakku sisenenud BDV RNP transporditakse rakutuuma.

			BDV transkriptsioon toimub rakutuumas ja selle tulemusena sünteesitakse mRNA-d, millel on 5’-cap-struktuurid ja 3’polü(A) järjestused. Ehkki ka bornaviirustel väheneb sünteesitavate mRNA-de arvukus piki genoomi 3’→5’-suunas, ei vähene transkriptsiooni efektiivsus kõikides geenide vahekohtades. Lisaks sellele on, võrreldes teiste Mononegavirales’te esindajatega, bornaviiruste genoomis vähem transkriptsiooni initsieerimise kohti. Selliseid kohti, mida nimetatakse S-saitideks, on kokku kolm. S-saidid sisaldavad osaliselt konserveerunud U-rikast motiivi ja paiknevad N-geeni, P/X-geeni ja M-geeni ees (Joonis 224B). Seega, kui bornaviirused kasutaksid ainult tavalist stop-and-start“-transkriptsiooni mehhanismi, saaks neil olla vaid kolm mRNA-d. Võrreldes teiste Mononegavirales’te esindajatega on seda vähe: isegi kõige lihtsamatel rabdoviirustel on viis mRNA-d. Transkriptsiooni termineerimise ja transkriptide polüadenüülimise saite (T-saidid), mis sisaldavad (U)6-7-järjestust, on viiruse genoomis samuti vaid neli: N-, P/X-, GP- ja L-geenide järel; lisaks sellele paikneb veel üks nõrk terminaator L-geeni sees (Joonis 224B). S- ja T-saitide paigutuses puudub BDV-l teistele seltsi Mononegavirales kuuluvatele viirustele tüüpiline organisatsioon: S-signaal – IG regioon – T-signaal; selle asemel on BDV-le tavaline transkriptsiooniühikute omavaheline kattumine. Tsütoplasmas paljuneva viiruse jaoks oleks selline signaalide paigutamine ebaloomulik, sest nii saaks viiruse genoomil sünteesida ainult ühe monotsitroonse mRNA (N-geeni mRNA), ülejäänud BDV mRNA-d oleksid struktuurilt polütsistroonsed. Kuid, nagu üleval korduvalt märgitud, BDV ei replitseerugi tsütoplasmas ning transkriptsioonisignaalide ebatavaline arv ja paiknemine tähendab kohastumist tuumas toimuvaks transkriptsiooniks. 

			BDV mRNA-de sünteesi profiil on keerulisem kui rabdoviirustel; seda põhjustel, et BDV transkriptsiooni termineerimise saidid ei ole efektiivsed ja need loetakse sageli läbi ning et rakutuumas toimuv transkriptsioon võimaldab BDV-l kasutada alternatiivset splaissingut. Kokku saab BDV genoomis eristada kolme intronit, mis paiknevad (Joonis 224C) järgmiselt.

			-M-valgu lugemisraamis. Selle introni splaissing eemaldab M-valgu C-terminaalset osa kodeeriva järjestuse.

			-GP-valgu lugemisraamis. Selle introni eemaldamine asendab GP-valgu C-terminaalset osa kodeeriva järjestuse alternatiivsest raamist pärineva 20 koodoniga.

			-GP- ja L-valkude lugemisraamides. Selle introni eemaldamisel moodustuvalt mRNA-lt transleeritakse trankeeritud GP- ja L-valke. 

			Splaissingu tulemusena moodustuvad ka mitmed alternatiivsed lugemisraamid: näiteks moodustub kahe esimese introni eemaldamise tulemusena lugemisraam, kus L-valgu raami ette liitub 153 koodonit (Joonis 224C). 

			BDV mRNAde translatsioon leiab aset tsütoplasmas. N-, P/X- ja M-valgud ekspresseeritakse spaisimata mRNA-delt. GP- ja L-valkude ning võimalike L-valgu erinevate variantide translatsioon toimub splaissitud mRNA-delt. Nagu ülal kirjeldatud, on viiruse jaoks kriitiline sünteesitud valkude korrektne paiknemine rakus. N- ja P-valgud, mis on kaks kõige aktiivsemalt ekspresseeritavat valku, lokaliseeruvad nii rakutuumas kui ka tsütoplasmas; tuumset transporti võimaldavad nendes valkudes paiknevad NLS-järjestused. N-valgu p38 isovorm, milles NLS puudub, transporditakse tuuma tänu seondumisele kas p40 isovormiga ja/või P-valguga. Ka X-valgus on NLS; seetõttu paikneb ka see valk nii tuumas kui ka tsütoplasmas. Tuuma lokaliseerub ka L-valk, kus ta liitub repliktsiooni käigus moodustuvatele RNP-dele, ning ka osa M-valgust. Bornaviiruse RNA replikatsioon toimub samuti rakutuumas, samal ajal RNA replikatsiooniga toimub ka uute RNP-de moodustamine. RNA replikatsioon vajab uute viirusevalkude juurdesünteesi ning transporti raku tuuma; replikatsiooni ja transkriptsiooni vahekorda koordineerib P-valk, mis seondub nii N- kui ka L-valguga. 

			BDV virionide moodustamine toimub tsütoplasmas. GP-valgu, mis on vajalik virionide moodustamiseks, ekspressioon ei käivitu kõikides nakatatud rakkudes. On võimalik, et see on seotud persistentse infektsiooni kujunemisega. Rakkudes, kus GP-valku toodetakse, paikneb ta ER-is ja plasmamembraanis. GP-valk läbib, sarnaselt raku valkudega, posttranslatsioonilise modifitseerimise raja. Selle tulemusena ta glükosüülitakse ja protsessitakse raku furiinproteaasi poolt. BDV virionid punguvad kas plasmamembraanilt või ER/Golgi membraanidelt (Joonis 225): selle poolest erinevad bornaviirused nukleorabdoviirustest, mille virionid punguvad tuuma sisemembraanist. Seetõttu peavad replikatsiooni käigus kokkupandud uued RNP-d virionide moodustamiseks saama transporditud tsütoplasmasse. See saavutatakse RNP-desse kuuluvate valkude NES- elementide eksponeerimise abil. Oluline roll selles protsessis on X-valgul: X-valgu seondumine P-valguga aktiveerib P-valgus paikneva NES-järjestuse. Ka on võimalik, et tuumseks ekspordiks on oluline N-valgu väiksem (ilma NLS-elemendita) p38 isovorm ja/või nukleokapsiidi valkude interaktsioon M-valguga, milles on samuti NES-järjestus. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on bornaviiruse genoomi ehituse ja geeniekspressiooni eripärad?

			2.Kuidas toimub bornaviiruse liikumine nakatatud rakus ja organismis?

			 

		

	
		
			II.30. SUGUKOND ORTHOMYXOVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Ortomüksoviirustel on kuuest kuni kaheksast segmendist koosnev negatiivse polaarsusega RNA genoom. Sugukonna tuntuimad esindajad on inimese A-, B- ja C-gripi viirused. Virionid on üldjuhul sfäärilised ja sisaldavad nukleokapsiide ning raku plasmamembraanist pärit ümbrist. A- ja B-gripi viiruste peamisteks membraanivalkudeks on antiretseptor/fusioonivalk (hemaglutiniin, HA) ja neuraminidaas (NA). Neuraminidaasi funktsiooniks on kõrvaldada virioni ja gripiviirusega nakatatud raku membraanist neuramiinhappe (siaalhappe) jäägid. See on vajalik, kuna neuramiinhape on gripiviiruse retseptoriks ja selle jäämine virioni ümbrisesse põhjustaks virionide kokkukleepumise. Gripiviirused sisenevad rakku klatriinist sõltuva endotsütoosiga, virioni ümbrise ja endosoomi membraanide liitumine sõltub pH-st. Ortomüksoviirused replitseeruvad raku tuumas; seetõttu toimub pärast viiruse sisenemist rakku nukleokapsiidide transport tuuma. Esimeseks biosünteesiks on transkriptsioon; see praimitakse raku pre-mRNA-de küljest lõigatud 5’-cap-struktuure sisaldavate RNA fragmentidega. Viiruse mRNA-d polüadenüülitakse; seda teeb viiruse replikaas libisemismehhanismiga. Mõnede segmentide transkribeerimisel kasutatakse alternatiivset splaissingut. Viiruse nukleokapsiidivalgu kogunemine käivitab ülemineku transkriptsioonilt RNA replikatsioonile. Kõigepealt sünteesitakse positiivne antigenoom, mis pakitakse juba sünteesi käigus nukleokapsiidi. Antigenoome kasutatakse matriitsina uute genoomide sünteesil. Replikatsiooni puhul kopeeritakse kogu RNA segment ja selle käigus ei toimu polümeraasi libisemist ega sünteesitava RNA splaissingut. Uued nukleokapsiidid transporditakse tuumast tsütoplasmasse, virionid punguvad plasmamembraanilt. Sellele eelneb segmentide sorteerimine: igasse virioni pakitakse täielik komplekt segmente. Segmentide sorteerimise ja RNA replikatsiooni käigus tekkivad vead põhjustavad gripiviiruste pidevat muutumist ja uute pandeemsete A-gripiviiruse tüvede tekkimist.

			 

			Sugukond Orthomyxoviridae ei ole eriti suur, siia kuulub vaid üheksa tunnustatud viiruste liiki. Samas, kuna sellesse sugukonda kuuluvad meditsiiniliselt väga olulised gripiviirused, on ortomüksoviiruseid põhjalikult uuritud. Asjaolu, et grippi põhjustavad viirused, sai selgeks alles 1933. aastal. Samas olid gripiepideemiad tuntud juba antiikajal, esimesena kirjeldas neid 412. aastal enne meie ajaarvamist Hippokrates. Nii gripiviiruste põhjustatud haiguse kulg kui ka viiruste levik varieerub suurel määral. Ka pandeemiaid põhjustavad A-gripiviirused võivad oma patogeensuse ja koos sellega ka nende põhjustatud surmajuhtumite arvu poolest oluliselt erineda:

			-1918–1920 levinud H1N1 („Hispaania gripp“) tappis 28–65 miljonit inimest.

			-2009. aasta pandeemne uus H1N1-viirus („seagripp“) levis samuti laialt, kuid sellesse suri „ainult“ veidi üle 10 tuhande inimese. 

			Praegusel (2020. a) ajal jagatakse sugukond Orthomyxoviridae seitsmeks perekonnaks kuhu kuulub kokku üheksa viiruste liiki.

			1.Alphainfluenzavirus. Esindajaks on A-gripiviirus (Influenza A virus, IAV), mis on ka kõige tavalisem ja teadaolevalt ainus pandeemiaid põhjustav gripiviirus. IAV genoomis on 8 RNA segmenti. Väide, et perekonnas on vaid üks liige (A-gripiviirus) on põhjendatud pigem meditsiiniliselt kui molekulaarbioloogiliselt. A-gripiviirus on sedavõrd levinud ja geneetiliselt niivõrd heterogeenne, et selle võiks vabalt jagada kümneteks (või isegi sadadeks) erinevateks viirusteks. Sellest tuleneb ka üks peamisi A-gripiviirusega seotud probleeme: erinevaid viiruse variante on sedavõrd palju ja need on niivõrd laialt levinud, et alati on olemas võimalus „uue“ A-gripiviiruse sisenemiseks inimpopulatsiooni ja/või uue rekombinatse („ümbersorteeritud“) viiruse tekkimine. A-gripiviiruse (või A-gripiviiruste) peremeheks on linnud, inimesed ja mitmed muud imetajad, sealhulgas kodusead.

			2.Betainfluenzavirus. Ka selle viiruse genoomis on 8 segmenti ja ka siin öeldakse, et perekonda kuulub vaid üks viiruseliik. Erinevalt olukorrast A-gripiviirusega, vastab see enam-vähem ka tõele. B-gripiviirus (Influenza B virus, IBV) nakatab ainult inimest ning pandeemiad ei põhjusta. Küll aga on see viirus seotud hooajaliste gripiepideemiate tekitamisega ja üsna sageli tuleb ette aastaid, kui enamiku sügis-talviseid grippijuhtumeid on põhjustanud just IBV.

			3.Gammainfluenzavirus. Selle viiruse genoomis on 7 segmenti. Ka C-gripiviirus (Influenza C virus, ICV) on koondnimetus, millega võetakse kokku mitmed inimesi ja muid imetajad (sealhulgas sigu) nakatavad viirused. Võrreldes A- ja B-gripiviirusega on C-gripiviirus vähem levinud.

			4.Deltainfluenzavirus. D-gripiviiruse (Influenza D virus) genoomis on 7 segmenti. Teadaolevalt see viirus inimesi ei nakata, peamiseks peremeheks on veised, viirust on leitud ka sigadest.

			5.Isavirus nakatab kalu. Esindajaks on Infectious salmon anaemia virus (ISAV, liiginimetus Salmon isavirus), mis on kalakasvanduste jaoks üks ohtlikumaid patogeene. ISAV-i genoom koosneb 8-st RNA segmendist.

			6.Thogotovirus, genoomis on 6 või 7 segmenti. Selles perekonnas on kaks ametlikult tunnustatud viiruste liiki, tüüpesindaja on Dhori thogotovirus.

			7.Quaranjavirus, genoomis on 6 segmenti. Ka selles perekonnas on kaks ametlikult tunnustatud viiruste liiki, tüüpesindaja on Quaranfil quaranjavirus. 

			Nii Dhori thogotovirus kui ka Quaranfil quaranjavirus nakatavad imetajaid, sealhulgas inimest. Ka teiste thogoto- ja quaranjaviiruste peremeesteks on soojaverelised loomad. Nende viiruste eripäraks on see, et tegemist on arboviirustega: lisaks soojaverelisele peremehele nakatavad nad ka lülijalgseid vektoreid (puugid), kelle abil levivad need viirused ühelt peremehelt teisele.

			Seega on sugukond Orthomyxoviridae küllaltki heterogeenne ja siia kuuluvad viirused erinevad üksteisest suurel määral. Enim on uuritud loomulikult A-gripiviirust, seepärast käsitlevad järgnevad alapeatükid, väheste väljatoodud eranditega, just seda viirust.

			 

			Gripiviiruste virionid

			Gripiviiruse virionid on enamasti sfäärilised, diameetriga 80–120 nm (Joonis 226). Siiski pole see ainus teadaolev virionide kuju, on ka niidikujulisi ja ebakorrapärase kujuga virione. On andmeid, et virionide kuju varieeruvus ei ole juhuslik ja et erinevate kujudega virionidel on infektsioonis erisugused ülesanded. Virionide ümbris pärineb raku plasmamembraanist. A-gripiviiruse virioni ümbrisest ulatuvad 10–14 nm võrra välja viiruse glükovalkudest koosnevad ogad (Joonis 226). Neid on virionis kahte tüüpi: 400 kepikeselaadsest (HA, hemaglutiniin) ja umbes 100 seenekujulist (NA, neuraminidaas) oga. HA ja NA on gripiviiruse peamised antigeenid. A- ja B-gripiviirustel paiknevad HA ja NA virioni ümbrises ilma nähtava organisatsioonita; seetõttu on A- ja B-gripiviiruste virionide morfoloogia sarnane. C- ning D-gripiviirusel NA-valk puudub. Nende viiruste ainus glükovalk kannab nimetust HEF (hemaglutiniin-esteraas-fusioon) ja on ümbrises esindatud umbes 100 koopiaga. HEF-valgu koopiad paiknevad virionis heksagonaalses organisatsioonis.
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			Joonis 226. A-gripiviiruse virionid elektronmikroskoobis (A) ja virioni ehituse skeem (B).

			 

			Peale glükovalkude leidub A-gripiviiruse ümbrises ka minoorset mitteglükosüülitud membraanivalku M2, mis kujutab endast viroporiini ning moodustab virioni ümbrises ioonkanaleid. Membraani all asub mažoorsest M1-valgust koosnev maatriksikiht. M1-valk assotsieerub virionis paiknevate ribonukleoproteiinidega (RNP-dega).

			Gripiviiruse RNP-d on umbes 10–20 nm diameetriga ning omapärase struktuuriga: RNP otsad moodustavad topeltspiraalilaadse struktuuri, samal ajal kui segmendi keskmine osa moodustab „silmuse“ (Joonis 227). Võrreldes seltsi Mononegavirales kuuluvate viiruste RNP-dega on ortomüksoviiruste RNP-d vähem stabiilsed. Iga RNP koosneb ühest genoomse RNA segmendist, mille pikkus jääb 2341–890 nukleotiidijäägi vahele, ja neljast erinevast valgust, mis kokku moodustavad viiruse polümeraasse kompleksi. Nendest valkudest on kõige mažoorsem NP (ingl nucleoprotein). Iga NP allühik seob umbes 24 nukleotiidijääki viiruse RNA genoomist. Minoorsed valgud on PB1 (ingl polymerase basic 1), PB2 (ingl polymerase basic 2) ja PA (ingl polymerase acidic), millest igaühte leidub virionis 30–60 koopiat. Igaühel neist on NLS-järjestus ja nakatatud rakus moodustavad need valgud tuumas paikneva stabiilse kompleksi. Virionides paikneb PB1-PB2-PA-trimeer genoomse ribonukleoproteiini otsas, RNA-le seondumist vahendab PB1 (Joonis 227).
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			Joonis 227. A-gripi viiruse RNP ehituse skeem.

			 

			Lisaks ülal loetletud valkudele sisaldab IAV-virion ka NS2-valku. NS2-valk assotsieerub maatriksivalguga M1 ja teda leidub gripiviiruse virionis 130–200 koopiat. Alguses peeti seda ekslikult mittestruktuurseks valguks, seda eksitust kajastab ka valgu nimetus (NS – non-structural). Sageli – ja korrektsemalt – nimetatakse seda valku NEP-valguks (ingl nuclear export protein), mõnikord ka NEP/NS2-valguks.

			 

			Gripiviiruse genoom ja selle kodeeritud valgud

			A-gripiviiruse genoomi (Joonis 228) segmentide kogupikkus on 13,6 kb, B-gripiviirusel 14,6 kb ja C-gripiviirusel 12,9 kb. Gripiviirused järgivad samu reegleid, mis kehtivad teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomidega viiruste puhul ning reegleid, mis on iseloomulikud segmenteeritud genoomidega viiruste genoomidele. Seetõttu on kõigi gripiviiruste genoomsetel segmentidel järgmised omadused.

			-Segmentide 3’- ja 5’-terminaalsed järjestused (14–15 b igas segmendis) on üksteisega osaliselt komplementaarsed. See on negatiivse polaarsusega RNA- genoomide ühine omadus. RNP-des paiknevad need otsas lähestikku; see tuleneb asjaolust, et need otsad paarduvad omavahel, moodustades dupleksi. Dupleksit stabiliseerib PB1-valk, mis seondab RNA-genoomi mõlemat otsa (Joonis 227). 

			-Segmentide kaksteist 3’-terminaalset ja kolmteist 5’-terminaalset nukleotiidi on väga konserveerunud ja kõigil segmentidel identsed. See on segmenteeritud RNA-genoomide ühine omadus ja tuleneb asjaolust, et erinevaid segmente seob ja kasutab üks ja seesama viiruse RNA polümeraas.

			A-gripiviiruse genoom kodeerib kokku 10 peamist valku, millest enamik on olemas ka teistel ortomüksoviirustel. Peale nende 10 „klassikalise“ valgu kodeerib gripiviirus erinevaid võtteid kasutades vähemalt 5–6, tõenäoliselt rohkematki minoorset valku. Enamikul juhtudel pole nende valkude funktsioonid teada ja sellel põhjusel pole enamikku nendest siin käsitletud.
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			Joonis 228. A-gripi viiruse genoomi segmendid ja nende poolt kodeeritud peamised valgud. Minoorsetest valkudest on näidatud kaks, RNA2 poolt kodeeritud PB1-F2- ja PB1 N40-valgud.

			 

			RNA1 (2,3 kb) kodeerib PB2-valku, mis on osa viiruse polümeraaskompleksist. PB2 on cap-struktuuri siduv valk ja on vajalik viiruse mRNA-de sünteesi initsieerimisel. PB2 seondub kahe ülejäänud polümeraasikompleksi valguga (PB1 ja PA; Joonis 227).

			RNA2 (2,3 kb) kodeerib PB1-valku, mis on gripiviiruse RNA polümeraasi katalüütiline allühik. PB1 seondub nii genoomse (vRNA) kui antigenoomse (cRNA) otstele ning, kuna ta seondab ka PB2- ja PA-valke, kinnitab PB1 viiruse vRNA ja cRNAde otstele kogu polümeraasikompleksi (Joonis 227). Sama segment kodeerib ka PB1-F2-valku, mida transleeritakse samalt mRNAlt alternatiivses lugemisraamis, ning PB1-N40-valku, mille translatsioon algab alternatiivselt AUG koodonilt, mis asub PB1-valku kodeerivas lugemisraamis PB1 AUG-koodonist allpool. PB1-F2 ja PB1-N40 valgud on gripiviiruse minoorsete valkude näideteks. Kumbki neist ei ole gripiviiruse replikatsiooniks absoluutselt vajalik ja neid ei kodeeri kõik gripiviiruste tüved. PB1-F2 kohta on teada, et see valk osaleb interferoonide poolt aktiveeritavate geenide mahasurumisel ja indutseerib nakatud rakkude apoptoosi.

			RNA3 (2,2 kb) kodeerib PA-valku. See kujutab endast riboendonukleaasi, mis lõikab 5’-cap-struktuuriga raku pre-mRNA-sid. Riboendonukleaasne aktiivsus on vajalik ainult mRNA-de transkriptsiooniks, mitte genoomse RNA replikatsiooniks. See aga ei tähenda, et PA-valk RNA replikatsioonis ei osale: PA puudumisel RNA replikatsiooni ei toimu.

			RNA4 (1,8 kb) kodeerib peamist ümbrise valku hemaglutiniini (HA, H). Nimetus „hemaglutiniin“ tuleneb selle valgu võimest aglutineerida (kokku kleepida) erütrotsüüte. A- ja B-gripiviiruste HA-valkude aminohappeliste järjestuste sarnasus on umbes 30%. C-gripiviiruse funktsionaalselt analoogne valk HEF sarnaneb oma järjestuste poolest A- ja B-gripiviiruste HA-valkudega vaid umbes 12% ulatuses. Seepärast on üsna üllatav, et oma ruumiliselt struktuurilt (Joonis 229) sarnanevad need kolm valku üksteisega. Gripiviiruse HA-valk on glükosüülitud integraalne membraanivalk, mis moodustab virioni ümbrises trimeere. Nagu paljude teiste viiruste membraanivalgud, sünteesitakse ka HA eelvalgu (HA0) kujul ja lõigatakse virioni aktiveerumisel kaheks fragmendiks (HA1 ja HA2). See lõikamine on gripiviiruse virionide infektsioonilisuseks absoluutselt vajalik ja seda teostavad tavaliselt rakuvälised, hingamisteede või soolestiku limas paiknevad proteaasid. Sellest reeglist on teada ka erandeid: HA0 lõikamine võib sellistel juhtudel toimuda juba raku sees. Niisugusel viisil valmivaid HA-valke on kõrge patogeensusega linnugripiviirusel ja 1918. a pandeemsel H1N1-gripiviirusel. Vähemalt osaliselt tuleneb nende viiruste suur patogeensus sellest, et taoliste viiruste virionid ei vaja aktiveerimiseks rakuväliste proteaaside abi. HA1 ja HA2 jäävad teineteisega seotuks disulfiidse sideme kaudu ja moodustavad trimeerid struktuuriga 3 × (HA1 + HA2). HA1 on gripiviiruse antiretseptor, mis seondub rakumembraanil asuvate siaalhapet (neuramiinhapet) sisaldavate glükovalkude ja gangliosiididega. HA2 on virioni ümbrise ja rakumembraanide fusioonivalk, fusioonpeptiid paikneb HA2-valgu N-otsas. Sarnaselt paljude teiste viiruste membraanivalkudega on ka gripiviiruse virionides paikneval HA-valgul metastabiilne konfirmatsioon. Nakatamisprotsessis omandab HA-valk stabiilse (fusogeense) konformatsiooni.
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			Joonis 229. A-gripi viiruse HA-valgu monomeeri ruumiline struktuur H1 tüüpi valgu (1918. aasta gripi viiruse isolaat) näitel. Sarnane ruumiline struktuur on ka teiste A- ja B-gripiviiruste HA- valkudel ning C-gripiviiruse HEF-valgul. Jooni pärineb Sun et al., 2013, Journal of Virology, doi:10.1128/JVI.00593-13

			 

			HA on gripiviiruse peamine antigeen: selle vastu moodustub kõige suurem osa viirust neutraliseerivatest antikehadest. Paraku on enamik neid antikehi suunatud HA-valgu „pea-domeeni“ vastu (Joonis 229). See tekitab selektsioonilise surve, mistõttu HA-valgu „pea-domeeni“ järjestus, mis talub hästi erinevaid mutatsioone, muutub kiiresti ja tekivad nn escape-mutandid. HA-valgu pea-domeeni konserveerunud osade ja tüve-domeeni vastu moodustub tunduvalt vähem antikehi. Samas on just need konserveerunud osad vähem muutlikud ja nende regioonide vastu suunatud antikehad suudavad seetõttu neutraliseerida paljusid erinevaid gripiviiruse variante. 

			RNA5 (1,6 kb) kodeerib NP-valku. NP interakteerub gripiviiruse v- ja cRNA-ga, kuid mitte mRNA-dega. NP seondumine toimub genoomse ja antigenoomse RNA sünteesi käigus nii, et ta interakteerub RNA fosfaatselgrooga; seetõttu paiknevad RNA alused RNP struktuuri pinnal. NP seondub ka PB1 ja PB2 valkudega ning on viiruse transkriptsiooni/replikatsiooni ümberlülitajaks ja regulaatoriks. 

			RNA6 (1,4 kb) kodeerib A- ja B-gripiviirustel neuraminidaasi (NA, N); C-gripiviirusel see segment aga puudub. NA-valk on N-glükosüülitud integraalne membraanivalk, millel on suur rakuväline domeen. Virioni ümbrises paikneb NA tetrameeridena ja kujutab endast ensümaatiliselt aktiivset valku, mis eemaldab membraanis paiknevatelt raku glükovalkudelt siaalhappe jäägid. See aktiivsus on vajalik nii moodustuvate virionide raku küljest vabanemiseks kui ka virionide üksteisega „kokkukleepumise“ vältimiseks. NA-valgu ruumilise struktuuri väljaselgitamine on võimaldanud välja töötada spetsiifilised gripiviiruse inhibiitorid (zanamivir, oseltamivir), mis blokeerivad nii A- kui ka B-gripi viiruse neuraminidaasi aktiivsust.

			RNA7 (1 kb) kodeerib kõigil gripiviirustel maatriksivalku M1. M1-valk on kõige mažoorsem gripiviiruse virioni valk. Virionis paikneb ta ümbrise all ja annab sellele jäiga struktuuri (Joonis 226). Maatriksivalk moodustab homo-oligomeere, interakteerub HA-, NA- ja M2-valkude tsütoplasmaatiliste domeenidega ning viiruse RNP-dega. Maatriksivalk on osaleb RNP-de transpordil tuumast tsütoplasmasse ja on oluline virionide pungumisel plasmamembraanist (vt allpool).

			 	A-gripi viirusel on selles segmendis kodeeritud ka M2-valk. Kahe valgu ekspressioon toimub alternatiivse splaissingu abil sünteesitud mRNA-delt (Joonis 228, 236):

			-M1-valk ekspresseeritakse splaissimata mRNA-lt;

			-M2-valk ekspresseeritakse splaissitud mRNAlt. 

			Samal genoomi segmendil on ka kolmas alternatiivselt splaissitud mRNA, milles paikneb lühike, 9-st aminohappejäägist koosnevat peptiidi kodeeriv lugemisraam; vastava peptiidi ekspressioon pole tõestatud. Kõigist RNA7 transkriptidest on kõige mažoorsem splaissimata (M1-valgu) mRNA. See aga ei tähenda, et gripiviiruste splaissing ei saaks olla kõrge efektiivsusega. Näiteks on C-gripiviiruse vastava segmendi puhul splaissing väga efektiivne: ilmselt põhjusel, et C-gripiviiruse maatriksivalk ekspreseeritakse just spaisitud mRNA-lt. 

			Millised on M2-valgu funktsioonid? M2-valk kuulub viroporiinide hulka, mis tähendab, et ta moodustab virioni ümbrist läbivad ioonkanalid. Viroporiinid on olemas ka teistel gripiviirustel; B-gripiviiruse viroporiin kannab nimetust NB-valk ja C-gripiviiruse oma CM2 -valk. Need valgud sünteesitakse siiski teistelt genoomi segmentidelt ja nad ei ole M2-valguga homoloogsed. Viroporiine leidub ka muudel viirustel, näiteks HCV-l. Praegusel ajal on A-gripi viiruse M2-valku rohkem uuritud kui teiste viiruste viroporiine. See valk lokaliseerub peamiselt nakatatud rakkude plasmamembraanis, virionides leidub seda vaid 20–60 koopiat virioni kohta. M2-valk moodustab tetrameere, mille transmembraanne osa toimib ioonkanalina, võimaldades H+-ioonidel siseneda endosoomidest virionidesse (Joonis 230). Sellisel viisil reguleerib M2-valk pH taset nii virionides kui ka viirusele olulistes rakuosades. M2-valk on sihtmärgiks, millesse toimivad gripiviirusevastased ühendid amantadine ja rimantadine.
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			Joonis 230. A-gripiviiruse M2-valgu moodustatud ioonkanal külg- ja pealtvaates. Näidatud on inhibiitori (rimantadine) paiknemine ioonkanalis. Joonis pärineb Cady et al., 2010. Nature, https://doi.org/10.1038/nature08722

			 

			RNA8 (0,9 kb) kodeerib A- ja B-gripiviirustel NS1- ja NS2- (NEP) valke; sarnaseid valke kodeerib ka C-gripiviiruse vastav segment. Ka siin toimub kahe erineva valgu translatsiooniks vajalike mRNA-de süntees alternatiivse splaissingu abil: NS1-valk sünteesitakse splaissimata ja NS2-valk splaissitud mRNA-lt. NS1-valk on fosfoproteiin, mida virionides siiani leitud ei ole. NS1-valgus on nii NLS- kui ka NES-järjestused, mistõttu NS1-valku leidub nii nakatatud raku tuumas kui ka tsütoplasmas. Tuumas surub NS1 maha raku mRNA-de polüadenüülimist, protsessingut ja transporti (vt allpool); tsütoplasmas aktiveerib NS1 spetsiifiliselt viiruse mRNA-de translatsiooni. NS1 toimib ka I tüüpi interferoonide antagonistina (vt allpool). NS2-valk (NEP) sisaldab NES-järjestust ja osaleb koos M1-valguga gripiviiruse RNP-de ekspordil tuumast tsütoplasmasse.

			 

			Gripiviiruse virioni seondumine rakule, rakku sisenemine ja lahtipakkimine

			Ortomüksoviiruste infektsioonitsükli peamiseks eripäraks on rakutuumas toimuv RNA transkriptsioon ja replikatsioon (Joonis 231). See asjaolu mõjutab oluliselt enamikku viiruse infektsioonitsükli etappidest. 
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			Joonis 231. A-gripiviiruse infektsioonitsükli skeem (seletused tekstis)

			 

			Ortomüksoviiruste retseptoriks on siaalhappe- (neuramiinhappe-) jäägid, mis asuvad raku glükovalkude ja glükolipiidide pinnal. Erinevad A-gripi viirused seovad siaalhappeid, mis on galaktoosijääkidele kinnitunud erinevat tüüpi sidemete abil (Joonis 232). Et siaalhappejäägid paiknevad eri peremeestel ja eri rakutüüpidel eri moodi, siis on ka gripiviirustel mõnevõrra erisugune peremees(raku)spetsiifilisus:

			-inimese A-gripiviiruse retseptoriks on siaalhappejäägid, mis kinnituvad galaktoosi-jäägile α-2,6-sideme kaudu (SAα2,6Gal);

			-lindude A-gripiviiruse retseptoriks on siaalhappejäägid, mis kinnituvad galaktoosijäägile α-2,3-sideme kaudu (SAα2,3Gal).

			On levinud valearusaam, et inimese hingamisteede rakkudel SAα2,3Gal tüüpi retseptorid puuduvad. Tegelikult on SAα2,3Gal tüüpi retseptorid inimese alumiste hingamisteede, näiteks alveoolirakkudel üsna tavalised. Õnneks on gripiviiruse jõudmine nende rakkudeni raskendatud, sest virione sisaldav aerosool „sadeneb“ enamasti juba ülemistes hingamisteedes. See asjaolu seletab, miks inimese nakatumine „linnugripi“viirusega on ebaefektiivne ja toimub eelkõige otseste kontaktide puhul. Samuti pole gripiviiruste seondumine kindlat tüüpi siaalhappele absoluutne: seondamist mõjutavad ka rakupinna molekulide muud modifikatsioonid. Lisaks sellele leidub ka gripiviiruseid, mis suudavad seonduda mõlemat tüüpi retseptor-molekulidele. Ka võib gripiviirus üsna kergesti, sageli üheainsa mutatsiooni abil HA-valgus, adapteeruda teist tüüpi retseptori kasutamisega. Seega on siin tegemist pigem retseptori eelistuse, mitte rangelt ettemääratud valikuga. Siiski on ka eelistus küllalt oluline faktor. Osalt on selle põhjuseks asjaolu, et retseptori ja viiruse HA-valgu interaktsioon on suhteliselt nõrk ning virioni efektiivne seondumine rakule saavutatakse paljude HA-valgu koopiate seondumisega arvukatele retseptormolekulidele.
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			Joonis 232. Siaalhappejäägid kinnituvad raku pinnal asuvatele molekulidele, kust neid eemaldab viiruse neuraminidaas. Side siaalhappe- ja galaktoosijäägi vahel võib olla positsioonide 2 ja 3 vahel (SAα2,3Gal, kujutatud joonisel ja näidatud punaste nooltega) või positsioonide 2 ja 6 vahel (SAα2,6Gal, roheline nool näitab positsiooni 6 galaktoosijäägil).

			 

			Gripiviirus siseneb rakku peamiselt klatriinist sõltuva endotsütoosi teel (Joonis 231). Peale selle on gripiviirused võimelised kasutama ka muid rakkudesse sisenemise teid, näiteks makropinotsütoosi. Plasmamembraanist moodustuvad endotsütootilised vesiikulid fuseeruvad endosoomidega; endosoomide arengu käigus (varastest hilisteks) nende sisemuses pH tase langeb. 20–40 minutit pärast virioni rakku sisenemist langeb endosoomi pH kriitilise tasemeni (≤ pH 5,3), käivitades HA-valgu struktuurse muutuse. Fusioonpeptiid, mis asub esialgu trimeeri sisemuses, nihkub nüüd u 10 nm võrra struktuurist välja, kontakteerub endosoomi membraaniga ja käivitab membraanide liitumise (Joonis 9). Gripiviiruse virioni aktiveerimiseks on vajalikud ka järgmised asjaolud:

			-M2-valgu vahendatud virionisisese pH taseme langus, mis võimaldab viiruse RNP-de vabanemist maatriksvalgu küljest. Samuti valmistab virionisisene pH taseme langus ette HA-valgu vahendatud membraanide liitumist, nõrgestades HA-valgu ja maatriksivalgu interaktsioone .

			-RNP-de transport rakutuuma (Joonis 231). Gripiviiruse RNP-de transport tuuma toimub tuumapooride kaudu. Transport on kiire, viiruse RNP-d jõuavad tuuma umbes 10 minutit pärast viiruse rakku sisenemist. Selle saavutamiseks on kõigis neljas RNP-de koostisesse kuuluvas valgus NLS-järjestused; transpordi seisukohast on kõige olulisem NP-valgu NLS-element. See on küll veidi ebatavalise järjestusega – ei sisalda positiivselt laetud aminohappejääkide klastrit –, kuid seondub sellele vaatamata raku importiin-α valkudega. 

			 

			Gripiviiruse genoomi transkriptsioon ja replikatsioon

			Nagu kõigil negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel on ka ortomüksoviirustel mRNA transkriptsioon ja genoomse RNA replikatsioon selgesti eristatavad protsessid (Joonis 233). Enim on neid uuritud A-gripiviiruse puhul. Gripiviiruse RNA-de sünteesi mõjutab oluliselt asjaolu, et gripiviirus replitseerub rakutuumas. See võimaldab kasutada tuuma-spetsiifilisi mehhanisme, mistõttu gripiviiruse ja DNA-genoomsete viiruste geeniekspressiooni vahel on sarnasusi. Seda, et gripiviiruse RNA süntees on RNA-genoomse viiruse kohta väga ebatavaline, märgati juba 1960-ndatel. Nimelt leiti, et selle viiruse RNA sünteesi inhibeerivad nii üldine DNA-st sõltuva RNA sünteesi blokaator (actionomycine D) kui ka RNA polümeraas II inhibiitor (α-amanitiin), mis teistele RNA-genoomiga viirustele ei mõju. 
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			Joonis 233. Gripiviiruse transkriptsioon (mRNA süntees) erineb oluliselt viiruse replikatsioonist (genoomset või antigenoomset RNA-d sisaldava RNP süntees). Ehkki mRNA ja antigenoom on mõlemad positiivse polaarsusega, on nende 3’- ja 5’-otste struktuurid erinevad, ja erinevalt mRNA-dest pakitakse antigenoomid RNP-desse.

			 

			Gripiviiruse transkriptsioon

			Transkriptsioon toimub tuuma sisenenud RNP-de matriitsil (Joonis 231) ja seda viib läbi RNP-de koostisesse kuuluv polümeraasne kompleks. Promooteri, millega see seondub, moodustavad genoomsete segmentide konserveerunud 3’- ja 5’-otsad, mis omavahel paarduvad (Joonis 227). Seega on gripiviiruse RNA polümeraasi promooteriks dsRNA lõik; ilmselt on olulised ka selle lõigu alternatiivsed RNA sekundaarstruktuurid (NB! Kõik see leiab aset RNP kontekstis!). 

			Gripiviiruse transkriptsiooni peamiseks iseärasuseks on viiruse mRNA-de sünteesi praimimine raku pre-mRNA-de küljest lõigatud 5’-cap-struktuuri sisaldavate fragmentidega. See seletab, miks gripiviirus on tundlik RNA polümeraas II inhibiitorite suhtes: see ensüüm sünteesib raku pre-mRNA-d. Viiruse genoomse RNA järjestustest on transkriptsiooniks olulised segmentide konservatiivsed otsad. Transkriptsiooni initsieerimist kirjeldab järgmine mudel (Joonis 234).

			-PB1-valk seondub genoomse RNA 5’-otsas asuva konserveerunud järjestusega (5’-AGUAGAAACAAGG-3’) ja jääb sellega seotuks kogu transkriptsiooni jooksul. Seega toimub mRNA-de süntees nii, et matriits (genoomne RNA) liigub läbi paigal seisva polümeraasikompleksi.

			-Genoomi otsa sidumine PB1 poolt aktiveerib PB2-valgu cap-struktuuri siduva aktiivsuse. Selle tagajärjel seondub PB2 raku pre-mRNA-ga. 

			-Järgnevalt aktiveeritakse PB1 võime seondada viiruse genoomi 3’-otsa. Genoomi 3’-otsa seondamine PB1 poolt aktiveerib omakorda PA-valgu endonukleaasse aktiivsuse; selle tagajärjel lõigatakse raku pre-mRNA-lt ära cap-struktuuri sisaldav 5’-fragment (5’-cap struktuur + 10–13 nukleotiidi). Lõikamine pole järjestusespetsiifiline; ainus reegel on, et lõigatud fragmendi 3’-otsas paikneb enamasti puriini- (A või G) jääk. 

			-Saadud fragmenti kasutatakse viiruse mRNA sünteesi praimimiseks, aluste paardumine raku pre-mRNA-st pärineva fragmendi ja viiruse genoomse RNA vahel pole vajalik. Transkriptsioon algab G-jäägi lisamisega praimeri 3’-otsa; see G-jääk on komplementaarne C-jäägile viiruse genoomse RNA teises positsioonis (3’-otsa poolt lugedes).

			Järgnevalt toimub sünteesitava mRNA elongatsioon PB1-valgu poolt; see kestab, kuni süntees jõuab järjestuseni, mis paikneb genoomse RNA 5’-otsast 15–22 nukleotiidi ülalpool vahetult inverteeritud terminaalse järjestuse ees. Selles regioonis paikneb (U)5–7 element, millel toimuva polümeraasi „libisemise“ tulemusel sünteesitakse polü(A) järjestus ja toimub transkriptsiooni termineerimine. Polümeraasi „libisemist“ põhjustab asjaolu, et transkriptsioonikompleks on seotud genoomi 5’-otsaga ega saa seetõttu seda järjestust mRNA-sse kopeerida (Joonis 234).

			Kuidas eristab gripiviirus oma mRNA-sid raku pre-mRNA-dest ehk siis miks ei lõigata 5’-cap-struktuuri ära ka viiruse enda mRNA-delt? Selle põhjuseks on asjaolu, et viiruse polümeraas seondub spetsiifiliselt oma mRNA-de 5’-otsas asuvale järjestusele 5’-AGCAAAGCAGG-3’, mis on sarnane genoomi 5’-otsas asuva 5’-AGUAGAAACAAGG-3’-järjestusega. See seondumine inhibeerib cap-struktuuri sisaldava mRNA lõikamist ja väldib sellega viiruse enda mRNA-de lagundamist. 
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			Joonis 234. Gripiviiruse transkriptsiooni (mRNA sünteesi) mudel. Lihtsuse mõttes on viiruse genoomi kujutatud „palja“ RNA kujul, reaalselt eksisteerib see RNP kujul. Transkriptsiooni initsieerimis- ja termineerimismehhanisme on kirjeldatud tekstis.

			 

			NS1-valgu roll viiruse ja raku geeniekspressioonis

			Sarnaselt paljude multifunktsionaalsete valkudega moodustab NS1-valk mitmeid erinevaid multimeerseid vorme (Joonis 235). Nendest kõige olulisemad on dsRNA-d siduvad NS1-valgu dimeerid; dsRNA sidumine NS1-valgu poolt ei ole järjestusespetsiifiline. NS1 seob ka mitmeid rakuvalke, osa nendest on seotud raku mRNA-de valmimisega (vt allpool). Lisaks on näidatud, et NS1 seob raku valku p85β (Joonis 235), mis on üks PI3K allühikutest. Selle seondumise tagajärjel PI3K aktiveerub. Mis kasu gripiviirus sellest saab, pole küll veel selge; samas on PI3K mõjutamine iseloomulik paljudele erinevatele viirustele, mistõttu on ilmne, et see on neile oluline.

			NS1 blokeerib raku pre-mRNA-de valmimist. Üheks mehhanismiks, mille abil NS1 seda teeb, on splaissingu blokeerimine. Peale selle seondub NS1 raku CPSF valguga (ingl cleavage and polyadenylation specificity factor), mis on vajalik nii sünteesitava pre-mRNA lõikamiseks 3’-otsast kui ka selle esialgseks polüadenüülimiseks, ja PABII valguga (ingl poly(A) binding protein II). mis on vajalik mRNA-de polüadenüülimise võimendamiseks. Need interaktsioonid takistavad raku mRNA-de polüadenüülimist ja inhibeerivad seetõttu mRNA-de, millel tavalistes tingimustes on polü(A) järjestused, transporti tuumast tsütoplasmasse (Joonis 235). Selle asemel need defektsed pre-mRNA-d degradeeritakse, seda soodustab cap-struktuuri sisaldavate fragmentide omastamine viiruse poolt (vt ülal). Viiruse enda mRNA-de valmimist ja transporti NS1-valk ei mõjuta, sest nende mRNA-de polü(A) järjestused sünteesitakse polümeraasi libisemisega. Seega, surudes maha pre-mRNA splaissingu, polüadenüülimise ja transpordi tuumast tsütoplasmasse, kindlustab NS1-valk viiruse transkriptsiooniks vajalike cap-struktuuriga transkriptide püsimise rakutuumas, blokeerides samal ajal ka raku geeniekspressiooni. 
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			Joonis 235. A-gripiviiruse NS1-valgu funktsioonid. A. Erinevaid multimeere moodustades seob NS1 erinevaid nukleiinhappeid ja raku valke. B. Raku mRNA-de valmimise rada ja selle väljalülitamine NS1-valgu poolt (PAS – polüadenüülimis valkudega sait; U1–U6 – splaisosoomi koostisesse kuuluvad RNA-d). C. RIG-I-valgust algava signaalülekande blokeerimine NS1-valgu poolt. Joonis A pärineb Carrillo et al., 2014, Journal of Virology, doi:10.1128/JVI.03692-13.

			 

			Gripiviirus, millel puudub NS1-valku kodeeriv regioon, paljuneb normaalsetes rakkudes halvasti. Rakkudes, milles puudub sünnipärane immuunvastus, on selline viirus aga sarnane metsikut tüüpi viirusega. See näitab, et NS1-valk on vajalik raku sünnipärase immuunvastuse blokeerimiseks. NS1 inhibeerib sünnipärast immuunvastust mitmel moel. Esiteks, takistades ülal kirjeldatud moel raku geeniekspressiooni, takistab NS1 ühtlasi ka viirusevastaste geenide ekspressiooni. Teiseks, dsRNA sidumine NS1-valgu poolt vähendab nii dsRNA-d äratundvate PRR-ide kui ka mitmete interferoonide poolt aktiveeritud geenide (nagu PKR) aktiveerumist. Kolmandaks, NS1 seob otseselt RIG-I valgule ja blokeerib sellest valgust alguse saava signaaliülekande. Et RIG-I on üks tähtsamaid viirusinfektsiooni äratundvaid PRR-e, takistab see viiruse äratundmist raku poolt. Neljandaks, NS1 seob raku valku TRIM25 (Joonis 235C), mille ubikvitiin-ligaasne aktiivsus on vajalik RIG-I aktiveerumiseks. 

			 

			Viiruse mRNA-de splaissingu reguleerimine

			Gripiviiruse genoomis paiknevad splaissingu aktseptor-, doonor- ja hargnemissaidid sarnanevad oma järjestustelt raku pre-mRNA-de vastavatele saitidele. Vaatamata sellele, et splaissimise järjestused viiruse mRNA-des on väga efektiivsed, splaissitakse nakatatud rakkudes tavaliselt vaid 10% gripiviiruse sünteesitud mRNA-dest; erandiks sellest reeglist on ülalmainitud C-gripiviiruse CM1-valgu mRNA. See näitab, et gripiviirused suruvad oma mRNA-de splaissingut maha, soodustades mittesplaissitud transkriptide tuumset eksporti. Selle tulemusena jääb suur osa viiruse sünteesitud mRNA-st splaissimata.

			Nagu ülal mainitud, sünteesitakse A-gripiviiruse RNA7-lt lisaks splaissimata M1-valgu mRNA-le (peamine produkt) kaks alternatiivselt splaissitud mRNA-d (Joonis 236). Nende mRNA-de süntees on ajaliselt reguleeritud.

			-Infektsiooni alguses sünteesitakse eelistatult lühimat, ainult 9 koodonist koosnevat ORF-i sisaldavat mRNA-d. Selle põhjuseks on asjaolu, et vastav splaissingusait, mis asub 11 nukleotiidijäägi kaugusel mRNA 5’-otsast, on tugevam kui M2 ORF-i moodustamiseks vajalik splaissingusait, mis asub 51 nukleotiidijäägi kaugusel mRNA 5’-otsast.

			-Hilisemas infektsioonis sünteesitakse eelistatult M2-ORF-i sisaldavat splaissitud transkripti. Selle põhjuseks on esimese splaissingusaidi blokeerimine viiruse mRNA-le seonduva polümeraasse kompleksi (PA, PB1, PB2) poolt – see on seesama seondumine, mis takistab cap-struktuuri „varastamist“ viiruse enese mRNA-delt. Positsioonis 51 asuva nõrgema splaissingusaidi kasutamist aktiveerib ka raku SF2/ASF-valk, mis seondub vastavas mRNA-s (selle 3’-eksonis) asuva splaissing-enhanseri järjestusega. 

			 

			Gripiviiruse geeniekspressiooni regulatsioon

			Erinevalt enamusest RNA genoomsetest viirustest, kuid sarnaselt DNA genoomsete viirustega, jaguneb gripiviiruse geeniekspressioon varaseks ja hiliseks faasiks. Varases faasis sünteesitakse eelistatult NP- ja NS-valkudele, mida A-gripiviirusel kodeerivad RNA5 ja RNA8, vastavaid mRNA-sid. Kõige madalam on selles faasis M1-valgu, mida A-gripiviirusel kodeerib RNA7, mRNA süntees. 
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			Joonis 236. A-gripiviiruse RNA7 transkriptsioonil leiab aset alternatiivne splaissing ja moodustub kolm (uuematel andmetel isegi neli, viimast neist pole joonisel näidatud) erinevat mRNA-d. Näidatud on lugemisraamid ja erinevad splaissingu akseptorsaidid, mis asuvad positsioonides 11 ja 51, samuti erinevatelt mRNA-delt sünteesitavate valkude pikkused (AH – aminohappe jääk).

			 

			See regulatsioon on seotud vastavate vRNA-de sünteesi aktiivsusega. Ehkki selle protsessi mehhanismid ei ole selged, on selle bioloogiline mõte ilmne:

			-NS- ja NP-valke, mis on vajalikud RNA replikatsiooniks, sünteesitakse eelistatult varases infektsioonis;

			-M1 mRNA ja vastava valgu, mis toimib transkriptsiooni inhibiitorina ning aktiveerib RNP-de transporti tuumast tsütoplasmasse, süntees on varases infektsioonis maha surutud. 

			Hilise faasi alguses saavutab kõikide viiruse mRNA-de süntees maksimumi ja hakkab seejärel langema. vRNA-de (genoomide) süntees püsib maksimaalsel tasemel kogu hilise faasi jooksul. Samuti püsib kogu hilise faasi jooksul maksimaalsel tasemel viirusevalkude sünteesi aktiivsus. Selle tulemusena muutuvad ka valkude sünteesimise proportsioonid: kõige rohkem sünteesitakse nüüd mažoorseid struktuurivalke, sealhulgas M1-valku, mille süntees oli varases faasis väheaktiivne.

			Gripiviiruse mRNA-de ja valkude sünteesil on ka proportsionaalne regulatsioon. Nii on polümeraasikompleksi valkudele vastavates RNA-segmentides paiknevad mRNA sünteesi käivitavad promooterid muudes RNA-segmentides paiknevatest promooteritest nõrgemad. Vahe tugevate ja nõrgemate promooterite järjestuste vahel on väike: erinev on vaid üks, 3’-otsast loetuna neljas nukleotiidijääk. Siiski põhjustab see erinevus selgeid erinevusi mRNA-de sünteesimisel. Selle regulatsiooni mõte on taas ilmne: gripiviirus väldib polümeraasikompleksi valkude, mida on vaja suhteliselt väikestes kogustes, liigset sünteesimist.

			 

			Gripiviiruse RNA replikatsioon

			Nagu ka teistel negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel toimub ortomüksoviiruste RNA replikatsioon kahes etapis: esmalt toimub genoomse RNA matriitsil positiivse polaarsusega antigenoomi (ingl template RNA, cRNA) süntees ja seejärel antigenoomi matriitsil uute genoomide (vRNAde) süntees (Joonis 233). Sarnaselt transkriptsiooniga sõltub ka RNA replikatsioon genoomi segmentide konserveerunud 3’- ja 5’-otstes paiknevatest järjestustest; olulised on iga segmendi esimesed ja viimased 12–13 nukleotiidijääki. Nagu ülal kirjeldatud, on vRNA ja cRNA terminaalsed struktuurid genoomse RNA otste osalise komplementaarsuse tõttu sarnased, kuid mitte täielikult identsed. Ka selle omaduse poolest sarnanevad ortomüksoviirused teiste negatiivse polaarsusega RNA –genoomiga viirustega. Nagu ka teiste viiruste puhul, võimaldab see asjaolu vRNA-de aktiivsemat (võrreldes cRNA-dega) sünteesi. Lisaks sellele on võimalik, et ortomüksoviiruste RNA replikatsiooni aktiivsust moduleerivad ka väljaspool terminaalseid regioone paiknevad järjestused.

			Üleminekuks transkriptsioonilt RNA replikatsioonile on vajalik muuta RNA sünteesi praimimist ehk siis üle minna cap-praimitud transkriptsioonilt mittepraimitud replikatsioonile. Vajalik on ka splaissingu, polü(A) sünteesi ning terminatsiooni blokeerimine. Tõenäoliselt on antiterminaatoriks RNP-desse mitteseondunud vaba NP-valk. See valk seob replikatsiooni käigus sünteesitavat cRNA-ahelat alates selle 5’-otsast ja blokeerib nii splaissingut, polüadenüülimist kui ka RNA sünteesi termineerimist. Selle tulemusena moodustub RNP, mis RNA sünteesi käigus „kasvab“. Seega toimib siin põhimõtteliselt sama mehhanism kui seltsi Mononegavirales kuuluvatel viirustel. Sarnaselt viimastega vajab ka gripiviiruse uute vRNA-de süntees vaba NP-valgu olemasolu; kui tekib NP puudujääk, katkeb kohe ka vRNA süntees. Tõenäoliselt ei piisa replikatsiooni käivitamiseks ainult vaba NP-valgu olemasolust rakus, polümeraasi ümberlülitamisel transkriptsioonilt RNA replikatsioonile osalevad kindlasti ka muud viiruse ja võimalik et ka peremeesraku faktorid.

			 

			RNP-de transport tsütoplasmasse

			RNA replikatsiooni tulemusena moodustuvad nakatunud raku tuumas uued viiruse RNP-d, mis sisaldavad kas cRNA-d või vRNA-d (Joonis 233). Nende funktsioonid on erinevad ja seetõttu erinevad ka nende „saatused“: cRNA-d sisaldavad RNP-d jäävad rakutuuma, samal ajal kui vRNA-sid sisaldavaid RNP-sid transporditakse hilises infektsioonis tsütoplasmasse. See on oluline regulatsioonimoment – erinevalt seltsi Mononegavirales kuuluvatest viirustest ei saa ortomüksoviirused lubada positiivse polaarsusega RNA-sid (cRNA-sid) sisaldavate RNP-de pakkimist virionidesse. See tuleneb lihtsast matemaatikast: kui kasvõi üks genoomi kaheksast segmendist on vale polaarsusega, siis ei ole selline virion infektsiooniline. Seetõttu on tuuma ja tsütoplasma vaheline transport gripiviirusele väga oluline. Sarnaselt bornaviirustega (ptk II.29) seisneb peamine probleem selles, et kui viiruse rakku sisenemisel toimus RNP-de transport tsütoplasmast tuuma, siis infektsiooni lõppfaasis peavad põhimõtteliselt samasugused RNP-d saama transporditud vastupidises suunas. Sellest järeldub, et gripiviiruse RNP-de transport peab olema reguleeritud. On näidatud, et hilises infektsioonis kogunevad vRNA-sid sisaldavad RNP-d tuuma perifeeriasse ja on seotud seal paiknevale kromatiinile. Tõenäoliselt on sündmused, mis leiavad aset plasmamembraanil (vt allpool) ja tuumas üksteisega koordineeritud: plasmamembraani kogunev HA-valk käivitab signaalraja, mille tulemusena toimuvad tuumas paiknevate viiruse- ja rakuvalkudega mingid muudatused (ilmselt fosforüülimine), mis käivitavad allpool kirjeldatud sündmuste jada.

			RNP-de transporti tuumast tsütoplasmasse vahendavad kaks gripiviiruse valku: M1 maatriksvalk ja NS2 (NEP). Erinevalt RNP-sid moodustavatest valkudest, mis sisaldavad NLS-järjestusi, transporditakse M1-valk tuuma passiivse difusiooni teel. M1 seondub vRNA-sid sisaldavatele RNP-dele ja blokeerib nendelt toimuvat transkriptsiooni. Ise M1 tuumse ekspordi signaali ei sisalda, küll aga seondub ta NS2/NEP-valguga, milles on selline signaal olemas. NS2/NEP-valgu aktiivsust reguleeritakse ilmselt fosforüülimise teel; aktiivsel kujul seondub see valk raku tuumas paikneva mRNAde eksporti vahendava Crm1-valguga. Crm1-valku seob ka viiruse NP-valk. Seega toimub RNP-de transport tuumast tsütoplasmasse RNP-M1-NS2/NEP- komplekside kujul (Joonis 237). Peale selle on viirusel hilises infektsioonis vaja takistada RNP-de tagasitransporti tuuma. On näidatud, et ka selle eest vastutab RNP-dele seondunud M1-valk.

			 

			Peremehe geeniekspressiooni mahasurumine

			Gripiviiruse poolt nakatatud rakkudes toimub peremehe valgusünteesi mahasurumine. Võrreldes näiteks polioviirusega nakatatud rakkudega ei ole see küll väga kiire, kuid siiski on umbes 3 tundi pärast infektsiooni algust raku valkude süntees täielikult maha surutud. Samas ei suru ortomüksoviirused maha raku mRNA-de sünteesi. Infektsiooni aktiivses faasis nad ei saagi seda teha, sest nende endi mRNA-de süntees sõltub rakutuumas toimuvast pre-mRNA-de sünteesist. Kuigi hilises infektsioonis võib gripiviiruse polümeraasikompleks põhjustada raku RNA polümeraas II lagundamist, põhineb peremeesraku valkude sünteesi blokeerimine siiski peamiselt posttranskriptsioonilistel sündmustel. Neist osa leiab aset rakutuumas, mida on ülal kirjeldatud (Joonis 235), osa toimub aga tsütoplasmas. 
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			Joonis 237. Gripiviiruse RNP-de transporti rakutuumast tsütoplasmasse vahendavad viiruse M1- ja NEP-valgud ning raku valgud Crm1 ja Ran. NCP – tuumapoori kompleks.

			 

			Tsütoplasmas paiknevaid raku mRNA-sid gripiviirus teadaolevalt ei degradeeri ega modifitseeri. Küll aga blokeerib gripiviirus selliste mRNA-de translatsiooni initsiatsiooni ja elongatsioonietappe. Selleks, kuidas seda saavutada, on mitu võimalust. Üheks selliseks on viiruse mRNA-de poolne konkurents: gripiviiruse mRNA-d on väga tugevad translatsioonilised matriitsid ja tõrjuvad seetõttu raku mRNA-d polüsoomidelt välja. Vähemalt osaliselt on see taas seotud NS1-valgu toimega: see valk seob viiruse mRNA-de 5’-mittekodeerivaid alasid ja võimendab nende translatsiooni soodustades raku translatsioonifaktorite (eIE4G, PABP) seondumist. On võimalik, et kasutatakse – taas sarnaselt DNA genoomsete viirustega – ka raku translatsiooni peatamist PKR-i poolt (meeldetuletuseks: PKR teostab eIF-2 α-allühiku fosforüülimist ja seiskab selle kaudu translatsiooni initsiatsiooni). Viiruse enese mRNA-de translatsiooni võimaldab PKR-i lokaalne inaktiveerimine, mis toimub viirusevalkude sünteesi saitides kas NS1-valgu abil, mis seob PKR-i aktiveerivat dsRNA-d, või rakuvalgu (p58) abil, mis blokeerib PKR-i kinaasset aktiivsust.

			 

			Gripiviiruse valkude protsessing, membraanne transport ja virionide moodustamine

			A-gripiviiruse HA-, NA-, ja M2-valgud sünteesitakse membraanidega seotud ribosoomide poolt. Need valgud seonduvad raku membraanidele ja läbivad raku valkude omadega sarnased modifitseerimisrajad. HA- ja NA-valke modifitseeritakse glükosüülimise teel. Suuremal või vähemal määral on posttranslatsiooniliselt modifitseeritud ka M2-valk ning isegi mitmed gripiviiruse poolt kodeeritud membraanidega mitteseonduvad valgud, nagu NP, NS1 ja NEP. Glükovalkude esialgsed modifitseerimised leiavad aset ER-membraanidel, lõplik modifitseerimine toimub Golgi kompleksi ja trans-Golgi membraanidel. Mõnedel, kuid mitte kõikidel gripiviirusetüvedel sõltub HA transport ja korrektne modifitseerimine M2-valgu ekspressioonist: M2-valgu puudumisel omandab HA ennetähtaegselt (trans-Golgi kompartmendis) madalale pH-le vastava konformatsiooni. Selle tulemusena vabaneb HA fusioonpeptiid ja viiruse pungumine on blokeeritud. M2-valk toimib ioonkanalina ka trans-Golgi vesiikulites, võimaldades hoida selle kompartmendi pH taset viiruse jaoks kriitilisest piirist kõrgemal. 

			Polariseeritud rakkudes transporditakse HA- ja NA-valgud raku apikaalsele pinnale. Seda põhjustab vastavate sorteerimissignaalide olemasolu nende valkude transmembraansetes domeenides. Sellest tulenevalt punguvad gripiviirused epiteelide apikaalsele (välimisele) pinnale. Peale selle sisaldavad HA- ja NA-valgud signaale, mis tagavad nende paigutamise plasmamembraani sphingolipiidide ja kolesterooli poolest rikastesse domeenidesse – raft-regioonidesse. Nendes saitides moodustavad gripiviiruse glükovalgud kogumikke, mille piirides toimub peremeesraku membraanivalkude väljatõrjumine. Ka viiruse enda M2-valk lokaliseerub enamasti väljaspool raft-regioone, täpsemalt paikneb ta nende välispiiridel. Seetõttu sattub seda valku virionide moodustamise regioonidesse suhteliselt vähe ning sellest tulenevalt on M2-valgu molekulide koopia-arv valminud gripiviiruse virionides suhteliselt väike.

			Kuidas toimub RNP-de transport virionide moodustamise regioonidesse, pole lõpuni selge. On võimalik, et RNP-d seonduvad HA- ja/või NA-valkudega juba enne viimaste lõplikku valmimist ja liiguvad plasmamembraanile koos nendega. Alternatiivselt võivad RNP-d liikuda plasmamembraanile iseseisvalt ning seondumine glükovalkudega toimub alles membraanil. Seda võimalust toetavad andmed, mis näitavad, et nii NP- kui ka M1-valk seonduvad raku tsütoskeletiga. Kuidas iganes RNP-de transport ka ei toimuks, on gripiviiruse virionide moodustamise juures oluliseks ja paraku siiani lõpliku vastuseta küsimuseks see, kas ja kuidas viirus eristab üksteisest erinevaid vRNA-sid sisaldavaid RNP-sid? On selge, et infektsioonilised on ainult sellised virionid, mis sisaldavad vähemalt ühte koopiat igast genoomi segmendist. On teada, et sarnaselt teiste segmenteeritud genoomiga RNA-viiruste (nagu reoviirused) genoomi segmentidega sisaldavad ka gripiviiruse vRNA-de 3’- ja 5’-terminaalsed järjestused signaale, mis on vajalikud RNA pakkimisel virionidesse (pac-signaalid). Levinuim teooria, mida toetab ka kõige suurem hulk eksperimentaalseid andmeid, väidab, et gripiviiruse genoomi segmentide pakkimine on selektiivne ja et igas virionis leidub täpselt üks koopia igast segmendist. Nii on elektronmikroskoobi abil näidatud, et igas punguvas virionis on täpselt kaheksa RNP-d. Kui tekitada mutantne gripiviirus, millel puudub üks genoomi segment, siis moodustab selline viirus seitset RNP-d sisaldavaid virione. Samas ei saa lõplikult „maha kanda“ ka segmentide juhusliku pakkimise teooriat. Seda toetavad näiteks matemaatilised mudelid. Juhuslik pakkimine ei saa tagada, et kõik moodustuvad virionid oleksid infektsioonilised: enamikus neist on sellise pakkimise puhul puudu vähemalt üks genoomi segment. Selleks, et 10%-l moodustuvatest virionidest oleks täielik geenikomplekt, on vaja igasse virioni pakkida mitte vähem kui 12 segmenti. See pole võimatu ja on näidatud, et gripiviirus moodustab tõesti ka virione, milles on üle kaheksa RNP.

			Virionide pungumiseks on vajalik M1-valgu osalemine. M1-valk määrab moodustuvate virionide kuju: niidikujulisi virione moodustavate gripiviiruse tüvede poolt kodeeritud M1-valgus paiknevad spetsiifilised mutatsioonid. Virionide moodustamisel kontakteerub RNP-dega seotud M1-valk plasmamembraanis paiknevate HA- ja NA-glükovalkude tsütoplasmaatiliste domeenidega. Peale selle võib M1-valk interakteeruda ka M2-valguga. Membraanist väljapungunud virionid jäävad esialgu seotuks raku pinnaga, kuid eralduvad sealt varsti tänu NA-valgu aktiivsusele, mis eemaldab virionide ümbrisest ja raku plasmamembraanist siaalhappejäägid (Joonis 232).

			 

			Gripiviiruse geneetiline muutlikkus

			Gripiviirustele on iseloomulik väga suur molekulaarne varieeruvus. See asjaolu on väga oluline meditsiinilist meditsiiniline probleem, sest muutlikkuse tulemusena tekivad peaaegu igal aastal uute antigeensete omadustega gripiviiruste variandid. Veel enam, keskmiselt kord inimpõlvkonna jooksul ilmuvad ilma igasuguse hoiatuseta uudsed A-gripiviirused, mis on seni liikvel olnud viirustest sedavõrd erinevad, et viimaste vastu tekkinud antikehad neid üldse ära ei tunne. Peale tervishoiu on see suur probleem ka gripiviirusevastaste ravimite ning eriti vaktsiinide tootjatele. 

			Nii A- kui ka B-gripiviiruste pideva hooajalise muutumise eest vastutab viiruse RNA polümeraasne kompleks, millel on sarnaselt teiste RdRp-dega suur eksimissagedus: keskmiselt tekitab gripiviiruse replikaas ühe viiruse paljunemistsükli jooksul 1,5 × 10-5 mutatsiooni iga nukleotiidijäägi kohta viiruse genoomis. Uurides gripiviiruse muutlikkust, võib näha, et mutatsioonide tekkimise sagedus HA-valgus on kõrgem kui näiteks RNP koostisesse kuuluvates valkudes. See ei tulene siiski mitte sellest, et RdRp teeb vastavat RNA segmenti sünteesides rohkem vigu; HA-valgu näiliselt suurem muutlikkus on tegelikult peremehe immuunsüsteemi poolt teostatava valiku tulemus. Mutatsioonid HA- ja NA- valkude immunoloogiliselt äratuntavates osades (ingl antigenic drift) on olulised uute omadustega gripiviiruste tüvede tekkimisel (Joonis 238). 
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			Joonis 238. Uute immunoloogiliste omadustega gripiviiruste tekkimine HA-valku kodeerivas RNA-segmendis toimunud mutatsiooni tõttu (antigenic drift).

			 

			Erinevalt B- ja C-gripiviirustest iseloomustab A-gripiviiruseid ka RNA ümbersorteerimine (ingl reassortment). See on peamiseks mehhanismiks, mille abil moodustuvad uued pandeemsed A-gripiviiruse tüved. Ümbersorteerumist võimaldab asjaolu, et A-gripiviirusel on sadu, kui mitte tuhandeid variante. Suurem osa nendest on veelindude A-gripiviirused, mis erilist kahju tekitamata paljunevad lindude sooleepiteeli rakkudes. Ümbersorteerimine põhjustab inimese, loomade ja lindude A-gripiviiruste RNA- segmentide uute kombinatsioonide tekkimise ehk antigeenide nihke (ingl antigenic shift) (Joonis 239). See protsess leiab aset, kui ühte ja sedasama rakku nakatavad samal ajal vähemalt kaks erinevat päritolu A-gripiviirust. Viirused suudavad üksteisest eristada ainult erinevaid vRNA-segmente sisaldavaid RNP-sid: näiteks seda, et tegemist on RNA1-ga, mitte RNA2-ga. Samas ei tehta vahet, milliselt viiruselt mingi segment pärineb. Nii tekivad „hübriidsed“ virionid, mis sisaldavad erinevatelt vanematelt pärit segmente. 
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			Joonis 239. Uute immunoloogiliste omadustega A-gripiviiruste tekkimine HA- (ja/või) NA-valke kodeerivate segmentide ümbersorteerimise tulemusena (antigenic shift ehk antigeenide nihe).

			 

			Enamikul – kuid paraku mitte kõikidel – juhtudel moodustuvad selle protsessi tulemusel defektsed viirused: erinevatelt „vanematelt“ pärinevad segmendid ei suuda tavaliselt koos töötada. Vaid üksikutel teadaolevatel juhtudel on ümbersorteerimine osutunud viiruse jaoks edukaks ja andnud tulemuseks uued gripiviirused, mida tavaliselt nimetatakse neis paiknevate HA- ja NA-valkude alltüüpide kombinatsioonide järgi. Inimkonna jaoks on sellel sageli olnud katastroofilised tagajärjed, sest erakordselt edukateks osutunud A-gripiviirused on põhjustanud pandeemiaid. Sellised olid (Joonis 240):

			-H1N1 – Hispaania gripp (1918–1919), 1976 (Siberi gripp), 2009 (seagripp);

			-H2N2 – Aasia gripp (1957);

			-H3N2 – Hongkongi gripp (1968).

			 

			[image: ]

			Joonis 240. Viimase 150 aasta jooksul on antigeenide nihke tulemusena tekkinud 7 pandeemset A-gripiviiruse varianti. Tavaliselt kaasneb uue pandeemse variandi ilmumisega eelmise sama alltüüpi HA-valku kandva viiruse väljatõrjumine. Pidevalt toimub ka lindude gripiviiruste, mis kannavad H5, H7 või H9 tüüpi hemaglutiniini, ülekandumine inimestele (märgitud ringidega). Seni pole see veel uute pandeemsete tüvede tekkimiseni viinud.

			 

			Uue inimesi nakatava gripiviiruse tekkimiseks on ka kolmas võimalus – peremehe vahetus. Nii võib näiteks mingi linnugripiviirus kohastuda paljunemiseks inimese organismis. Selle saavutamiseks on vajalik paljude muudatuste samaaegne või järjestikune toimumine. Praegu puuduvad veenvad tõendid, et selline sündmus on gripiviiruste dokumenteeritud ajaloo jooksul kunagi aset leidnud. Siiski spekuleeritakse, et 1918. aasta H1N1 „Hispaania“ gripi viirus võis olla just sellist päritolu. Igatahes ei lakka gripiviirused seda ikka ja uuesti proovimast (Joonis 240) ning seetõttu ei saa välistada, et kunagi võib see neil ka õnnestuda. Kui see peaks juhtuma, saab selle hind olema astronoomiline, tõenäoliselt isegi kõrgem SARS-CoV-2 pandeemi omast: sadu miljoneid inimelusid ja umbes 5% maailma majanduse kogutoodangust. Õnneks on seniste kogemuste põhjal võimalik arvata, et tegemist on väga väikese tõenäosusega sündmusega.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on gripiviiruse virioni ehitus ja millised valgud sinna kuuluvad?

			2.Kuidas on organiseeritud A-gripiviiruse genoom?

			3.Kuidas toimub gripiviiruse rakule seondumine ja rakku sisenemine?

			4.Kuidas toimub gripiviiruse mRNA-de süntees (transkriptsioon)?

			5.Kuidas on reguleeritud gripiviiruse geeniekspressioon ja kuidas gripiviirus mõjutab raku geeniekspressiooni? 

			6.Kuidas toimub gripiviiruse valkude ja RNP-de transport rakkudes ning virionide moodustamine?

			7.Millised on uute antigeensete omadustega gripiviiruste moodustamise mehhanismid?

			 

		

	
		
			II.31. SELTS BUNYAVIRALES

			Andres Merits, Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Seltsi Bunyavirales kuulub praegusel ajal 12 viiruste sugukonda. Mitme sugukonna esindajad on arboviirused ning levivad selgroogsete peremeeste vahel lülijalgsete vektorite vahendusel. Taimi nakatavaid bunyaviiruseid iseloomustab replikatiivne vektorülekanne putukate vahendusel. Hanta- ja arenaviirustel lülijalgne vektor puudub ning paljude seltsi Bunyavirales kuuluvate viiruste peremeesteks on ainult selgrootud. Enamiku bunyaviiruste genoom koosneb kolmest segmendist; arenaviirustel on 2, fimoviirustel 4 ja tenuiviirustel 4–5 segmenti. Genoomiks on kas täielikult negatiivse või ambisensse polaarsusega RNA-d, mis on pakitud ribonukleoproteiiniks. Virionidel, välja arvatud tenuiviiruste virionid, on ümbris. Ümbrisele jäikust andev maatriksivalk bunyaviirustel puudub. Bunyaviirused replitseeruvad raku tsütoplasmas. Nakatatud rakus on esimeseks biosünteesiks mRNA-de transkriptsioon, mis praimitakse cap-struktuuri varastamise teel ja kulgeb samal ajal viiruse valkude sünteesiga. Viiruse valkude kogunemine käivitab RNA replikatsiooni, mis kulgeb komplementaarse polaarsusega antigenoomide sünteesi kaudu. Nii antigenoomid kui ka genoomid pakitakse sünteesi käigus ribonukleoproteiiniks. Ribonukleoproteiinide seondumine raku sisemembraanides paiknevate glükovalkudega käivitab virionide kokkupanemise; moodustuvad virionid punguvad peamiselt Golgi kompleksi membraanide sisse ja vabanevad rakkudest eksotsütoosi teel. 

			 

			Seltsi Bunyavirales kuuluvatele viirustele on iseloomulik kahest kuni viiest negatiivse või ambisensse polaarsusega RNA-segmendist koosnev genoom. Replikatsioon toimub tsütoplasmas ja siia seltsi kuuluvate enamiku sugukondade puhul valmivad virionid Golgi kompleksi membraanidel. Seltsi Bunyavirales kuuluvad viirused nakatavad selgroogseid loomi, taimi või selgrootuid (lülijalgsed); enamik selgroogseid ja taimi nakatavaid esindajaid kandub ühelt peremehelt teisele lülijalgsete vektorite abi. Igal viirusel on üks kindel vektor või väike arv erinevaid vektoreid. Et sellised bunyaviirused paljunevad ka oma vektoris, siis kuuluvad nad arboviiruste hulka. Sarnaselt teiste arboviirustega on bunyaviirused oma lülijalgsele vektorile vähepatogeensed. Paljud bunyaviirused ei põhjusta olulisi haiguseid ka oma selgroogsetel peremeestel. Inimene on bunyaviirustele reeglina tupikperemeheks: see tähendab, et inimeselt edasi viirus ei levi. Ka inimesel jäävad paljud bunyaviiruste nakkused subkliinilisteks, paraku on sellest reeglist ka olulisi erandeid.

			 

			Süstemaatika

			Seltsi Bunyavirales kuulub (2020. a) ligi 400 tunnustatud viiruste liiki. Kuni 2016. aastani vaadeldi enamikku sellesse seltsi kuuluvaid viiruseid ühe sugukonnana (Bunyaviridae), milles eristati viite perekonda: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phebovirus ja Tospovirus. Loomulikult on seda süstemaatikat jälgitud ka varem ilmunud õpikutes ja teatmeteostes. 2016. aastal muutus nende viiruste süstemaatika põhjalikult: viiruste ümbergrupeerumise ja uute taksonite lisandumise tulemusena moodustati üheksa sugukonda, mis ühendati seltsi Bunyavirales. Aastail 2018–2020 tehti veel rida olulisi muudatusi: seltsiga Bunyavirales liideti varem iseseisev sugukond Arenaviridae, nimetati ümber 2016. aastal loodud viiruste sugukonnad ja tekitati juurde uusi sugukondi. Selle kõige tulemusena tõusis sugukondade arv seltsis Bunyavirales kaheteistkümneni. Et tegemist on väga hiljutise muudatusega, käsitleme siin õpikus sugukonda Arenaviridae eraldi peatükis (II.32); selles peatükis piirdume viie suurema seltsi Bunyavirales kuuluva sugukonna kirjeldamisega. Need sugukonnad kattuvad, ehkki mitte täielikult, „ajalooliste“ perekondadega endises Bunyaviridae sugukonnas. 

			1.Sugukonda Peribunyaviridae kuulub neli viiruste perekonda. Suurim nendest on Orthobunyavirus (kokku 97 liiki viiruseid), millesse kuuluvad putukate vahendusel levivad selgroogseid peremehi nakatavad viirused. Perekonna tüüpesindaja on Bunyamwera viirus (liiginimetus Bunyamwera orthobunyavirus, BUNV), tuntud on ka La Crosse viirus (LACV) ja ka üsna hiljuti avastatud kariloomi nakatav Schmallenbergi viirus (SBV). Tõsi, sarnaselt paljude teiste traditsiooniliste viiruste nimetustega ei pruugi kõiki neid nimetusi ICTV koduleheküljelt leida: seal asendavad neid uuemad süstemaatilised liiginimetused. Perekond Herbevirus koosneb kolmest liigist; nende viiruste peremeesteks on putukad ja selgroogne peremees puudub. Ka perekonda Pacuvirus kuulub kolm viiruste liiki, samal ajal kui perekonnal Shangavirus on ainult üks teadaolev esindaja. 

			2.Sugukonda Hantaviridae kuulub praegu 4 alamsugukonda kokku ligi 50 tunnustatud viiruste liigiga. Selgelt suurim alamsugukond on Mammantavirinae, kuhu kuulub neli viiruste perekonda: Orthohantavirus (36 tunnustatud liiki), mille tuntuimad esindajad on perekonna tüüpesindaja Hantaa viirus (Hantaan orthohantavirus, HTNV), Puumala viirus (Puumala orthohantavirus, PUUV; avastatud Soomes ja leidub ka Eestis, peremees on näriline Myodes glareolus) ja Sin Nombre viirus (Sin Nombre orthohantavirus, SNV). Väiksemate liikide arvuga perekonnad on Loanvirus (2 liiki), Mobatvirus (3 liiki) ja Thottimvirus (2 liiki). Alamsugukondades Actabtavirinae, Agantavirinae ja Reantavirinae on igaühes üks perekond ühe kuni kolme tunnustatud viiruseliigiga.

			Hantaviirustel puudub lülijalgne vektor ja nad levivad närilistega või putuktoidulistega. Selliseid viiruseid nimetatakse mõnikord ka roboviirusteks – see on lühend sõnadest rodent born virus. Närilisest peremehel tekitavad hantaviirused kroonilise infektsiooni, kuid teadaolevalt ei põhjusta nad neil haiguseid. Inimene nakatub hantaviirustega kokkupuutel närilistega, kõige sagedamini aga näriliste uriinist tekkinud aerosooli sisse hingates. Hantaviiruste hulka kuulub palju inimesele ohtlikke viiruseid, mis põhjustavad kahte erinevat ja sõltuvalt viirusest ning saadavast ravist 30–70%-l juhtudest surmaga lõppevat haigust, mida nimetakse hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS; tekitajad PUUV, HNTV) ja hantavirus pulmonary syndrome (HPS; tekitaja SNV). 

			Hantaviirustest rääkides ei saa jätta mainimata ka Saaremaa viirust (SAAV), mis on hetkel ainsaks Eesti kohanime kandvaks viiruseks. Et SAAV pole liiginimi, siis pole see ICTV süstemaatikas iseseisva viiruseliigina kirjas. Erinevalt Saaremaa robirohust leidub Saaremaa viirust ka mujal, nii mandri-Eestis kui ka väljaspool Eestit. Tegelikult isoleeritigi see viirus esmakordselt hoopis Slovakkias. SAAV-vastaste antikehade leviku alusel on hinnatud, et rohkem kui viiendik Lääne-Eesti ja Eesti saarte elanikest selle viirusega ka kokku puutunud. See on piisavalt suur arv juhtumeid väitmaks, et erinevalt paljudest teistest hantaviirustest ei põhjusta SAAV üldjuhul inimesel äratuntavate sümptomitega haiguseid. Samas on teada vähemalt üks PUUV- ja SAAV- kaasinfektsiooni põhjustatud haigestumisjuhtum.

			3.Nairoviridae sugukonda kuulub kolm viiruste perekonda. Suurim perekond on Orthonairovirus, kuhu kuulub 15 tunnustatud viiruste liiki. Enamik sellesse perekonda kuuluvaid viiruseid levib puukidega, sealhulgas perekonna tüüpesindaja Nairobi sheep disease virus (liiginimetusega Nairobi sheep disease orthonairovirus, NSDV), Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (liiginimetusega Crimean-Congo hemorrhagic fever orthonairovirus, CCHFV) ja Dugbe virus (liiginimetusega Dugbe orthonairovirus, DUGV). CCHFV on ohtlik inimese patogeen, mida leidub, nagu ka viiruse nimest näha, peamiselt Euroopas ja Aafrikas; peale selle on CCHFV-d leitud ka Aasias. Euroopas on selle viiruse peamiseks peremeheks jänesed ja viirus levib puukide kaudu. Eestis leiduvad puugid teadaolevalt CCHFV-d levitada ei suuda. Enamasti piirduvad CCHFV põhjustatud puhangud mõnesaja nakkusjuhtumiga (suremus kuni 30%). Väiksemad perekonnad on Shaspivirus ja Striwavirus, milles kummaski on vaid üks tunnustatud viiruseliik.

			4.Sugukonda Phenuiviridae kuulub 19 perekonda kokku umbes 120 tunnustatud viiruste liigiga. Sugukond tekkis ajaloolise perekonna Phlebovirus (praegu 60 tunnustatud liiki), algselt mitteklassifitseeritud bunyaviiruste ja bunyaviiruste hulka mitte-kuulunud viiruste liitmise tulemusena; nii moodustusid kokku 19 viiruste perekonda, sealhulgas Uukuvirus (17 liiki), Bandavirus (7 liiki). Goukovirus (3 liiki), Phasivirus (5 liiki) ja Tenuivirus (8 liiki). Sugukond on väga heterogeenne. Selle esindajad nakatavad selgroogseid, putukaid ja taimi. Genoomis võib olla 3–5 komponenti, millest mõned võivad olla ambisensse orientatsiooniga. Erineb ka virionide morfoloogia. Selle poolest eristub teistest perekond Tenuivirus, mille esindajate virionidel puudub ümbris. Seega võib arvata, et olulised muudatused selle sugukonna esindajate süstemaatikas on vaid aja küsimus. 

			Perekonna Phlebovirus tuntuim esindaja on Aafrikas leviv Rift Valley fever virus (liignimetus Rift Valley fever phlebovirus, RVFV), mis nakatab sageli koduloomi ja võib nakatada ka inimesi, kuid mille põhjustatud haigus on harva eluohtlik. Uukuviirustele on andnud nime Soomest leitud Uukuniemi viirus (liiginimetus Uukuniemi uukuvirus, UUK). Kaug-Idast levinud eluohtliku haigust severe fever with thrombocytopenia syndrome põhjustab bandaviiruste hulka kuluv Dabie bandavirus (tuntud ka kui Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus, SFTSV). Perekonda Tenuivirus kuuluvad viirused nakatavad kõrrelisi taimi ja nende tuntumad esindajad on Rice stripe tenuivirus (RSV), Maize stripe tenuivirus (MSpV) ja Rice grassy stunt tenuivirus (RGSV).

			5.Tospoviridae sugukonnas toimuvad pidevad muudatused. Ajalooliselt oli see perekond Tospovirus sugukonnas Bunyaviridae. 2016. aasta süstemaatika järgi moodustas ta omaette sugukonna. 2018. aastal muudeti see sugukond taas perekonnaks, nüüd juba sugukonnas Peribunyaviridae. 2019. aastal sai sellest taas sugukond. Sugukonnas on üks perekond – perekond Orthotospovirus; siia kuulub 26 liiki taimi nakatavaid viiruseid.

			Järgneva kuue sugukonna kohta on äärmiselt vähe teada. Sageli piirdub kõik, mida me teame, metagenoomikast pärinevate järjestustega. Sellel põhjusel neid sugukondi õpikus detailsemalt käsitletud ei ole. Sugukond Phasmaviridae koosneb viiest perekonnast, kokku on tunnustatud viiruste liike 13. Suurim perekond on üheksa tunnustatud liigiga Orthophasmavirus. Kõik need viirused nakatavad lülijalgseid, nende peremeeste hulgas on ka äädikakärbes. Tõenäoliselt on sellesse perekonda kuulujaid palju rohkem, sest paljudel juhtudel need viirused uurijate kätte naljalt ei sattu – neid leitakse näiteks arktilistest veekogudest, kus nad nakatavad seal elavaid lülijalgseid (zooplankton). Perekondades Feravirus, Inshuvirus, Sawastrivirus, Wuhivirus ja Jonvirus on igaühes vaid üks tunnustatud viiruste liik. Sugukond Fimoviridea sisaldab ühte perekonda – Emaravirus (11 liiki). Perekonna nimetus on lühend selle tüüpesindaja nimest – European mountain ash ringspot-associated emaravirus. Emaraviirused nakatavad taimi, neil on neljast negatiivse polaarsusega RNA segmendist koosnevad genoomid ja ümbrisega virionid. Sugukond Cruliviridae sisaldab ühte perekonda (Lincruvirus) ühe tunnustatud esindajaga (Crustacean lincruvirus). Sugukond Mypoviridae sisaldab ühte perekonda (Hubavirus) ühe tunnustatud esindajaga (Myriapod hubavirus). Sugukond Wupedeviridae sisaldab samuti ühte perekonda (Wumivirus) ühe tunnustatud esindajaga (Millipede wumivirus). Sugukond Leishbuviridae sisaldab ühte perekonda (Shilevirus), milles on üks liik (Leptomonas shilevirus).

			 

			II.31.1. Selgroogseid peremehi nakatavad Peribunyaviridae, Hantaviridae ja Nairoviridae esindajad.

			Virion ja genoom.

			Sugukondadesse Peribunyaviridae, Hantaviridae ja Nairoviridae kuuluvatel viirustel on sfäärilised (80–120 nm diameetriga) ümbrisega virionid (Joonis 241). Virioni membraan ei ole jäik, sest erinevalt ortomüksoviiruste virionidest puudub seltsi Bunyavirales kuuluvatele viirustel maatriksivalk. Ümbris pärineb enamasti Golgi kompleksi membraanidest. Ümbrises paiknevad umbes 10 nm pikkused kahest glükovalgust (GN ja GC) koosnevad ogad. G-valke on virionis umbes 650 koopiat. GN ja GC on ühe ja sama eelvalgu lõikamise produktid; GN vastab eelvalgu N- ja GC C-otsapoolsele osale. GN ja GC moodustavad dimeere, mis omakorda moodustavad tetrameerid; seega kuulub ühte ogakompleksi neli GN ja neli GC molekuli. Ogade tetrameerne struktuur on viiruste kohta üsna ebatavaline, RNA- genoomsete viiruste hulgas on suures ülekaalus viirused, mille ogadel on trimeerne struktuur. Lisaks G-valkudele leidub virionis veel umbes 2100 koopiat nukleokapsiidivalku (N-valk) ja 25 koopiat L-valku, mis on viiruse RNA polümeraasi katalüütiline allühik. 
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			Joonis 241. (A) Hantaviiruse virionid nähtuna elektronmikroskoobis (https://www.cdc.gov/vhf/virus-families/bunyaviridae.html). (B) Hantaviiruse virionide ehituse skeem. 

			 

			Genoom koosneb kolmest segmendist, mida nimetatakse L- (ingl large, 6,4–12,2 kb), M- (ingl medium, 3,2–4,9 kb) ja S- (ingl small, 0,98–2,9 kb) segmentideks (Joonis 242). Igas virionis ei ole identset L+M+S-segmentide kombinatsiooni; see tähendab, et palju virione on defektsed. Segmentide terminaalseid järjestusi iseloomustavad samad reeglid kui ortomüksoviiruste genoomide puhul.

			-Ühe ja sellesama viiruse L-, M- ja S-segmentide otste järjestused on üksteisega väga sarnased. Sellise järjestus pikkus on 9–11 nukleotiidijääki ja need järjestused on väga konserveerunud kõigis viiruste sugukondades. Samas ei ole erinevate sugukondade vahel olulist järjestuste konserveerumist. 

			-Iga segmendi 3’- ja 5’-terminaalsed järjestused on teineteisega osaliselt komplementaarsed ja paarduvad seetõttu omavahel. Nii moodustavad viiruse genoomsed RNA-d panhandle-struktuure ja näevad virionides välja rõngakujulised (Joonis 241). 

			Genoomsed RNA-d (vRNA-d) on negatiivse polaarsusega ja moodustavad koos N-valguga ribonukleoproteiinid (RNP-d), millel on arvatavasti spiraalne struktuur ja millega on seondunud ka L-valk (Joonis 241). 
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			Joonis 242. Genoomi ehituse skeem ortobunyaviiruse näitel. Kõik genoomi segmendid on negatiivse polaarsusega. Ka hanta- ja nairoviiruste genoomid on sarnase ehitusega, välja arvatud asjaolu, et neil puudub NSS-valku kodeeriv lugemisraam.

			 

			Sugukondadesse Peribunyaviridae, Hantaviridae ja Nairoviridae kuuluvate viiruste genoomide kodeerivate alade organisatsiooni ja geeniekspressiooni strateegia on üldiselt sarnane.

			-Peamised erinevused on seotud S-segmendiga. Näiteks kodeerib perekonda Orthobunyavirus kuuluvate viiruste S-segmendi (980 b) komplementaarne ahel N-valku ja mittestruktuurset valku NSS. Nende valkude lugemisraamid kattuvad teineteisega, kuid paiknevad erinevates faasides. NS- ja NSS-valke transleeritakse ühelt ja samalt peaaegu S-segmendi pikkuselt mRNA-lt lekkiva skannimise- (ingl leaky scanning) mehhanismi abil. Nairoviirustel ja osal hantaviirustel NSS-valku kodeeriv järjestus puudub; selle eest on nairoviiruste N-valk ortobunyaviiruste omast ligi kaks korda suurem. 

			-M-segmendilt transkribeeritakse ainult üks mRNA, mis on matriitsiks glükovalkude eelvalgu translatsioonil. Eelvalk lõigatakse raku ensüümide poolt kotranslatsiooniliselt valmisvalkudeks GN- ja GC. Nendele valkudele vastavate järjestuste ees, vahel või järel võib erinevatel viirustel olla erineva pikkusega järjestusi, mis valmis glükovalkudesse ei kuulu. Näiteks paikneb ortobunyaviiruste GN- ning GC-valkudele vastavate alade vahel mittestruktuurse valgu NSM järjestus (Joonis 242). 

			-Ka L-segmendilt sünteesitakse ainult üks mRNA ja sellelt omakorda ainult üks valk. L-valk on RdRp ja samal ajal ka 5’-cap-struktuure sisaldavaid raku mRNA-sid lõikav endonukleaas. L-segmentide ja koos sellega ka L-valkude mõõtmed erinevad erinevatesse sugukondadesse kuuluvatel viirustel oluliselt: peribunya- ja hantaviiruste L-valgu molekulmassiks on 240 kDa, samal ajal kui nairoviiruste L-valgu molekulmass on ligi kaks korda suurem – 460 kDa. Samas on nende valkude funktsionaalselt sarnased (omavahel homoloogsed) regioonid küllaltki sarnaste pikkustega.

			 

			Seondumine rakule ja sisenemine

			Peribunya-, hanta- ja nairoviiruste infektsioonitsükkel (Joonis 243) sarnaneb üldjoontes teiste tsütoplasmas replitseeruvate negatiivse polaarsusega RNA genoomsete viiruste infektsioonitsüklitega. Erinevatesse sugukondadesse kuuluvate viiruste vahel on mõningaid erinevusi, samuti on erinevusi vektorputukas ja selgroogses peremehes kulgeva infektsiooni vahel. Allpool on kirjeldatud üldist infektsioonipilti.
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			Joonis 243. Ortobunyaviiruse infektsioonitsükkel (selgitused tekstis).

			 

			Rakupoolne retseptor või retseptorid on enamikul juhtudel veel teadmata. Ainult hantaviiruste puhul on näidatud, et nende virionid seonduvad raku integriinidega. Sõltuvalt hantaviiruse liigist kasutatakse kas β3- või β1-integriine, kusjuures inimesele patogeensed hantaviirused kasutavad tavaliselt β3-integriine. Peribunya- ja nairoviiruste puhul on retseptorite identifitseerimine keerulisem; seda muu hulgas seepärast, et need viirused nakatavad nii selgrootuid vektoreid kui ka selgroogseid peremehi. Viiruse antiretseptoriks on GN- ja GC-glükovalkudest koosnev kompleks. Enamasti on rakule seondumise seisukohast olulisem GC-glükovalk, kuid see ei pruugi olla sama moodi kõikidel nendesse sugukondadesse kuuluvatel viirustel ja/või kõigi peremeesrakkude tüüpide puhul. 

			Rakku sisenemiseks kasutatakse sõltuvalt viiruse liigist kas klatriinist sõltuvat või klatriinist sõltumatut endotsütoosi. Virioni ümbrise ja rakumembraanide liitumine toimub endosoomides ja selle käivitab madal pH tase. Fusioonipeptiid paikneb GC-glükovalgus. Nagu ka teistel negatiivse polaarsusega viirustel ei toimu bunyaviirustel RNP-de lahtipakkimist. Erinevalt ortomüksoviirustest ei toimu ka RNP-de transporti raku tuuma: kõikide bunyaviiruste replikatsiooniprotsess toimub nakatatud rakkude tsütoplasmas. Sarnaselt positiivse polaarsusega RNA genoomsete viirustega on näidatud, et bunyaviiruste RNA-de süntees toimub rakumembraanidel, kõige sagedamini tuuma ümbritsevatel membraanidel.

			 

			Transkriptsioon

			Nagu kõikidel negatiivse RNA-genoomiga viirustel on ka bunyaviiruste infektsioonis esimeseks viirusespetsiifiliseks biosünteesiks viiruse mRNA-de süntees. Seda teostab vRNA- (RNP-) matriitsil virionis sisalduv L-valk, mis on nii RNA polümeraasiks kui ka 5’-cap-struktuuriga raku mRNA-sid lõikavaks endonukleaasiks. Viimase omaduse tõttu sarnaneb L-valk ortomüksoviiruste PA-valguga. Transkriptsiooniks on oluline ka N-valk, mis toimib ilmselt RNA šaperonina ja võib osaleda genoomi 3’-otstes asuvate promooterite vabastamisel, võimaldades sellega L-valgu seondumist. Minimaalne promooter on 10–13 nukleotiidijäägipikkune genoomi segmendi 3’-ots ja temale osaliselt komplementaarne segmendi 5’-ots. On näidatud, et genoomi otste omavaheline komplementaarsus on promooteri aktiivsuseks absoluutselt vajalik; sellest järeldub, et bunyaviiruste genoomi segmentide otsad reaalselt paarduvad omavahel. Efektiivseks toimimiseks nakatatud rakkudes peab promooter promootor olema minimaalsest oluliselt pikem. Ilmselt kujutabki funktsionaalne promooter endast genoomi otste moodustatud dupleksit, mis samal ajal seondub ka N-valguga.

			 Sarnaselt ortomüksoviiruste transkriptsiooniga initsieeritakse ka bunyaviiruste transkriptsioon „cap-struktuuri varastamise“ teel: L-valk eemaldab raku mRNAdelt 5’-cap-struktuuri koos 10–20 b pikkuse RNA-lõiguga. On huvitav märkida, et bunyaviirused kaitsevad raku mRNA-sid raku enda ensüümide eest, mis lagundavad translatsioonis mitteosalevaid mRNA-sid. Nimelt seondub bunyaviiruste N-valk raku mRNA-de 5’-cap-struktuuridega ja tagab nende säilimise ajani, mil viirusel neid tarvis läheb. Erinevalt ortomüksoviirustest pole bunyaviirustel näidatud, et nad eristaksid oma ja raku mRNA-sid; 5’-cap-struktuure lõigatakse ära nii ühtedelt kui ka teistelt. Lõikamissaidi järjestus ei ole konserveerunud, ehkki mõnevõrra on eelistatud RNA-lõigud, mille 3’-ots on mõne nukleotiidi ulatuses komplementaarne viiruse genoomi 3’-otsaga. 

			Raku mRNA-lt äralõigatud fragmenti kasutatakse viiruse mRNA transkriptsiooni praimimiseks nn prime-and-realign-mehhanismi abil: 5’-cap-struktuuriga praimeri ja viirusespetsiifilise järjestuse liitepunktis toimub pärast esimese 2–3 nukleotiidi kopeerimist polümeraasi tagasilibisemine (Joonis 244); selle tulemusena tekivad viiruse mRNA-de 5’-otsa lühikesed korduvjärjestused. Omapärane on ka asjaolu, et mitmed bunyaviirused vajavad aktiivseks mRNA sünteesiks rakus toimuvat translatsiooni. See ei tulene sellest, et viirus vajaks raku valkude juurdesünteesi, vaid hoopis sellest, et sünteesitava viiruse mRNA-ahela translatsioon aitab vältida dupleksi moodustamist sünteesitava mRNA ja genoomse RNA vahel. Sellise dupleksi moodustamine põhjustab transkriptsiooni enneaegse katkemise. 
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			Joonis 244. Bunyaviiruste mRNA-de sünteesil kasutatava prime-and-realign-mehhanismi skeem. Transkriptsioonil kasutatavaks praimeriks on raku mRNA-lt pärinev RNA-lõik (m7GpppNn-G), sellele lisab viiruse L-valk 2–3 nukleotiidi. Enne üleminekut elongatsioonile „libiseb“ selline praimer kolme nukleotiidi võrra tagasi. 

			 

			Bunyaviiruste mRNA-d ei ole 3’-otstest polüadenüülitud; selle asemel moodustavad nende 3’-otsad juuksenõelastruktuurid, mis mRNA-sid stabiliseerivad. mRNA-d on genoomsest segmendist, millelt nad sünteesitakse, 3’-otsast alati u 100 b võrra lühemad. Bunyaviiruste transkriptsiooni terminaatoreid on veel ebapiisavalt iseloomustatud. On teada, et nende järjestused on erinevate viirustel, ja isegi sama viiruse genoomi erinevates segmentides, erinevad. Midagi on neil siiski ka ühist: terminaator paikneb segmendi 5’-otsapoolses mittekodeerivas alas ning selles puudub U4–7 motiiv. Selle järjestuse puudumine seletab, miks bunyaviiruste mRNA-del puuduvad 3’-polü(A) järjestused

			 

			Valkude süntees ja protsessing

			Bunyaviiruste S- ja L-segmentidele vastavad valgud sünteesitakse individuaalsete valkudena. N-valk on nii virionides kui ka nakatunud rakkudes kõige mažoorsem viirusevalk. Nagu eespool kirjeldatud, on tegemist nukleokapsiidivalguga (Joonis 241), mis seondub nii cRNA ja vRNA-ga. Erinevate bunyaviiruste NSS-valkudel on vähe ühist. Ka erineb nende paiknemine rakkudes: mõne viiruse puhul paikneb see valk peamiselt tuumas, teise viiruse puhul tsütoplasmas. Seetõttu on loogiline eeldada, et NSS-valk võib erinevatel bunyaviirustel täita erisuguseid funktsioone. Näiteks osalevad erinevate viiruste NSS-valgud interaktsioonides peremeesraku või organismiga, surudes lülijalgse vektori rakus maha RNAi-d või blokeerides imetaja rakkudes interferoonide toimet (vt allpool). L-valk on, nagu juba ülal kirjeldatud, viiruse RNA polümeraas.

			M-segmendis kodeeritud valkude ekspressioon toimub alati liitvalgu (polüproteiini) kujul. Liitvalk lõigatakse kotranslatsiooniliselt raku signalaasi poolt GN- ja GC- valkudeks. G-valkude tulevased virionist väljaulatuvad domeenid paigutatakse ER-i membraanide luumenipoolsele (sisemisele) küljele. G-valgud glükosüülitakse, see protsess algab juba translatsiooni käigus karedapinnalise ER-i membraanidel, hiljem toimuvad täiendavad modifikatsioonid siledapinnalise ER-i ja Golgi kompleksi membraanidel. Mõnel bunyaviirusel on ka mittestruktuurne NSM-valk. Nende valkude järjestused pole erinevatel viirustel konserveerunud ja nende valkude funktsioonid on teadmata. 

			 

			Genoomi replikatsioon

			Bunyaviiruste L-valk vastutab nii mRNA-de transkriptsiooni kui ka genoomse RNA replikatsiooni eest. Sarnaselt kõikide negatiivse polaarsusega RNA genoomsete viirustega vajab ka bunyaviiruste RNA replikatsioon viirusevalkude pideva sünteesi toimumist. Vähemalt osalt on see seotud asjaoluga, et kõik replikatsiooniproduktid (cRNA-d ja vRNA-d) pakitakse N-valgu poolt kohe RNP-desse. N-valgu esmane seondumiskoht paikneb genoomsete ja antigenoomsete RNA-de 5’-otstes (30-ne esimese nukleotiidijäägi sees). Vähemalt osa bunyaviiruste puhul eelneb RNA-le seondumisele N-valgu dimeeride, hantaviiruste puhul trimeeride moodustamine. Ilmselt osaleb N-valk RNA šaperonina nii transkriptsioonil kui ka genoomi replikatsioonil. N-valgu regioonid, mis on vajalikud transkriptsiooniks, ei pruugi olla vajalikud RNA replikatsiooniks ning vastupidi. Erinevalt transkriptsioonist pole RNA replikatsiooni käivitamiseks vajalik praimimine cap-struktuure sisaldavate mRNA fragmentide poolt. Süntees toimub katketeta RNA matriitsi ühest otsast teise otsani. Seega leiab replikatsioonil aset transkriptsioonilise terminaatori läbilugemine; antiterminaatorina toimib ilmselt N-valk. Nagu ka teistel viirustel on bunyaviiruste RNA replikatsioon asümmeetriline: vRNA-sid sünteesitakse cRNA-dest oluliselt rohkem. Nagu ka teistel negatiivse polaarsusega genoomidega viirustel tuleneb see arvatavasti asjaolust, et cRNA 3’-otsas paiknev promooter on vRNA 3’-otsas paiknevast promooterist tugevam.

			 

			Virioni moodustumine ja vabanemine

			Enamiku bunyaviiruste virionid moodustuvad ja punguvad cis/kesk-Golgi kompleksi membraanidel; mõnedel hantaviirustel esineb ka plasmamembraanist pungumist. Pungumine rakusisestest membraanidest tuleneb G-valkudes paiknevatest signaalidest: GC- valgus paikneb ER-i membraanis püsimise signaal ja GN-valgus Golgi kompleksi lokaliseerumise ja seal püsimise signaalid. Erinevate signaalide olemasolu tõttu toimub bunyaviiruste glükovalkude transport ER-ilt Golgi kompleksi GN : GC heterodimeeride kujul. Enamasti moodustuvad sellised dimeerid väga kiiresti, tõenäoliselt sama eelvalgu lõikamisel saadud produktidest. Dimeeri moodustamine aktiveerib GN-valgus paikneva Golgi lokalisatsiooni signaali ning võimaldab ka GC-valgu transporti Golgi kompleksi membraanidesse. Golgi kompleksis valmivad glükovalgud lõplikult täiendavate suhkrujääkide lisandumise teel.

			Viiruse RNP-d pannakse kokku replikatsiooni käigus ja need kogunevad Golgi kompleksi membraanide tsütoplasmaatilisele poolele. Pakkimissignaalide ja segmentide sorteerimise kohta on vähe infot ja seegi on vastuoluline. RNP ja G-valkude tsütoplasma-poolse domeeni interaktsioonid käivitavad pungumise. Virionid punguvad Golgi kompleksi tsisternide sisse ja transporditakse vesiikulites raku pinnale, kus nad vabanevad eksotsütoosi teel. Polariseerutud rakkudes sõltub transpordi suund viirusest: mõned bunyaviirused vabanevad rakkude basolateraalselt pinnalt, süsteemset infektsiooni tekitavad hantaviirused rakkude apikaalselt pinnalt ning mõnede viiruste puhul kindlat eelistust ei olegi.

			 

			Bunyaviirusinfektsiooni mõju peremeesrakkudele

			Rääkides bunyaviirusinfektsiooni mõjust peremehele, tuleb kindlasti täpsustada, millise viiruse ja millise peremehega on tegemist. Näiteks iseloomustab hantaviiruseid vähene tsütotoksilisus: peremehe (närilise) rakus toimuvaid biosünteese need viirused oluliselt ei mõjuta. Üldjuhul tekitavad hantaviirused persistentse infektsiooni, millega kaasneb sageli defektsete interfereeruvate (DI) genoomide moodustamine. Ka vektoriga bunyaviirused ei ole oma lülijalgse vektori rakkudele patogeensed, samas võivad nad selgroogse peremehe (imetaja) rakkudele olla tsütolüütilised. Samas on erinevate bunyaviiruste mõju selgroogse peremehe raku metabolismile erinev.

			-Kiire infektsioonitsükliga moskiitodega levivad viirused (nagu BUNV) suruvad imetaja rakkudes valgu sünteesi maha. See mahasurumine pole enamasti täielik ega toimu väga ruttu;

			-pikema infektsioonitsükliga puukidega levivad viirused (nagu DUGV) peremehe valgusünteesi oluliselt ei mõjuta.

			Selgroogseid peremehi nakatavad bunyaviirused on tundlikud raku sünnipärase immuunvastuse, sealhulgas I tüüpi interferoonide toime suhtes. Näiteks inhibeerib interferoonide poolt indutseeritud MxA-valk paljusid bunyaviiruseid, seondudes viiruse N-valguga ja selle kaudu ka RNP-dega. Seetõttu kodeerivad bunyaviirused interferoonide toimet inhibeerivaid valke. Kõige rohkem on selles suhtes uuritud ortobunya- ja hantaviiruste NSS-valke. Viirused, mille NSS-valk on inaktiveeritud, paljunevad in vivo tingimustes halvasti; seda põhjustab suurenenud interferoonide tootmine. NSS-valgud on erinevatel bunyaviirustel erinevad ja mistõttu neil on erisugused toimemehhanismid. Kirjeldatud on raku RNA polümeraas II degradeerimist proteasoomides, TFIIH transkriptsioonifaktori aktiivsuse blokeerimist ning spetsiifilisemat IFN-β promooteri aktiivsuse mahasurumist. On tähelepanuväärne, et ka taimi nakatavate tospoviiruste NSS-valk on seotud peremehe viirus-vastase kaitse mahasurumisega, toimides kui RNAi inhibiitor (vt allpool). See funktsioon võib olla oluline ka muudele bunyaviirustele, sest RNAi on oluliseks viirusevastaseks kaitsemehhanismiks ka lülijalgsete rakkudes.

			 

			II.31.2. Sugukond Tospoviridae

			Sellesse sugukonda kuulub 26 tunnustatud viiruste liiki, mida kõiki ühendab peremehe tüüp ja ülekandumismehhanism – tospoviirused on putukvektoritega levivad taimeviirused. Perekonna tüüpesindajaks on Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV), mille põhjustatud taimehaigust kirjeldas esmakordselt 1915. a. C. C. Brittlebank Austraalias. Praegu on TSWV ülemaailmse levilaga viirus. Tospoviirused on geneetiliselt divergentsed. Seda soodustab asjaolu, et üksikuid genoomi segmente võidakse ümber sorteerida, ja seda mitte üksnes ühe liigi piires, vaid ka erinevate tospoviiruste vahel. TSWV suudab nakatada väga paljusid peremehi, teadaolevalt vähemalt 1100 taimeliiki vähemalt 90 sugukonnast. Tegemist on majanduslikult väga olulise patogeeniga, mis tomatil põhjustab pronkslaiksusenimelist haigust (Joonis 245), tekitades kuni 100%-list saagikadu. TSWV on väga ohtlik ka paprikale, lehtsalatile, artišokile ja mitmetele teistele köögiviljadele. Haiguse levik ja tähtsus on oluliselt kasvanud pärast seda, kui TSWV ülekandevektor – kalifornia ripslane – levis oma algselt asualalt teistele kontinentidele.
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			Joonis 245. Tomati pronkslaiksuse tunnused tomati viljadel (A) ja taimedel (B). Foto pärineb http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu/DiagnosticKeys/TomFrt/TSWV_Tom.htm

			 

			Pronkslaiksuse levikut on võimalik kontrolli all hoida, pritsides taimi insektitsiididega või kasutades bioloogiliseks tõrjeks ripstiivaliste looduslikke vaenlasi. Mõistagi peab võimalusel kasutama viirusvaba istutusmaterjali. Parimaks võimaluseks saada pronkslaiksusekindlaid taimi on resistentsusgeenide kasutamine aretustöös. Tomatist on leitud TSWV resistentsusgeen Sw-5, mis kodeerib CC-NB-LRR tüüpi resistentsusvalku, ning paprikast resistentsusgeen Tsw. Nende geenide poolt ekspresseeritud valgud tunnevad ära vastavalt viiruse transpordivalku NSm ning RNA vaigistamise supressorit NSs (nende valkude funktsioonide kohta vt allpool).

			 

			Virion, genoom ja kodeeritud valgud

			Tospoviiruste virion on ümbrisega, 80–120-nm diameetriga ebastabiilne partikkel. Sarnaselt teiste bunyaviirustega on tospoviiruste RNA-d pakitud ribonukleoproteiinideks; seetõttu leidub igas virionis lisaks genoomsetele RNA-dele ka nende külge seondunud nukleokapsiidi valku N ning RdRp-d (L-valk) (Joonis 246).

			Nagu enamikul Bunyavirales’te esindajatel koosneb tospoviiruste genoom kolmest lineaarsest RNA molekulist, mida tuntakse kui L-, M- ja S-segmenti (Joonis 247). Kõigi RNA-de 3’-otstes paikneb üheksa tugevalt konserveerunud nukleotiidijääki, mis on komplementaarsed RNA-de 5’-otstes paikneva järjestusega. Tänu sellele on tospoviiruste genoomsed RNA-d võimelised omandama pseudotsirkulaarse kuju (Joonis 246). 
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			Joonis 246. TSWV virioni ehituse skeem. Glükovalgud (GN ja GC) on seotud membraanse ümbrisega, kolm genoomset RNA segmenti on N-valgu poolt pakitud RNP-desse. Iga RNA segmendiga on seotud ka üks või mõned L-valgu (RdRp) koopiad.
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			Joonis 247. Tospoviiruste genoomi ehitus. Genoomi S- ja M-segmendid on ambisensse orientatsiooniga; erineva polaarsusega regioone eraldavad üksteisest juuksenõelte juuksenõelastruktuurid.

			 

			Genoomi segmentide pikkused ja neis kodeeritud valgud on järgmised:

			•L-segment (8,9 kb) on negatiivse polaarsusega ja kodeerib L-valku (RdRp-d).

			•Tospoviiruste M-segmendil (5,4 kb) on ambisensne orientatsioon: segmendi 3’-otsapoolne osa on negatiivse polaarsusega, 5’-otsapoolne osa positiivse polaarsusega. Negatiivse polaarsusega alas on kodeeritud, nagu ka ülal kirjeldatud bunyaviiruste esindajatel, glükovalkude eelvalk. Positiivse polaarsusega regioon kodeerib mittestruktuurset NSm-valku. Ambisensset strateegiat kasutavate viiruste puhul on reegliks, et sõltumata sellest, millise polaarsusega regioonis mingi lugemisraam paikneb, ekspresseeritakse see alati genoomsest RNA-st lühema mRNA kaudu. Teisisõnu, positiivse polaarsusega alas kodeeritud valke (antud juhul NSm-valku) ei transleerita mitte kunagi otse sellise viiruse genoomselt RNA-lt. See ei oleks isegi võimalik, sest taoliste viiruste genoome RNA on alati pakitud RNP-sse ja sellel puudub translatsiooniks vajalik 5’-cap-struktuur. 

			•Tospoviiruste S-segmendil (2,9 kb) on samuti ambisensne orientatsioon. Negatiivses orientatsioonis paiknev S-segmendi 3’-regioon kodeerib N-valku. Positiivses orientatsioonis olev 5’-osa kodeerib aga NSs-valku, mis on viiruse RNA vaigistamise supressor. Neid valke kodeerivad alad üksteisega ei kattu; samuti ei kattu üksteisega M-segmendi erineva polaarsusega alad (Joonis 247).

			 

			Tospoviiruste infektsioonitsükkel

			Tospoviiruste RNA transkriptsioon ja replikatsioon toimuvad raku tsütoplasmas. Seal moodustuvad mikroskoobis nähtavad suured inklusioonkehakesed. Need paiknevad perinukleaarses piirkonnas ning sisaldavad ohtralt viiruse N-valku. 

			Negatiivse orientatsiooniga RNA-genoomi osadelt transkribeeritakse positiivse polaarsusega mRNA-d, millelt transleeritakse viraalset RdRp-d (L-valku), N-valku ning glükovalkude GN ja GC eelvalku. Nimetatud transkriptsiooni viib läbi virionisse pakitud RdRp. Transkriptsioon initsieeritakse igal genoomse RNA segmendil paiknevalt promooteralalt ning termineeritakse S- ja M-segmentide puhul geenile järgneval tugeval juuksenõelastruktuuril. Transkribeeritud RNA-del on 5’-cap-struktuur. See saadakse raku mRNA-delt cap-struktuuride „varastamise“ teel, nii nagu see toimub näiteks ka teiste bunyaviiruste puhul. Cap-struktuuri „varastamisel“ eelistab viiruse RdRp doonoritena selliseid raku mRNA-sid, millel on komplementaarsus viiruse genoomi 3’-otsas paiknevate järjestustega. Transkribeeritud mRNA-sid ei polüadenüülita, polü(A) järjestuse puudumist kompenseerib mRNAde 3’-otstes asuv juuksenõelastruktuur.

			Nagu kõigil negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel järgneb transkriptsioonile viirusevalkude süntees, mis omakorda käivitab RNA replikatsiooni. Selle esimeseks etapiks on antigenoomide süntees. Antigenoomidel puuduvad 5’-cap-struktuurid ja nende sünteesi ei termineerita transkriptsioonilistel terminaatoritel, mistõttu see kulgeb genoomi lõpuni. Nagu kõigil negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel pakitakse ka tospoviiruste RNA replikatsiooni produktid sünteesi käigus RNP-desse. Sarnaselt teiste Negarnaviricota esindajatega on ka tospoviiruste antigenoomid matriitsiks uute genoomide sünteesil. Samas, S- ja M-segmentide puhul on antigenoomidel veel ka teine funktsioon. Nimelt, et viirusvalke NSm ja NSs kodeeritakse teises orientatsioonis paiknevate regioonide poolt, siis transkribeeritakse nende transleerimiseks vajalikud mRNA-d genoomsele RNA-le komplementaarselt ahelalt – antigenoomilt (Joonis 251). Nende mRNA-de 5’-cap-struktuuridega varustamine toimub samasuguse mehhanismi abil, mida kasutati negatiivse orientatsiooniga RNA-delt transkribeeritud mRNA-de puhul.

			Uued tospoviiruse virionid moodustuvad RdRp-d, N-valku ja genoomset RNA-d sisaldavatest RNP-kompleksidest. Sarnaselt enamikule Bunyavirales’te esindajatele toimub see Golgi kompleksi tsisternidel, mille membraanidesse on juba eelnevalt sisenenud küpsenud GN- ja GC--glükovalgud. Glükovalkude sellist paiknemist põhjustab GN-valgus paiknev Golgi kompleksi lokaliseerumise signaal. Tänu viiruse GN- ja GC-valkudele moodustuvad Golgi kompleksi membraanidest alguses kahekordse ümbrisega uued viiruspartiklid. Nende partiklite välismembraanid liituvad omavahel ja ER-i membraanidega, tekitades suuri vesiikuleid, milles paiknevad küpsed ühekordse ümbrisega viiruspartiklid. Partiklid jäävad selliste vesiikulite sisse püsima, „oodates“, et taimest toituv putukvektor nad „üles korjab“. 

			Taimerakust taimerakku ei liiguvad tospoviirused mitte virionide, vaid RNP-de kujul. Seda liikumist vahendab viiruse mittestruktuurne valk NSm. NSm interakteerub N-valgu ja viiruse genoomsete RNA-dega ning moodustab iseloomulikke tuubulitesarnaseid struktuure, mis läbivad plasmodesme ja on vajalikud viiruse liikumiseks läbi plasmodesmide (Joonis 248).
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			Joonis 248. Elektronmikrofoto tuubulist, mis on moodustunud kahe TSWV poolt nakatatud tubakaraku vahele. Joonis pärineb Storms et al., 1995, Virology vol. 214.

			 

			Viirusevastase kaitse mahasurumine ja vektorlevik

			Nagu teistegi taimeviiruste infektsioonide puhul, kaitseb peremees ennast tospoviiruse RNA-sid degradeeriva RNA vaigistamise mehhanismi abil. Viirus omakorda kaitseb ennast selle mehhanismi eest, tootes suurtes kogustes RNA vaigistamise supressorit – NSs-valku. Tospoviiruste NSs on RNA-d siduv valk, mis seob nii pikki dsRNA-sid kui ka siRNA-sid. Ilmselt on NSs-valkudel ka helikaasne, ATP-aasne ning 5’-fosfataasne aktiivsus.

			Tospoviiruseid siirdavad taimelt taimele peaaegu eranditult ripstiivalised (Thysanoptera), ülekanne on persistentne ja replikatiivne, st viirus nakatab vektorit ja paljuneb selles (Joonis 249). Viiruste ülekanne taimelt taimele on võimalik üksnes siis, kui tospoviirustega nakatuvad ripstiivaliste vastsed, kes neelavad küpseid virione otse viiruse poolt moodustatud vesiikulite seest. Hilisemates arengustaadiumides puudub füüsiline seos algselt nakatunud ripslase soolerakkude ning süljenäärmerakkude vahel. See on aga oluline, sest viirus satub taimerakku ajal, kui valmik taimelehel toitub, just sülje abil. Vektorülekandeks on vajalikud viiruse GN-ja GC-valgud. Nende valkude abil seonduvad tospoviiruse virionid putuka rakkude membraanidele. Virionid endotsüteeritakse ning võimalikuks saab viiruse paljunemine. Pärast uute viiruspartiklite valmimist väljuvad tospoviiruse virionid putukarakkudest eksotsütoosi teel. On tähelepanuväärne, et GN-ja GC-valke ning seega ka viiruspartikli ümbrist vajab tospoviirus vaid vektori nakatamiseks. Taimerakus paljunemiseks, taimes levimiseks, samuti mehaaniliseks levimiseks ühelt taimelt teisele viirus neid komponente ei vaja.
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			Joonis 249. TSWV vektorleviku skeem (seletused tekstis). 

			 

			II.31.3. Sugukond Phenuiviridae 

			Perekond Phlebovirus 

			Phleboviirustel on kolmekomponendilised genoomid (Joonis 250) ja nad sarnanevad paljude omaduste (vektorülekanne, virioni kuju, replikatsioonitsükkel) poolest peribunyaviirustega. Kordamise vältimiseks ei ole siin nende infeksioonitsüklit põhjalikult kirjeldatud; piirdutud on vaid nende viiruste eripärade kirjeldamisega. 

			1.Phleboviiruste genoomi S-segment on ambisensse orientatsiooniga ja kodeerib, nagu ka tospoviirustel, kahte valku: segmendi negatiivse polaarsusega ala kodeerib N-valku (nukleokapsiid), positiivse polaarsusega ala mittestruktuurset NSS-valku. Neid valke kodeerivad alad üksteisega ei kattu (Joonis 250).

			2.Perekond Phlebovirus esindajate virionides leidub lisaks vRNA-le ka S-segmendi antigenoomset RNA-d (cRNA-d), seda sisaldab umbes 10% virionidest. On võimalik, et ambisensse orientatsiooniga segmentidele vastavate cRNA-de pakkimine on bioloogiliselt tähtis, kuna see võimaldab (vähemalt teoreetiliselt) segmendi positiivse polaarsusega alade kiiremat ekspresseerumist.
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			Joonis 250. Phleboviiruse genoomi ehituse skeem. L- ja M-segmendid on negatiivse, S-segment ambisensse polaarsusega.

			 

			Phleboviiruste peamiseks molekulaarseks eripäraks ongi ambisensselt segmendilt toimuv geeniekspressioon. See jälgib samu reegleid kui tospoviiruste puhul: sõltumata sellest, millise polaarsusega regioonis mingi lugemisraam paikneb, ekspresseeritakse see alati genoomsest RNA-st lühema mRNA sünteesi kaudu. Teisisõnu, positiivse polaarsusega alas kodeeritud NSS-valku ei transleerita kunagi otse viiruse genoomselt RNA-lt. Seega sünteesitakse phleboviiruste S-segmendile kaks erinevat mRNA-d, mis vastavad erineva polaarsusega regioonidele (Joonis 251). 

			-S-segmendi N-valku kodeeriv ala transkribeeritakse otse genoomilt ja samade reeglite järgi kui muud genoomi negatiivses orientatsioonis paiknevad alad. 

			-S-segmendi positiivne regioon transkribeeritakse aga kas replikatsiooni käigus sünteesitavatelt ja/või virionidesse pakitud antigenoomidelt. Seega vajab genoomi ambisenssele osale vastava mRNA süntees üldreeglina eelnevat RNA replikatsiooni (antigenoomi sünteesi). Kuna cRNA süntees sõltub viirusevalkude sünteesist ja see omakorda genoomi negatiivsete regioonide transkriptsioonist, siis sünteesitakse ambisensse segmendi positiivse polaarsusega osale vastavad mRNA-d hiljem kui negatiivsele osale vastavad mRNA-d. Erandiks selles reeglist on juhud, kui cRNA-d sisaldavaid RNP-sid pakitakse virionidesse.

			Võimaldamaks kahe mittekattuva mRNA sünteesimist on phleboviiruste S-segmendis kummagi polaarsusega mRNA jaoks oma terminaator. Termineerimine toimub segmendi erineva polaarsusega alade vahele jäävas regioonis; sõltuvalt terminaatorite vastastikusest paiknemisest võivad vRNA-delt ja cRNA-delt sünteesitud transkriptid 3’-otsi pidi kattuda või mitte.
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			Joonis 251. Phleboviiruse ambisensse (S)-segmendi transkriptsiooni ja replikatsiooni skeem. Erineva polaarsusega regioonide vahel paiknev juuksenõelastruktuur sisaldab transkriptsiooni terminaatoreid. Nii genoom kui ka antigenoom on pakitud ribonukleoproteiiniks (pole joonisel näidatud), mRNA-d on aga vabad ega ole N-valguga seotud.

			 

			Perekond Tenuivirus 

			Erinevalt phleboviirustest nakatavad tenuiviirused taimi. Nende tüüpesindajaks on Rice stripe tenuivirus (RSV), mille põhjustatud haigust märgati Jaapanis juba 1890. aastatel. Kokku on perekonnas 8 tunnustatud viiruste liiki. Tenuiviirusi siirutavad lehetirtlased (Cicadellidae) ja rohutirtlased (Delphacidae); ülekanne on sarnaselt tospoviirustega tsirkulatiivne ja replikatiivne. RSV on levinud Ida-Aasias ja põhjustab seal olulist riisihaigust, mida tõrjutakse eelkõige insektitsiididega siirutajate vastu. Oluline on ka viiruse resistentsete sortide kasutamine.

			Tenuiviiruste peamiseks eripäraks on nende virionide omapärane ehitus. Tenuiviiruste virionidel puudub ümbris ja nad kujutavad endast spiraalse sümmeetriaga 500–2100 nm pikkuseid filamente (Joonis 252). Partikli moodustavad nukleokapsiidivalgu (CP) allühikud koos ühe RNA-segmendiga. Iga partikliga on seotud ka viiruse replikaas (L-valk, RdRp).

			Tenuiviiruste sugulusele phleboviirustega viitab asjaolu, et nende genoomse RNA segmentidel on samasugused konserveerunud 5′- (5′-ACACAAAG) ja 3′- (CUUUGUGU-3′)-järjestused. Erinevalt phleboviirustest ei ole praeguseks tuntud tenuiviirustel mitte kolm, vaid 4–6 genoomset segmenti.

			-RSV ja Rice hoja blanca tenuivirus’e (RHBV) genoomis on 4 segmenti (Joonis 253A).

			-Maize stripe tenuivirus’e (MSpV) ja Echinochloa hoja blanca tenuivirus’e (EHBV) genoomis on 5 segmenti (Joonis 253B).

			-Rice grassy stunt tenuivirus’e (RGSV) genoom koosneb kuuest segmendist (Joonis 253C).
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			Joonis 252. Erineva suurusega Rice hoja blanca tenuivirus’e (RHBV) RNP-d elektronmikroskoobis vaadelduna. Mõõtjoon vastab 100 nm-le. Joonis pärineb https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/negative-sense-rna-viruses-2011/w/negrna_viruses/216/tenuivirus-figures

			 

			RSV genoomi puhul on:

			-RNA1 negatiivse polaarsusega, umbes 9 kb pikkune ja kodeerib viiruse RdRp-d (L-valku).

			-RNA2 on 3,3–3,6 kb pikkune ja ambisensse polaarsusega. Negatiivse polaarsusega ala kodeerib glükovalku NSvc2 ja positiivse polaarsusega ala RNA vaigistamise supressorit NS2. Glükovalk lokaliseerub ER-i ja Golgi kompleksi membraanidesse. Milleks tenuiviirused, mis teadaolevalt ümbrist ei oma, seda valku vajavad, ei ole selge.

			-RNA3 on 2,2–2,5 kb pikkune ja ambisensse polaarsusega. Negatiivse polaarsusega ala kodeerib CP-d ning positiive polaarsusega ala veel üht RNA vaigistamise supressorit NS3. 

			-RNA4 on 1,9–2,2 kb pikkune ja ambisensse polaarsusega. Negatiivse polaarsusega ala kodeerib transpordivalku (MP) ning positiivse polaarsusega ala tundmatu funktsiooniga, aga haigustunnuste ilmnemiseks vajalikku valku SP. 

			Kõigis kolmes ambisensse polaarsusega RNA-s on erinevates orientatsioonides paiknevad ORF-id üksteisest eraldatud A/U-jääkiderikaste intergeensete aladega. Ilmselt moodustavad need juuksenõelastruktuure ja on olulised transkriptsiooni terminatsiooniks. 
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			Joonis 253. Erinevate tenuiviiruste genoomide ehitus. A. RSV genoomi struktuur. B. MSpV genoomi struktuur. C. RGSV genoomi struktuur. 

			 

			MSpV-l ja EHBV-l on ka viies, negatiivse polaarsusega RNA-segment pikkusega 1,3 kb. See segment kodeerib pC5-valku. RGSV-l on koguni kuus RNA-segmenti, mis kõik on ambisensse polaarsusega (Joonis 253B, C). RGSV RNAd -1, -2, -5 ja -6 on homoloogsed teiste tenuiviiruste RNA-segmentidega -1, -2, -3 ja -4. RGSV RNA3 (3,1 kb) ning RNA-4 (2,9 kb) on aga unikaalsed. RGSV pC1-valk on RdRp, p5 oletatav RNA vaigistamise supressor, pC5 on viiruse nukleokapsiidi valk (CP) ning pC6 MP-valk; ülejäänud valkude funktsioonid on iseloomustamata.

			Nagu ka teistel Bunyavirales’te esindajatel on tenuiviiruste mRNA-del 5’-cap-struktuurid, mis on saadud mRNA-delt cap-struktuuride „varastamise“ teel. 5’-cap võib pärineda mõnelt raku mRNA-lt, aga ka samal ajal sama rakku nakatavalt reo- või mõne muu viiruse mRNA-lt. Ka tenuiviiruste puhul kasutatakse viiruse mRNA transkriptsiooni praimimiseks raku (või teise viiruse) mRNA-lt äralõigatud 5’-cap’iga fragmenti ja prime-and-realign-mehhanismi (Joonis 244). Selle tagajärjel tekivad tenuiviiruste mRNA-desse 5’-cap-struktuuri sisaldava „võõra“ RNA-lõigu (praimeri) ja viirusespetsiifilise järjestuse liitepunktis mõnenukleotiidsed kordusjärjestused, mis tavaliselt koosnevad ApC dinukleotiididest.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kuidas on ehitatud bunyaviiruste virionid ning kuidas toimub nende seondumine ja rakku sisenemine?

			2.Kuidas toimub bunyaviiruste mRNA-de süntees, sealhulgas ambisenssete segmentide mRNA-de süntees?

			3.Kuidas toimuvad bunyaviiruste RNA replikatsioon, virionide moodustamine ja nende vabanemine?

			4.Mille poolest erinevad teistest bunyaviirustest taimi nakatavad tospoviirused?

			5.Milline on tenuiviiruste virionide ja genoomide ehitus ja kuidas toimub nende viiruste geeniekspressioon?

			 

		

	
		
			II.32. SUGUKOND ARENAVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Praeguse süstemaatika järgi kuulub sugukond Arenaviridae seltsi Bunyavirales; enim on arenaviirustel sarnasusi sugukonna Hantaviridae esindajatega. Arenaviiruste looduslikeks peremeesteks on mitmesugused närilised; peale selle leidub ka roomajaid (madusid) ja kalu nakatavaid arenaviiruseid. Mitmed sugukonda Arenaviridae kuuluvad viirused on inimesele väga ohtlikud; inimene on nendele viirustele tupikperemeheks. Arenaviirustel on kahest ambisensse RNA segmendist koosnevad genoomid. Virionid on ümbrisega ja peale viiruse ribonukleokapsiidide on nendesse pakitud ka peremeesrakust pärinevaid ribosoome Virioni ümbrises paikneb kaks viiruse glükovalku. Arenaviirused replitseeruvad nakatatud rakkude tsütoplasmas. Esimene viiruse biosüntees on genoomi negatiivse polaarsusega regioonidele vastavate mRNA-de süntees, sellele järgneb vastavate valkude süntees ja RNA replikatsioon. Genoomi positiivsetele regioonidele vastavate mRNA-de süntees toimub antigenoomide matriitsil pärast RNA replikatsiooni. Genoomid ja antigenoomid pakitakse replikatsiooni käigus ribonukleoproteiinideks. Segmentide selektsiooni arenaviirustel ilmselt ei ole; virionide moodustamine toimub raku plasmamembraanil. Oma looduslikes peremeestes ja sageli ka rakukultuuris tekitavad imetajaid nakatavad arenaviirused persistentse infektsiooni.

			 

			Praeguse süstemaatika kohaselt kuulub sugukond Arenaviridae seltsi Bunyavirales. Sugukonna nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast arenosus, mis tähendab liiva. Nimelt on elektronmikroskoobis selgesti näha, et nende viiruste virionid sisaldavad liiva meenutavat granulaarset materjali. Muidugi pole see liiv: tegu on hoopis ribosoomidega, mida arenaviirused siiani teadmata põhjustel oma virionidesse pakivad. Pikka aega kuulus sugukonda Arenaviridae ainult üks viiruste perekond; selle esindajad olid tuntud kui närilistel ilma erilise patoloogiata kulgevate krooniliste infektsioonide tekitajad. Hiljem selgus, et arenaviiruseid leidub ka roomajatel (madudel), kellele need viirused on patogeensed. Sellega jagunes sugukond kaheks perekonnaks: Mammarenavirus (imetajate viirused, 39 tunnustatud viiruste liiki) ja Reptarenavirus (madude viirused, tunnustatud viiruste liike on hetkel 5). Hiljem lisandus veel kaks perekonda – samuti madusid nakatav Hartmanivirus nelja tunnustatud liigiga, sh on Haartman hartmanivirus, ja kalu nakatav Antennavirus kahe tunnustatud liigiga (tüüpesindaja Striated antennavirus). Nagu ka muudes peatükkides on ka siin süstemaatika ja liikide arvud toodud 2020. a teise poole seisuga.

			Pole kahtlust, et kui imetajate arenaviirused põhjustaksid ainult näriliste kroonilisi infektsioone, pälvinuks nad väga vähe tähelepanu. Paraku on mitmetel neist viirustest „kombeks“ aeg-ajalt inimesele üle kanduda. Ülekanne toimub näriliste väljaheidetest või uriinist tekkinud aerosooli sissehingamisel. Sellepoolest sarnanevad arenaviirused hantaviirustega ja kuuluvad ülekandemeetodi poolest roboviiruste (ingl rodent born virus) hulka. Inimeselt inimesele ülekannet ei toimu, seega on inimene arenaviirusele tupikperemeheks. Ülekanne näriliselt inimesele ja võime tekitada haigusi on praeguseks teada kaheksal arenaviirusel; kaks neist on suhteliselt tavalised, ülejäänuid tuleb aga harva ette. Inimesel põhjustavad sageli haigusi järgmised arenaviirused.

			-Sugukonna tüüpesindaja Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus (LCMV), mis avastati juba 1933. aastal. LCMV põhjustab aseptilist meningiiti (suremus <1%) ja on praegusel ajal kõige enam uuritud arenaviirus. 

			-Lassa fever virus (liiginimetuse Lassa mammarenavirus, LASV), mis on levinud Aafrikas ja põhjustab süsteemset verejooksudega kulgevat Lassa palavikku. Aastas leiab aset umbes pool miljonit LASV-infektsiooni juhtu, neist umbes 5000 lõpevad surmaga.

			Inimesel harva esinevad arenaviirused põhjustavad kõige sagedamini klassikalist hemorraagilist palavikku, millele on iseloomulik kõrge, tüüpiliselt umbes 30%-line suremus. Mõnede selliste viiruste puhul on teada vaid üksikud nakatamisjuhud (Whitewater Arroyo mammarenavirus, WWAV; Sabia virus, SABV; Lujo mammarenavirus, LUJV), teised on põhjustanud väiksemaid, enamasti mõnesaja nakatunuga haiguspuhanguid (Junia virus, JUNV; Guanarito mammarenavirus, GTOV; Machupo mammarenavirus, MACV). Ülejäänud arenaviiruste puhul pole seni inimesele ülekandumist täheldatud. Meditsiiniliselt oluliste arenaviiruste, mis enamasti kuuluvad kõrgeima, 4. ohuklassi patogeenide hulka, kõrge patogeensus on olnud oluliseks takistuseks nende viiruste molekulaarbioloogia uurimisel.

			 

			Virion, genoom ja kodeeritud valgud

			Arenaviirustel on ümbrisega pleomorfsed virionid. Kõige sagedamini on virionid sfäärilised ning nende diameeter varieerub suurel määral, jäädes 40–200 nm vahel (Joonis 254).
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			Joonis 254. (A) Arenaviiruse virionid elektronmikroskoobis nähtuna. Näidatud on kontaktid glükovalkude, Z-valgu ja nukleoproteiini vahel. Foto pärineb https://basicmedicalkey.com/arenaviridae. (B) Arenaviiruse virionide ehituse skeem.

			 

			Virioni ümbris sisaldab kahest viiruse glükovalgust (GP1 ja GP2) koosnevaid komplekse. Igasse kompleksi kuulub neli GP1 ja neli GP2 molekuli. Seega on tegemist viiruse glükovalkude moodustatud tetrameeridega, mis on üsna ebatavaline (peale arenaviiruste moodustavad tetrameere veel teiste seltsi Bunyavirales kuuluvate viiruste glükovalgud). GP-de virionisisesed regioonid kontakteeruvad membraani all paikneva Z-valguga. Funktsionaalselt on Z-valk arenaviiruste maatriksivalk; samas puudub Z-valgu järjestustel sarnasus teiste negatiivsete RNA-viiruste maatriksivalkudega (Joonis 254). Virioni sees paiknevad spiraalsed filamentsed 20-nm diameetriga ribonukleokapsiidid. Need kapsiidid kujutavad endast paindlikke fiibreid, mis moodustavad elektronmikroskoobis nähtavaid rõngakujulisi struktuure. Fiibreid on kahesuguse pikkusega ja need vastavad arenaviiruste genoomi kahele segmendile (S- ja L-segmendile). Enamikus arenaviiruste virionides paikneb rohkem kui kaks RNP-d; see tuleneb asjaolust, et enamik virione sisaldab kahte S-segmendi koopiat (Joonis 254B). Selle tulemusena on arenaviiruste virionides S- ja L-segmentide molaarne vahekord ligikaudu 2 : 1 ehk siis viirusel on osaliselt diploidsed genoomid.

			Arenaviiruste genoom, mille kogupikkus on umbes 10,5 kb, koosneb kahest ambisensse organisatsiooniga segmendist, S (ingl small, umbes 3,5 kb) ja L (ingl large, umbes 7 kb) (Joonis 255). Arenaviiruste genoomsete segmentide organisatsioon sarnaneb teiste segmenteeritud negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruste genoomide segmentide organisatsiooniga:

			-S- ja L-segmentide mõlemad terminaalsed järjestused on peaaegu identsed: 19-st terminaalsest nukleotiidijäägist on identsed 17. Samuti on terminaalsed järjestused konserveerunud kogu perekonnas Mammarenavirus.

			-Segmentide 3- ja 5’-terminaalsed järjestused kujutavad endast teineteise suhtes mittetäielikke inverteeritud korduvjärjestusi. Seetõttu võivad arenaviiruse genoomsed segmendid moodustada panhandle’i tüüpi struktuure ja viiruse RNP-d näevad elektronmikroskoobis välja rõngakujulistena. Erineva polaarsusega alasid lahutab üksteisest intergeenne regioon pikkusega 59–217 b. Erinevatel arenaviirustel paikneb intergeenses regioonis 1–3 stabiilset G/C-jääkiderikast juuksenõelastruktuuri.

			S-segmendi negatiivse polaarsusega regioon kodeerib nukleoproteiini (NP). NP on mažoorne struktuurivalk; seda leidub umbes 1500 koopiat virioni kohta. Nagu ka teistel negatiivse polaarsusega RNA genoomsetel viirustel moodustab NP koos RNA-ga spiraalse nukleokapsiidi. Mitme arenaviiruse puhul on näidatud, et NP inhibeerib ka interferoonide vahendatud sünnipärast immuunvastust. S-segmendi positiivse polaarsusega regioon kodeerib membraansete glükovalkude eelvalku GPC. Nagu ka paljudel teistel viirustel moodustuvad arenaviiruste valmis glükovalgud GP1 ja GP2 eelvalgu post-translatsioonilise protsessingu tulemusena. GP1 on arenaviiruse antiretseptor. Ta moodustub GPC N-terminaalsest osast ja kujutab endast perifeerset membraanivalku. GP1 homotetrameerides hoiavad allühikuid koos S-S-sidemeid. GP2, mis on arenaviiruste fusioonivalk, moodustab samuti homotetrameere. GP1- ja GP2- homotetrameerid interakteeruvad üksteisega ioonsete sidemete kaudu ja moodustavad virioni membraani pinnal paiknevad glükovalkudest koosnevad ogad. GP2 C-terminaalne virioni siseküljel paiknev domeen interakteerub NP-valguga. See interaktsioon on oluline virionide moodustamiseks.
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			Joonis 255. Arenaviiruse genoomi ehitus ja geeniekspressiooni skeem. Genoomi negatiivsed regioonid ekspresseeruvad genoomse RNA (vRNA) matriitsil sünteesitud mRNA-de kaudu; genoomi positiivsetele regioonidele vastavad mRNA-d sünteesitakse antigenoomide (vcRNA) matriitsil.

			 

			L-segmendi negatiivse polaarsusega regioon kodeerib RNA polümeraasi (L-valk), mis sarnaneb teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomsete viiruste RNA polümeraasidega ning millel on ka endoribonukleaasne aktiivsus. Virionides on L-valk seotud ribonukleokapsiidiga. L-segmendi positiivse polaarsusega regioon kodeerib multifunktionaalset Z-valku. Z-valk sisaldab tsinksõrmestruktuuri ja kuulub ribonukleokapsiidi koostisesse. Z-valk seob viiruse L-valku ja inaktiveerib seda, „lukustades“ L-valgu RNP-s paiknevale promooteriregioonile. Inimestele patogeensete arenaviiruste Z-valk inhibeerib sünnipärast immuunvastust, surudes maha RIG-I- ja MDA5-valkude aktiivsust. Arenaviiruste, mis teadaolevalt inimesi ei nakata, Z-valkudel selline funktsioon puudub.

			Sarnaselt teiste ambisensse genoomiga viirustega ekspresseerivad arenaviirused GPC- ja Z-valke ainult antigenoomi matriitsil sünteesitud mRNA-delt (Joonis 255); mitte kunagi ei transleerita neid otse genoomselt RNA-lt. Seda põhjustab nii genoomse RNA pakkimine RNP-deks kui ka translatsiooniks vajalike elementide, sealhulgas 5’-cap-struktuuri puudumine genoomis. Sarnaselt ambisensse organisatsiooniga phebo- ja tospoviirustega pakivad arenaviirused virionidesse ka vähesel määral antigenoome sisaldavaid RNP-sid. See võib olla juhuslik, tulenedes sellest, et viirus ei tee erineva polaarsusega RNA-sid sisaldavatel RNP-del vahet. Pole aga välistatud, et antigenoomide pakkimine võib olla ka sihipärane, võimaldamaks genoomi positiivsetes osades kodeeritud valkude kiiremat tootmist. 

			 

			Seondumine rakule ja sisenemine rakku 

			Arenaviiruse infektsioonitsükkel on tsütoplasmaatiline (Joonis 256) ja sarnaneb teiste seltsi Bunyavirales esindajate omaga. Infektsioon algab virioni rakule seondumisega. Rakupoolne retseptor on mitme arenaviiruse (LCMV, LASV jt) puhul alpha-dystroglycan, kuid on teada, et osa arenaviiruseid kasutab ka teistsuguseid retseptoreid. Näiteks on JUNV ja MACV retseptoriks inimese transferriiniretseptor I.
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			Joonis 256. Arenaviiruse infektsioonitsükli skeem (seletused tekstis)

			 

			Rakkudesse sisenevad arenaviirused endotsütoosi teel. Enamik arenaviiruseid, seal hulgas LCMV, kasutab klatriinist sõltumatut endotsütoosi. Väiksem hulk arenaviiruseid (JUNV, MACV) kasutab klatriinist sõltuvat endotsütoosi. Viiruse sisenemisele järgnev endosoomi membraani ja virioni ümbrise liitumine on pH-ist sõltuv protsess: madala pH korral dissotsieerub GP2 GP1-valgu küljest lahti ja selle tulemusena vabaneb GP2-s asuv fusioonipeptiid. Membraanide liitumise järel vabanevad arenaviiruse nukleokapsiidid tsütoplasmasse. 

			 

			Transkriptsioon, translatsioon ja replikatsioon

			Nagu teistel negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruste puhul on ka arenaviiruste poolt nakatatud rakkudes esimeseks viirusespetsiifiliseks sünteesiks mRNA-de süntees – transkriptsioon; see on detekteeritav 2 tundi pärast infektsiooni algust. Matriitsina toimib rakku sisenenud RNP-des paiknev genoom (vRNA), mille negatiivse polaarsusega aladelt sünteesib virionis paiknenud RNA polümeraas L-valgu ja NP-valgu mRNA-d. Arenaviiruste transkriptsioonile on iseloomulikud järgmised asjaolud.

			1.Viiruse mRNA-d sisaldavad oma 5’-otsas cap-struktuuri, millele järgneb umbes viis peremeesraku mRNA-dest pärit nukleotiidi. Seega kasutavad ka arenaviirused transkriptsiooni praimimiseks raku mRNA-delt varastatud cap-struktuure sisaldavaid lõike; selleks protsessiks on oluline L-valgus paiknev cap-st sõltuv endonukleaasne domeen. 

			2.Viiruse mRNA-de 3’-otsad on polüadenüülimata ja vastavad genoomse segmendi intergeenses alas paikneva G/C-rikka juuksenõelastruktuuri aluse kaugemale (st transkriptsiooni alguspunkti suhtes kaugemal asuvale) poolele. Seetõttu sisaldavad arenaviiruste mRNA-d juuksenõela „silmusele“ vastavaid järjestusi (Joonis 255). Kui intergeenses alas asub ainult üks „juuksenõel“, kattuvad erineva polaarsusega mRNA-de 3’-otsad, kuid mitte mRNA-des paiknevad lugemisraamid, omavahel. Seega täidavad arenaviiruse genoomi intergeenses regioonis asuvad juuksenõelastruktuurid kahte funktsiooni:

			-toimivad transkriptsiooniliste terminaatoritena;

			-stabiliseerivad sünteesitud mRNA-de 3’-otsi.

			Arenaviiruste valkude süntees on detekteeritav 6–12 tundi pärast infektsiooni algust. Esimesena on detekteeritav NP-valk, seejärel L-valk ja viimastena GPC- ja Z-valgud. 

			NP-valgu kogunemine eelneb viiruse RNA replikatsioonile ning kulgeb järgnevalt sellega paralleelselt. Sarnaselt teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustega sõltub arenaviiruse genoomi replikatsioon de nova sünteesitud viiruse valkudest: nende sünteesi takistamine blokeerib ka viiruse RNA replikatsiooni. Ka arenaviiruste puhul erineb replikatsioon transkriptsioonist selle poolest, et replikatsiooni käigus sünteesitakse mõlemalt genoomi segmendilt täispikk komplementaarne RNA-ahel (vcRNA), mis ei sisalda 5’-cap-struktuuri ning mis pakitakse sünteesi käigus nukleokapsiidi (Joonis 255). Nagu ka teistel ambisenssete genoomidega viirustel ei ole arenaviiruse antigenoomid matriitsiks mitte ainult uute genoomide sünteesil (RNA replikatsioonil); neid kasutatakse matriitsina ka genoomi positiivsetele osadele vastavate mRNA-de transkriptsioonil. Nii sünteesitakse GPC- ja Z-valgu mRNA-d (Joonis 255).

			Virionide moodustamise esimeseks etapiks on RNP-de moodustamine; see toimub RNA replikatsiooni käigus, kui de nova sünteesitud genoomsed RNA-d, NP-, Z- ja L-valgud moodustavad uued ribonukleokapsiidid. Need transporditakse raku plasmamembraanile, kuhu on kogunenud GP1- ja GP2-valgud. Et arenaviirustel puudub „kanooniline“ maatriksivalk, siis asendab seda Z-valk; lisaks leiab aset interaktsioon RNP-desse kuuluva NP-valgu ja membraanis asuva GP2-valgu C-terminaalse domeeni vahel. Arenaviirused ei erista genoomset ja antigenoomset RNA-d sisaldavaid RNP-sid ning eeldatavasti on segmentide pakkimine virionidesse juhuslik; eelistatud kombinatsiooniks on üks L- ja kaks S-segmenti iga virioni kohta. Et arenaviirusel on segmenteeritud genoomid, siis juhtudel, kui ühte ja sama rakku nakatavad korraga kaks erinevat arenaviirust, tuleb ette nii genoomi segmentide ümbersorteerimist kui ka S-segmendi osas heterosügootsete virionide moodustamist. 

			 

			Patogeensus ja persistentne infektsioon

			Sarnaselt paljude teiste inimese jaoks ohtlike haiguste tekitajatega on arenaviirused vaid vähesel määral tsütopatogeensed: nakatatud rakud toodavad küll uusi virione, kui sellega ei kaasne märgatavat mõju rakkude elulemusele. Lisaks on arenaviirustel eelsoodumus tekitada rakukultuuris persistentset infektsiooni. Ilmselt kajastab see seda, et arenaviiruste in vivo infektsioon närilistes on enamasti krooniline. Kroonilise infektsiooni tekkimine põhineb mitmete faktorite kombinatsioonil. Ühelt poolt toimub viiruse geeniekspressiooni ja RNA replikatsiooni mahasurumine. Selle käigus suureneb S-segmentide osatähtsus, väheneb glükovalkude tootmine, kogunevad defektsed interfereeruvad (DI) RNA-d ja väheneb virionide tootmine. Teisest küljest, peremehe kaitsesüsteemid ei suuda arenaviirusinfektsiooni kõrvaldada, mistõttu rakud jäävad alaliselt viirusega nakatunuks. Võimetus viirusinfektsiooni kõrvaldada tuleneb asjaolust, et arenaviirustel on võime peremehe immuunsüsteemi n-ö petta, nt immuuntolerantsi tekitades.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kuidas on organiseeritud arenaviiruse genoom ja millised on tema poolt kodeeritud valgud?

			2.Kuidas toimub arenaviiruse transkriptsioon ja RNA replikatsioon?

		

	
		
			II.33. PEREKOND DELTAVIRUS: HEPATIIT D VIIRUS (HDV)

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			HDV-l on sfäärilised ümbrisega virionid. Iseseisvalt HDV paljuneda ei suuda ja kujutab endast HBV satelliit-viirust. See tuleneb asjaolust, et HDV ei kodeeri ise ümbrise valke; selle asemel kasutab see viirus HBV poolt kodeeritud membraanivalke. Seetõttu on ka HDV rakule seondumise ja rakku sisenemise mehhanismid samad kui HBV-l. HDV virionis paikneb vaid üks viiruse enda poolt kodeeritud valk – HDAg. HDV genoom on negatiivse polaarsusega 1,7 kb pikkune rõngakujuline RNA, mis moodustab tänu aluste paardumisele kepikeselaadse struktuuri. Selle RNA replikatsioon toimub raku tuumas ja seda teostavad peremeesraku RNA polümeraasid. Replikatsioon toimub veereva rõnga mehhanismi teel; selle tulemusena moodustuvad antigenoomide ja genoomide multimeerid. Monomeerste antigenoomide ja genoomide moodustamiseks kasutab HDV ribosüüme. Peale genoomide ja antigenoomide sünteesitakse ka mRNA, mis kodeerib HDAg-valku. HDAg eksisteerib kahes vormis: lühem (HDAg-S) vorm on vajalik RNA replikatsiooniks, samal ajal kui pikem vorm (HDAg-L) on vajalik virionide moodustamiseks. HDAg-L-valgu süntees sõltub ADAR-i vahendatud RNA redakteerimisest, mis kõrvaldab HDAg-S valku kodeeriva lugemisraami lõpus paikneva terminaatorkoodoni.

			 

			Esimesed andmed hepatiit D viiruse (Hepatitis delta virus, HDV) olemasolust saadi 1970-ndate aastate keskel, kui mitmete kroonilise hepatiit B viirusega (HBV, ptk II.48) patsientide verest leiti uus viirusevalk, mida hakati nimetama delta-antigeeniks. Esialgu peeti seda ekslikult HBV poolt kodeeritud valguks. Alles 1980-ndatel näidati, et delta antigeen kuulub senitundmatu viiruse virionide core-struktuuride koostisesse. Praeguseks on selgunud, et HDV on levinud üle kogu maailma. HDV-infektsioon on alati seotud HBV-infektsiooniga, nii akuutse kui ka kroonilisega. Seega ei ole HDV iseseisev (autonoomne) viirus, vaid kujutab endast HBV satelliiti. HDV genoom klooniti ja sekveneeriti 1986. aastal; juba varem oli teada, et selle viiruse genoomil on ühiseid jooni taimede subviraalsete parasiitidega – viroididega (ptk II.50). Siiani pole leitud ühtegi teist sarnase genoomse organisatsiooni ja replikatsioonitsükliga viirust. Seetõttu on selle viiruse süstemaatiline kuuluvus ebaselge ja perekond Deltavirus ei kuulu ühtegi praegusajal olemasolevasse viiruste sugukonda.

			 

			HDV-virion ja genoom 

			HDV-l on ümbrisega virionid, mille diameeter on u 36 nm (Joonis 257). Igas virionis paikneb nukleokapsiid, mis koosneb genoomsest RNA-st ja 70–220 HDV nukleokapsiidivalgu (HDAg) molekulist. Teadaolevat struktuuri (nt ikosaeedrilist) sel nukleokapsiidil ei ole ning on võimalik, et genoomne RNA on lihtsalt keerdunud HDAg-valgu ümber. HDAg ei ole tegelikult üks valk – see on kahe identse N-otsa poolse regiooniga valgu koondnimetus. Lühem nendest valkudest kannab nimetust HDAg-S, teine, 19 või 20 aminohappejäägi võrra pikem valk, kannab nimetust HDAg-L. Virionis leidub mõlemat HDAg-valku ja arvatavasti on nende paiknemine virionis, nagu ka nende roll virioni moodustamises, mõnevõrra erinev. Nukleokapsiidi ümbritseb HBV-membraanivalke sisaldav ümbris (Joonis 257). Vajadus HBV-lt pärinevate membraanivalkude järele on ka põhjuseks, mis HDV on alati seotud HBV-infektsiooniga. HBV membraanivalgud on ka ainsaks komponendiks, mida HDV oma replikatsioonitsükli läbiviimiseks HBV-lt vajab. HBV-infektsiooni selline „valkude ülevõtmine“ satelliitviiruse poolt ilmselt ei häiri: vaid tühine osa rakus sünteesitavatest HBV membraanivalkudest läheb HBV enda virionide moodustamiseks, rõhuv enamus moodustab sekreteeritavaid mitteinfektsioonilisi partikleid (vt ptk II.48).
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			Joonis 257. (A) HDV-virionid elektronmikroskoobis. Foto pärineb Gudima et al., 2007. Journal of Virology, doi: 10.1128/JVI.02277-06. (B). HDV-virionide ehituse skeem. 

			 

			HDV genoom on inimesi nakatavate viiruste genoomide hulgas kõige väiksem. See kujutab endast umbes 1700-st nukleotiidijäägist koosnevat rõngakujulist üheahelalist RNA-d. Oma struktuurilt on see tuntud viiruste genoomide hulgas unikaalne. Küll aga on HDV genoom nii struktuurilt kui ka funktsioonilt sarnane taimede viroidide (ptk II.50) ja mõnede RNA satelliitide (ptk II.51) genoomidega.

			-HDV genoomil on intensiivne sekundaarstruktuur: aluste paardumise protsent on üle 70%. Oma sekundaarstruktuurilt kujutab see molekul endast mittehargnevat kepikest (Joonis 258).

			-Nii HDV genoom kui ka temale komplementaarne RNA (antigenoom) sisaldavad funktsionaalset ribosüümistruktuuri. Mõlemad ribosüümid asuvad genoomi sekundaarstruktuuris (kepikeses) ühe ja sama otsa läheduses ning kujutavad endast umbes 85 b pikkuse RNA-järjestuse poolt moodustatud pseudoknot-struktuure (Joonis 259). HDV ribosüümid on tuntud selle poolest, et nad on väga kiired. Seetõttu on HDV multimeersete RNA-de lõikamise kiirus tavalist „hammer head“-ribosüümi sisaldavate RNA-de lõikamise kiirusest ligi 100 korda suurem. 

			Erinevalt viroididest, mis valke ei kodeeri, on HDV antigenoomis veel ka HDAg-valku kodeeriv järjestus (Joonis 258). Seega, vastavalt definitsioonile, kujutab HDV genoom endast negatiivse polaarsusega RNA-d. Samas ei paigutata HDV-d teiste negatiivse polaarsusega RNA-genoomsete viiruste hulka. Selle põhjuseks on asjaolu, et nii oma genoomselt organisatsioonilt kui ka genoomi replikatsiooni strateegia poolest erineb HDV oluliselt nii negatiivse polaarsusega RNA-genoomsetest viirustest kui ka kõikidest ülejäänud RNA-genoomsetest viirustest. 
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			Joonis 258. HDV genoomi struktuur. Tähistatud on ribosüüme moodustavad järjestused, HDAg-valku kodeeriv regioon ja selles paiknev UAG terminaator, mis redakteerimise tulemusena muudetakse UIG-koodoniks. 
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			Joonis 259. HDV-ribosüümi II astme (pseudoknot) struktuur (A) ja sellele vastav III astme (ruumiline) struktuur (B). Joonis pärineb Ke et al., 2004, Nature, https://doi.org/10.1038/nature02522

			 

			HDV infektsioonitsükkel

			HDV peremeeste ring piirdub rakkudega, milles võib toimuda HBV replikatsioon. Et HDV nukleokapsiid on pakitud HBV membraanivalke sisaldavasse ümbrisesse, siis seonduvad HDV-virionid samale retseptorile (NTCP, Na+-taurocholate cotransporting polypeptide, sünonüüm sodium/bile acid transporter) kui HBV-virionid. Samuti sisenevad HDV-virionid rakku sama mehhanismiga kui HBV-virionid. HDV genoomi replikatsioon toimub nakatatud raku tuumas; seejuures viiakse erinevad replikatsioonistaadiumid läbi erinevates rakutuuma osades.

			HDV ei kodeeri ühtegi ensüümi ja peab seega replitseeruma kas peremeesraku või peremeesviiruse (HBV) kodeeritud ensüümide abil. Mõlemal juhul on tegemist millegi ebatavalisega: ei peremeesrakk ega ka HBV ei kodeeri RdRp-d. Ainus polümeraas, mida HBV kodeerib, on pöördtranskriptaas, mis on aga DNA polümeraas ja suudab seega sünteesida ainult DNA-d. Seetõttu võib selle ensüümi osaluse HDV-genoomi replikatsioonis täielikult välistada. Järele jääb vaid üks võimalus: kuivõrd ebatõenäoline see ka ei tunduks, peavad HDV-genoomi replikatsiooni ja transkriptsiooni läbi viima peremeesraku DNA-st sõltuvad RNA polümeraasid. See muidugi eeldab, et raku ensüüm või ensüümid, mis normaalselt kasutavad matriitsina dsDNA-d, kasutavad siin matriitsina üheahelalist RNA-d. Kindlasti ei saa see toimuda lihtsalt niisama: kahtlemata on millegi sedavõrd ebahariliku toimumiseks vajalikud lisatingimused. Üheks selliseks on ilmselt viiruse RNA kepikeselaadne sekundaarstruktuur, mistõttu genoomne RNA on suures osas kaheahelaline, võimaldades raku ensüüme ära petta. Väga tõenäoliselt jääb aga sellest üksinda väheseks ja HDV-genoomi replitseerimiseks on vajalik ka viirusevalkude – HDAg-S-i ja/või HDAg-L-i osalus. 

			Mõlemad HDAg-d on tuumas paiknevad RNA-d siduvad fosfoproteiinid, mis on võimelised moodustama dimeere ja ka kõrgema järgu struktuure. Samas on nendel valkudel viirusinfektsioonis erinevad funktsioonid. Väikesem valk, HDAg-S, on vajalik HDV genoomi replikatsiooniks. Tema toimimismehhanism ei ole teada, kuid kindlasti ei ole tegemist katalüütilise reaktsiooniga: HDAg-S-is puuduvad polümeraasidele iseloomulikud järjestused. On võimalik, et HDAg-S kujutab endast adapterit, mis võimaldab raku RNA polümeraasidel kasutada matriitsina HDV RNA-d. HDAg-L-i funktsioon viiruse RNA replikatsioonis on aga vastupidine: tema surub viiruse RNA sünteesi maha ja soodustab virionide moodustamist.

			HDV genoomi replikatsioon toimub rõngakujulisel genoomil/antigenoomil veereva rõnga mehhanismi abil. Selles saab eristada kahte etappi (Joonis 260).

			-Esimeses etapis sünteesitakse antigenoomne RNA. Algne transkript on veereva rõnga replikatsiooniskeemi kasutamise tõttu genoomist pikem multimeer. Selle molekuli süntees on resistentne α-amanitiini (valge kärbseseene mürk, mis on RNA polümeraas II spetsiifiline inhibiitor) toime suhtes. See RNA sünteesi etapp toimub RNA polümeraas I abil tuumakeses. Genoomist pikem antigenoomne transkript lõigatakse monomeerseteks antigenoomideks selles paikneva ribosüümi abil. Lõikamisele järgneb antigenoomi monomeeride tsirkulariseerimine peremehe RNA-ligaasi abil. Nii antigenoomse RNA multimeerid kui ka rõngakujulised monomeerid püsivad rakutuumas. Selliste molekulide arv on sünteesitavate viiruse negatiivse polaarsusega genoomide omast umbes viis korda väiksem.

			-Teises etapis on rõngakujulised antigenoomid matriitsiks negatiivsete genoomide multimeeride sünteesil. Taas toimub see veereva rõnga mehhanismi abil, kuid seda sünteesi viib läbi RNA polümeraas II (tundlik α-amanitiini suhtes) ja see toimub väljaspool tuumakest tuuma plasmas. Sünteesitud multimeerid lõigatakse ja tsirkulariseeritakse, kasutades samu mehhanisme kui positiivsete ahelate puhul. Küll aga ei jää sünteesitud genoomid rakutuuma püsima; selle asemel transporditakse nad kiiresti tsütoplasmasse.
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			Joonis 260. HDV replikatsiooni ja transkriptsiooni skeem. RNA sünteesi teostavad raku DNA-st sõltuvad RNA polümeraasid, multimeersed RNA-d lõikavad monomeerideks HDV ribosüümid. Monomeerid tsirkulariseerib raku RNA ligaas.

			 

			Replikatsiooni tulemusena moodustub nakatatud rakus üle 100 000 HDV genoomi koopia. Lisaks genoomi replikatsioonile toimub ka HDV genoomi transkriptsioon – mRNA süntees. Viiruse mRNA on umbes 0,8 kb pikkune, sellel on 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) saba. Need omadused ning asjaolu, et HDV mRNA süntees on tundlik α-amanitiini suhtes, näitavad, et HDV genoomi transkriptsiooni viib läbi raku RNA polümeraas II. Võrreldes HDV antigenoomide ja genoomide sünteesiga on mRNA-de süntees vähem efektiivne.

				HDV genoomilt sünteesitud mRNA kodeerib HDAg-S-valku, mis on oluline viiruse RNA replikatsiooni läbiviimiseks. Infektsiooni hilisemas faasis hakatakse sünteesima ka HDAg-L-valku, mis on vajalik suunamaks infektsiooni RNA replikatsioonilt uute virionide moodustamisele. HDAg-L-valgu mRNA sünteesimiseks kasutab HDV raku dsRNA adenosiin deaminaasi (ADAR) vahendatud RNA redakteerimist. RNA redakteerimine toimub saidis, mis vastab HDAg-S-valgu terminaatorkoodonile. Redakteerimismehhanism seisneb selles, et UAG terminaatorkoodonis asuv A-jääk modifitseeritakse ADAR-i poolt I-jäägiks. Et I-jääk ei paardu U-, vaid C-jäägiga, siis moodustub negatiivses RNA-s järjestus ACC ja selliselt RNA-lt sünteesitud mRNA-s tekib terminaatori asemele UGG-koodon (Joonis 261). See protsess on efektiivne ja hilises infekstioonis on 30–50% viirus-spetsiifilisest mRNA-st sellisel viisil redakteeritud.
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			Joonis 261. HDV RNA redakteerimine toimub ADAR-i ensüümi vahendusel ja viib UAG terminaatorkoodoni asendumisele UGG (trüptofaan)koodoniga.

			 

			RNA-redakteerimise tulemusena tekkinud genoomidelt sünteesitud mRNA-d on matriitsiks HDAg-L translatsioonil. HDAg-L surub HDV RNA replikatsiooni maha ja on vajalik HDV virionide core-struktuuri moodustamiseks. Ka paikneb HDAg-L C-terminaalses osas, mis HDAg-S-valgus puudub, isoprenüleerimise signaal. Vastav modifikatsioon võimaldab HDAg-L-l seonduda HBV membraanivalkudega ja algatada virionide moodustamine. Seega on HDAg-S-i ja HDAg-L-i sünteesi ajaline regulatsioon (ehk RNA redakteerimisprotsessi ajaline regulatsioon) HDV replikatsioonitsükli reguleerimise seisukohast oluline mehhanism. Mehhanismid, millega tagatakse negatiivsete RNA-de, seejuures selektiivselt just mitteredakteeritud RNA-de virionidesse pakkimine, pole veel teada. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on HDV genoomi ehitus ja selle replikatsioonimehhanism (skeem, selles osalevad ensüümid)?

			2.Kuidas toimub HDV geeniekspressioon ja kuidas on see seotud viiruse infektsioonitsükli reguleerimisega?

			 

		

	
		
			II.34. GEMINIVIIRUSED: SUGUKOND GEMINIVIRIDAE

			Merike Sõmera

			Kokkuvõte

			Geminiviirused on taimeviirused, mis paljunevad floeemkoes ja levivad taimelt taimele putukvektorite abil, kasutades tsirkulatiivset mittereplikatiivset ülekannet. Sugukonna nimetus tuleneb virioni unikaalsest kaksikikosaeedrilisest kujust. Virioni (T = 1) koosseisu kuuluvad 110 kattevalgu molekuli koopiat, mis moodustavad kapsiidi, ning tsirkulaarne ssDNA molekul, mis on viiruse genoom. Genoom võib koosneda ühest komponendist (DNA A) või kahest komponendist (DNA A ja DNA B). Kahekomponendilise genoomiga geminiviiruste genoomi segmendid pakitakse eraldi kapsiididesse. Rakku sisenenud ja kapsiidist vabanenud viiruse genoom transporditakse rakutuuma. Seal sünteesivad raku ensüümid teise DNA-ahela. Transkriptsioon toimub raku RNA polümeraas II abil ja on bipolaarne. Kodeeritavate valkude hulka kuuluvad Rep-valk, transpordivalk, kattevalk ja mõnel viirusel ka transkriptsiooni/replikatsiooni mõjutavad valgud. Genoomi replikatsioon toimub raku DNA polümeraasi abil veereva rõnga mudeli järgi. Kõigi seni sekveneeritud geminiviiruste genoomis on konservatiivne tüvi-aas- (stem-loop-) struktuur, mille üheahelalises osas asub kõigil geminiviirustel identne 9-nukleotiidne järjestus (5’-TAATATTAC-3’). Selle järjestuse tunneb ära viiruse Rep-valk, mis käivitab seda lõigates DNA replikatsiooni. Uued genoomid võivad liikuda naaberrakkudesse või need pakitakse virionidesse, mis transporditakse vektori abil uutesse taimedesse. 

			 

			Sugukond Geminiviridae kuulub seltsi Geplafuvirales mis kuulub klassi Repensiviricetes (hõimkond Cressdnaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria). Geminiviirused on liigirikkaim taimeviiruste sugukond – 2020. a seisuga on selles sugukonnas ligi 500 tunnustatud viiruse liiki. Ka on see üks vanimaid tuntud taimeviiruste rühmi – need viirused on teada juba üle saja aasta, seda muidugi seetõttu, et nende poolt põhjustatav majanduslik kahju on märkimisväärne. Geminiviirustega nakatunud taimed pidurduvad kasvus ning nende viljad ei arene normaalselt. Tüüpilisteks geminiviiruste põhjustatud sümptomiteks on lehtede mosaiiksus või laiksus, keerdumine ja mitmesugused leheroodude deformatsioonid (Joonis 262). Põllumajanduslikult olulised peremeestaimed on oad, maniokk, puuvill, mais, pipar, suhkrupeet, maguskartul, tomat ja viinamari. Tuntumad geminiviirused, mis on võimelised praktiliselt kogu saagi ikaldama, on näiteks Tomato leaf curl virus, Tomato yellow leaf curl virus, Maize streak virus, Cassava mosaic virus, Cotton yellow leaf curl virus, Bean golden mosaic virus, Bean golden yellow mosaic virus. Läänemereregioonis on majanduslikult oluliseks patogeeniks Wheat dwarf virus, mis nakatab nii nisu kui ka teisi meie regioonis kasvatatavaid teraviljakultuure. Geminiviirustele on omane kompleksnakkuste esinemine, mille puhul peremeestaimed on samal ajal nakatunud mitme erineva viirusega. Nakatumise tagajärjel muutuvad rakus sellised alusprotsessid nagu genoomi replikatsioon ja rakutsükli kontroll, peremehe arengut kontrollivate miRNA-de sünteesi regulatsioon, raku kaitsemehhanismide aktiveerimine, programmeeritud rakusurm ning hormonaalne signalisatsioon.
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			Joonis 262. Geminiviiruste põhjustatud sümptomid: Abutilon mosaic virus infektsioon abuutilonis. Joonis pärineb Jeske H. 2009. Geminiviruses, p. 185–226. In: E.-M. de Villiers, H. zur Hausen (eds.), TT Viruses: The Still Elusive Human Pathogens (Springer Verlag Berlin Heidelberg)

			 

			Levimiseks ja taimedesse sisenemiseks kasutavad geminiviirused erinevate putukvektorite (ehk putuksiirutajate) abi. Enamasti on geminiviiruste elutsükkel taimes rangelt piiritletud floeemiga. Mõningaid geminiviiruseid on detekteeritud ka lehe mesofüllist, kuid efektiivse viirusvastase vaigistamise tõttu mesofüllis esineb seda harva. Meristeemsetesse kudedesse geminiviirused ei sisene ja seemnetega nad üle ei kandu. Küll aga võivad geminiviirused levida pookematerjali kaudu. Huvitava näitena võib siinkohal tuua 19. sajandil Lääne-Indiast Euroopasse imporditud Abutilon mosaic virus’ega nakatunud rohevalgekirjude lehtedega abuutilonitaimed (Joonis 262), mida hinnati ja hinnatakse just viiruse põhjustatud klorofülli sünteesi häirete tõttu. Pikaaegse pookematerjaliga paljundamise tõttu on see viirus kaotanud võime vektoritega üle kanduda.

			Geminiviiruste edu pandiks on nende oskus raku ainevahetust endale sobivaks ümber programmeerida. Peremehe kaitsereaktsioonide allasurumiseks kodeerivad geminiviirused tavaliselt mitut RNA vaigistamise supressorit. Geminiviirustevastaseid resistentsusgeene on hetkel teada vaid kaks. Need on Ty-1 ja Ty-3, mis leiti tomati metsikust sugulasliigist Solanum chilense. Need geenid kodeerivad RDR-i-sarnaseid valke ning põhjustavad resistentsust Tomato leaf curl virus’e vastu. Laboratoorsed katsed näitavad, et on võimalik tekitada geminiviirustevastast efektiivset kunstlikku viirusresistentsust. Selleks on vaja mõjutada geenivaigistamist ekspresseerides taimes viraalsete supressorvalkude või Rep-valgu produktsiooni mõjutavaid siRNA-sid või miRNA-sid. Üheks suunaks geminiviirustevastase resistentsuse uuringutes on ka äärmiselt konserveerunud DNA replikatsiooni alguspunkti sihtmärgistamine.

			 

			Süstemaatika

			Sugukonda Geminiviridae kuulub (2020. a) umbes 500 viiruste liiki. Need jagatakse omavaheliste fülogeneetiliste seoste, genoomi organisatsiooni, vektori tüübi ja peremeestaimede ringi alusel üheksaks perekonnaks.

			-Mastrevirus (tüüpesindaja Maize streak virus) perekonda kuulub 44 viiruste liiki. Mastreviirused nakatavad peamiselt kõrrelisi, samal ajal kui ülejäänud geminiviirused nakatavad peamiselt kaheidulehelisi taimi. Mastreviiruste vektoriteks on tsikaadid.

			-Begomovirus (tüüpesindaja Bean golden mosaic virus) on ülekaalukalt suurim geminiviiruste perekond (ligi 400 liiki). Begomoviiruste vektoriks on tubakakarilane Bemisia tabaci, kellel on oluline roll ka mitmete teiste viirushaiguste ülekandel. Begomoviiruste hulgas leidub nii ühe- kui kahekomponendilise genoomiga viiruseid. Geograafiliselt on ühekomponendilised begomoviirused iseloomulikud Vanale Maailmale (Euroopa, Aafrika, Aasia) ning kahekomponendilised begomoviirused Uuele Maailmale (Kesk- ja Lõuna-Ameerika). 

			-Curtovirus’e (tüüpesindaja Beet curly top virus) perekonnas on kolm liiki, vektoriteks on tsikaadid.

			-Capulavirus’e (tüüpesindaja Euphorbia caput-medusae latent virus) perekonnas on neli liiki, vektoriks on lehetäid.

			-Grablovirus’e (tüüpesindaja on Grapevine red-blotch associated virus) perekonnas on kolm liiki,vektoriks on küürtirdid.

			-Topocuvirus’e (ainsaks liigiks on Tomato pseudo curly top virus) vektoriks on küürtirdid.

			-Becurtovirus (tüüpesindaja Beet curly top Iran virus), kokku kolm liiki;

			-Eragrovirus (ainsaks liigiks on Eragrostis curvula streak virus);

			-Turncurtovirus (tüüpesindaja Turnip curly top virus), kokku kolm liiki. 

			Peale selle kuulub sugukonda ka kaks viirust, mis ülal loetletud perekondadesse ei kuulu.

			 

			Virion, genoom ja viiruse kodeeritud valgud

			Geminiviirustel on unikaalsed kaksik-ikosaeedrilised (T = 1) virionid (Joonis 263). Kapsiid koosneb 110-st kattevalgu molekulist ja selle mõõtmed on 22 × 38 nm. Igas virionis paikneb üks ssDNA molekul.
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			Joonis 263 A. Geminiviiruse virionid elektronmikroskoobis. Joonis pärineb Jeske H. 2009. Geminiviruses, p. 185–226. In: E.-M. de Villiers, H. zur Hausen (eds.), TT Viruses: The Still Elusive Human Pathogens (Springer Verlag Berlin Heidelberg). B. Geminiviiruste virioni ehituse skeem. 

			 

			Genoom võib viiruse liigist sõltuvalt olla kas ühe- (ainult DNA A) või kahekomponendiline (DNA A ja DNA B); viimasel juhul sisaldavad DNA A ja DNA B valke kodeerivate regioonide vahel 200 nukleotiidi pikkust ala, mis on mõlemas komponendis identne (CR, ingl common region). Lugemisraamid on genoomis orienteeritud kahesuunaliselt ja neid tähistatakse kui C (ingl complementary, sünonüüm L – left) ja V (ingl virion, sünonüüm R – right) (Joonis 264). Replikatsiooni ja transkriptsiooni regulatsiooni eest vastutavad geenid paiknevad genoomi vasakul poolel (C), partikli moodustamise ja transpordi omad paremal poolel (V). Geenide 5’-otste vahele jääb mittekodeeriv ala ehk intergeenne regioon (IR), mis sisaldab replikatsiooni alguspunkti (ori-lõiku). Virioni polaarsusega („positiivse“) ahela sünteesi ori-lõik paikneb konserveerunud tüvi-aas-struktuuris (ingl stem-loop). Peale selle paiknevad IR-i alas ka peamised promootorid. Terminatsioonisignaalid (t) asuvad rõngakujulise genoomi vastasküljel. Mastre-, eragro- ja becurtoviirustel paikneb seal ka väiksem intergeenne regioon, milles asub komplementaarse („negatiivse“) DNA-ahela sünteesi alguspunkt. Mastreviirustel on näidatud, et virioni pakitud genoomi puhul on sinna seotud praimer komplementaarse DNA-ahela sünteesiks. Ülejäänud geminiviirustel see intergeenne regioon ja kaasapakitud praimer puuduvad ning komplementaarse DNA-ahela sünteesi alguspunkt paikneb positiivse ahela sünteesi ori-lõigu lähedal IR-alas. 

			Geminiviiruste genoom on väga väike (keskmiselt ainult 3 kb) ning kodeerib vaid 4–7 valku (Joonis 264), mis on vajalikud viiruse genoomi replikatsiooniks, viiruse rakusiseseks ja rakkudevaheliseks liikumiseks, peremeestaime kaitsemehhanismide vaigistamiseks, virionide moodustamiseks ning vektorülekandeks. Seetõttu on geminiviiruste valgud tihti multifunktsionaalsed. Nende hulgast on sugukonna tasemel konserveerunud ainult Rep-valk, perekonna tasemel ka kapsiidivalk (CP). Ülejäänud valgud varieeruvad nii oma järjestuselt kui ka funktsioonidelt oluliselt rohkem. Näiteks vastutab mastre-, curto- ja ühekomponendilistel begomoviirustel aktiivse tuumatranspordi (ingl nuclear shuttle) ja ssDNA-ga seondumise eest viiruse kattevalk, mis interakteerub importiiniga. Plasmodesme aitab neil viirustel läbida membraaniseoseline V2-valk (transpordivalk). Kahekomponendilistel begomoviirustel on tuumatranspordi-funktsiooni üle võtnud DNA B kodeeritud NSP-valk ja plasmodesmide kaudu toimuvat transporti teostab samuti DNA B kodeeritud MP-valk. Seetõttu on geminiviiruse valkude funktsioonidest rääkides sageli vaja täpsustada ka seda, millisest viirusest on jutt.
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			Joonis 264. Geminiviiruste genoomide ehituse näited: masterviiruste, curtoviiruste ning ühe- ja kahekomponendiliste begamoviiruste genoomide ehitus. Geenid on tähistatud kas nende poolt kodeeritud funktsionaalse valgu nimetusega, nagu Rep (replication-associated protein), TrAP (transcription activator protein), REn (replication enchancer), CP (coat protein), MP (movement protein) ja NSP (nuclear shuttle protein) või kindla funktsiooni puudumisel genoomi komponenti (A, B) ja transkriptsiooni suunda (C, V) tähistavate nimetustega. Mustad nooled näitava alternatiivselt splaissitavate intronite paiknemist mastreviiruse genoomis.

			 

			Rep-valk (replication-associated protein) sisaldab oligomerisatsiooni domeeni ning seondumiskohti viiruse (REn) ja raku valkude (RBR, PCNA, GRIK ja ATP) jaoks. Interaktsioon GRIK-valguga, mis mõjutab SNF1-seoselise proteiinkinaas 1 kaudu taime arengut ja stressivastust, on ette nähtud peremehe mõjutamiseks. Wheat dwarf virus Rep-valgul on ka võime siduda siRNA-sid, mis viitab osalemisele RNA vaigistamise supressioonis. RepA-valk on omane vaid mastreviirustele. Rep- ja RepA-valkude esimesed 200 aminohappejääki on identsed, kuid nende C-otsapoolsed osad on erinevad. RepA-valk sisaldab oma C-otsapoolses regioonis RBR- ja GRAB-transkriptsioonifaktorite seondumiskohti, samuti viiruse promootori transaktivatsiooni võimaldavat domeeni. ATP-seondumiskoht RepA-valgus puudub. 

			TrAP (transcription activation protein) on samuti multifunktsionaalne valk. TrAP moodustab multimeere, sisaldab tuumalokalisatsioonisignaali, tsinksõrmesarnast motiivi ning domeeni, mis on seotud taimede patogeenivastase hüpersensitiivse vastuse allasurumisega. Lisaks sellele on TrAP-valgus enamasti (välja arvatud curtoviirustel) happeliste aminohappejääkide piirkond, mis on vajalik transkriptsiooni aktiveerimiseks CP- ja MP-geenide promootoritelt. TrAP reguleerib CP ekspressiooni floeemikoespetsiifiliselt. Begomovirus Bhendi yellow vein mosaic virus TrAP interakteerub karüoferiin A valguga, mis viitab sellele, et TrAP osaleb ilmselt ka tuumapoorikompleksi kaudu toimuvas transpordis. Beet severe curly top virus’e kodeeritud TrAP osaleb ka geenivaigistamise supressioonis, vähendades siRNA-de tootmist, mis on vajalikud RNA-vahendatud DNA-metüülimise aktiveerimiseks.

			REn-valgu (replication enhanser) funktsioone on uuritud peamiselt kolme tomateid nakatava viiruse (Tomato golden mosaic virus, Tomato yellow leaf curl virus ja Tomato yellow leaf curl Sardinia virus) põhjal. On tõestatud, et REn seob Rep-valku ja võimendab selle ATP-aasset aktiivsust. REn-valgus on leitud on kaks RBR-valgu sidumise domeeni, kolm hüdrofoobsete aminohappejääkide klastrit, oligomerisatsiooni domeen, ning PCNA- ja NAC1-valkudega seondumise domeenid. REn-valk on konserveerunud kõigil begomo-, curto-, topocu- ja turncurtoviirustel.

			C4-valk puudub mastreviirustel, kuid teistel geminiviirustel on see olemas. C4-valk põhjustab viiruse ssDNA sünteesi mahasurumist, osaleb viiruse transpordis ja sümptomite tekkel. Lisaks on C4-valk RNA vaigistamise supressor. Samas on mehhanismid, kuidas C4-valk toimib, viiruseti erinevad. 

			-African cassava mosaic virus’e ja East African cassava mosaic virus’e puhul seondub C4- valk miRNA-de ja siRNA-dega. 

			-Tomato leaf curl virus’e kodeeritud C4-valk supresseerib RNA-de vaigistamist, seondudes shaggy-sarnase kinaasiga BIN2, mis on brassinosteroidide raja negatiivne regulaator.

			CP (coat protein) on geminiviiruste ainus struktuurivalk. CP seob ss- ja dsDNA-d; tõenäoliselt on see vajalik replikatsioonil tekkinud ssDNA-de (genoomide) virionidesse pakkimiseks. Geminiviiruste CP sisaldab kolme tuumalokalisatsiooni signaali, tuumaekspordi signaali ja rakuseina sihtmärk-motiivi. Lisaks kapsiidi moodustamisele vastutab CP ka geminiviiruse vektorspetsiifika eest. Ühekomponendiliste geminiviiruste CP osaleb lisaks sellele ka tuumatranspordis ja, läbi interaktsiooni viiruse MP-valguga, viiruse rakkust rakku liikumises (lähitranspordis) ja liikumises mööda peremeestaime juhtkudesid (kaugtranspordis). Kahekomponendiliste geminiviiruste CP-valku transpordiks otseselt vaja ei ole, sest nende viiruste DNA B kodeerib spetsiaalseid liikumisvalke NSP ja MP. Samas, katsed NSP-mutantidega on näidanud, et ka nende viiruste CP suudab komplementeerida transpordifunktsiooni.

			DNA A poolt kodeeritud V2-valgu funktsioonid on seotud viiruse transpordi ja peremehe RNA vaigistamise supressiooniga. V2-valku on erinevate geminiviirustega nakatatud rakkudes leitud nii plasmodesmides kui ka tuumas ja selle ümbruses. Seetõttu arvatakse, et mõnel juhul on V2 roll seotud rakkudevahelise transpordiga, mõnel juhul aga viiruse tuumatranspordi vahendamisega. Mutatsioonid V2-valgus vähendavad viiruse akumulatsioonitaset. Mitmete geminiviiruste puhul on näidatud, et V2 käitub patogeensuse determinandina. Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) V2 interakteerub geenivaigistamise supressor 3-ga (SGS3) ja häirib selle valgu, mille ülesanne RNA vaigistamise rajas on konverteerida ssRNA siRNA-de tootmiseks vajalikuks dsRNA-ks, toimimist. TYLCV V2-valgu puhul on näidatud ka interaktsioone raku papaiini-sarnase tsüsteiinproteaasiga CYP1. See interaktsioon häirib CYP1-valgu võimet siduda ssDNA-d ja assotsieeruda raku tsütoskeletiga; need efektid on ilmselt seotud V2 osalusega viiruse transpordis.

			NSP-valk (nuclear shuttle proteiin) on üks kahest valgust, mis on kodeeritud kahekomponendiliste begomoviiruste DNA B poolt. Need viirused vajavad NSP-valku ssDNA transpordiks rakutuuma ja tsütoplasma vahel. NSP sisaldab DNA-ga seondumise domeeni, kahte tuumalokalisatsioonisignaali, leutsiinirikast tuumaekspordisignaali ning MP- ja tuumatranspordi interaktorvalgu NSI seondumiskohti. Lisaks sisaldab NSP ka järjestust, mis on vajalik hüpersensitiivse kaitsereaktsiooni indutseerimiseks. NSP moodustab komplekse ssDNA ja histoon H3’-ga ning see võimaldab värskelt sünteesitud viiruse genoomide transporti tuumast tsütoplasmasse; seejärel seonduvad need kompleksid viiruse MP-valguga, käivitades transpordi algsest nakatunud rakust järgmistesse rakkudesse. Mitmete geminiviiruste poolt kodeeritud NSP-valgud seonduvad tuumaümbrises lokaliseeruva tsütoplasmaatilise GTP-aasiga. Sellel interaktsioonil võib olla funktsioon ssDNA-NSP kompleksi transpordil tsütoplasmast tuuma, näiteks uues rakus, kuhu transpordikompleks sisenes. NSP võib olla ka geminiviiruse avirulentsuse determinandiks. Sellisel juhul seondub NSP membraaniseoseliste proteiinkinaasidega, mis on haaratud mitmetesse signaaliülekande radadesse.

			MP-valk (movement protein) on kahekomponendilistel begomoviirustel kodeeritud DNA B poolt; ühekomponendilistel viirustel täidab MP funktsioone V2-valk (vt eespool). MP-valk sisaldab pilootdomeeni ning ankrudomeeni, millede roll seisneb MP-valgu raku perifeeriasse suunamises. Lisaks on MP-valgul ka NSP-seondumise domeen ja oligomerisatsiooni domeen.

			 

			Infektsioonitsükkel

			Geminiviiruste vektorputukad on floeemitoidulised. Seetõttu satuvad virionid koos putuka süljega otse floeemi, mis võimaldab viirusel taimes (lehed, varred, juured, õied, viljad) kiiresti laiali liikuda. Floeemi sõeltorurakkudest peab viirus paljunemiseks liikuma rakutuuma sisaldavatesse floeemi kaasrakkudesse või floeemi parenhüümirakkudesse.

			 

			Genoomi replikatsioon ja transkriptsioon

			Taimerakku jõudnuna vabaneb virionist viiruse ssDNA genoom. Genoom liigub rakutuuma, kus peremehe DNA polümeraaside poolt sünteesitakse komplementaarne DNA-ahel. Moodustunud dsDNA-molekul seondub 11–13 histoonimolekuliga, nii et promootorite alad IR-s jäävad vabaks. Moodustub nukleosoomidega kaetud transkriptsiooniliselt aktiivne minikromosoom (Joonis 265). Saadud dsDNA on matriitsiks peremehe RNA polümeraas II-le. Transkriptsioon on kahesuunaline (bipolaarne) (Joonis 264). Geminiviiruste promootorites kasutatakse klassikalisi eukarüootseid kontrollelemente nagu TATA- ja CAAT-boksid, ka polüadenüülimissignaalid sarnanevad raku omadega. Mastreviirused kasutavad Rep-valkude (ja mõnel juhul ka V2-valgu) ekspressiooniks alternatiivset splaissingut, teistesse perekondadesse kuuluvad geminiviirused splaissingut ei kasuta. Promootorite aktiivsuseid reguleerivad nii viiruse enda valgud kui ka peremehe transkriptsioonifaktorid. Näiteks aktiveerib mastreviiruste RepA- valk virioni polaarsusega transkriptide tootmist ja sama teeb ka kahekomponendiliste begomoviiruste AC2- (TrAP-) valk. Begamoviiruste Rep-valk surub maha komplementaarse ahela geenide (AC1-AC4) transkriptsiooni. Seetõttu on geminiviiruste geeniekspressioonil ka teatud ajaline regulatsioon. Komplementaarses ahelas paiknevad geenid ekspresseeritakse mõnevõrra varem, mõnel viirusel kaks tundi pärast infektsiooni algust. Virioni polaarsusega ahelas paiknevad geenid ekspresseeruvad hiljem, alatest 6. tunnist pärast infektsiooni algust.

			Rep- (või RepA-) valgu interaktsioon taime RBR-valguga (loomse tuumor-supressorvalgu pRb analoog) põhjustab rakutsükli liikumise viiruse DNA paljundamiseks sobilikku S-faasi. Arvatakse, et RepA seondumine lõhub RBR-E2F-kompleksi, kaasa tuues E2F-faktorite vabanemise, mis soodustab üleminekut rakutsükli S-faasi. Mastreviiruse RepA-valgus paiknev LXCXE motiiv on sarnane SV40 L-TAG-, HPV E7- ja adenoviiruse E1A-valkudes paiknevate motiividega ja on oluline peremehe RBR-valkude sidumisel. Begomo- ja curtoviiruste Rep-valgul see motiiv puudub. Sellele vaatamata seovad ka nende viiruste kodeeritud Rep-valgud raku RBR-valku, seda ilmselt neile ainuomaste motiivide vahendusel. Mutatsioonid RepA- ja/või Rep-valgu RBR-valku seondavates motiivides toovad kaasa viiruse DNA sünteesi vähenemise. Lisaks Rep-valgule seondub RBR-valguga ka REn. REn-valgu puhul on näidatud, et viiruse paljunemist soodustab ka selle valgu interaktsioon raku transkriptsioonifaktoriga NAC1.

			Geminiviirusega nakatunud peremeestaimede transkriptoomi profileerimine on näidanud rakutsükli S/G2-faasiks vajalike valkude tootmise aktiveerimist ning M/G1-faasiks vajalike geenide transkriptsiooni mahasurumist. Enamikule geminiviiruste infektsioonidele on omane rakkude liikumine endotsüklisse (G- ja S-faasi vaheldumine, mille käigus rakud enam ei jagune). Mõned geminiviirused aga põhjustavad hoopis raku liikumise mitootilisse tsüklisse. Mitoosi siiski enamasti ei toimu, sest viirus peatab selle profaasi saabudes. Eelkõige sõltub rakutsükli aktiveerimine muutusest tsükliinide ja tsüklini-sõltuvate kinaaside ekspressioonitasemetes. Osaliselt vastuolulised andmed on seletatavad sellega, et erinevad geminiviiruse nakatatud koetüübid võivad isegi samas lehes käituda erinevalt.
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			Joonis 265. Geminiviiruste infektsioonitsükkel. Viirus siseneb rakku vektori tekitatud vigastuste kaudu. Genoom vabaneb ja transporditakse raku tuuma, kus moodustub dsDNA. dsDNA matriitsil toimub viiruse mRNA-de süntees, nendelt transleeritakse viirusevalgud. Rep-valk siseneb tuuma ja käivitab veereva rõnga mehhanismi abil toimuva genoomide sünteesi. Sünteesitud genoomid kas transporditakse tuumast tsütoplasmasse ja sealt plasmodesmide kaudu naaberrakkudesse või pakitakse virionidesse.

			 

			Geminiviiruste genoomide süntees (DNA replikatsioon) toimub veereva rõnga mehhanismi järgi, hilises infektsioonis kasutatakse ka rekombinatsioonist sõltuvat replikatsiooni initsieerimist. On näidatud, et nii Rep kui REn seonduvad prolifireeruva raku tuumaantigeeniga (PCNA), mille interaktsioonid DNA polümeraasidega on vajalikud korrektseks DNA replikatsiooniks ja reparatsiooniks. Geminiviiruste Rep-valk seob ka homoloogses rekombinatsioonis osalevaid RAD51- ja RAD54-valke. Arvatakse, et just need Rep-valgu interaktsioonid tagavad veereva rõnga mehhanismi järgi toimuva replikatsiooni ja rekombinatsioonist sõltuva replikatsiooni vahelise tasakaalu. On teada veel mitmeid teisi Rep-valgu interaktsioonipartnereid. Näiteks interakteerub Rep-valk histoon H3 valguga; see interaktsioon võib olla vajalik nukleosoomide eemaldamiseks viiruse DNA-lt. Samuti seondub Rep-valk minikromosoomi korrashoiuks vajaliku valguga MCM2. Peale Rep-valgu on kõik geminiviiruste DNA replikatsioonis osalevad valgud raku päritolu.

			Geminiviiruste veereva rõnga mehhanismi järgi toimuva genoomse DNA replikatsiooni skeem on väga sarnane teiste tsirkulaarse ssDNA-genoomiga viiruste (micro-, ino-, nano- circo- ja anelloviirused) replikatsiooni skeemiga. 

			-Kõigepealt seondub Rep-valk dsDNA positiivse ahela ori-lõigus paiknevatele seondumissaitidele (iteronid); see sidumine mõjutab lisaks DNA replikatsioonile ka viiruse geeniekspressiooni.

			-Replikatsiooni initsieerimiseks lõikab Rep-valk dsDNA-s paiknevat konservatiivset 9-nukleotiidilist motiivi 7. ja 8. nukleotiidi vahelt; selle lõikamise tagajärjel kinnitub Rep-valk fosfodiestersidemega moodustunud DNA 5’-otsale. 

			-Vabanenud 3’-hüdroksüülgrupp toimib praimerina, mida pikendab raku DNA polümeraas. 

			-Süntees kulgeb vanemahela väljatõrjumisega ja kestab senikaua, kuni replikatsioonikompleks jõuab taas ori-lõigule. Seejärel teostab Rep väljatõrjutud ssDNA tsirkulariseerimise, mille tulemusena moodustub uus genoom, ja taastoodab replitseeruva DNA molekuli.

			Varases infektsioonis siseneb enamik sünteesitud ssDNA-sid taas replikatsiooniprotsessi, s.t toimub teise ahela süntees ja uue dsDNA moodustumine. Selle tulemusena suureneb replikatsioonis ja ka geeniekspressioonis osalevate dsDNA molekulide arv. Hilisemas faasis kasutatakse sünteesitud ssDNA-sid peamiselt uute virionide kokkupanekuks ja infektsiooni levimiseks naaberrakkudesse (Joonis 265). 

			 

			Geminiviiruste transport rakus ja taimes

			Taimeviiruse transport on aktiivne protsess. Seetõttu on edukaks transpordiks vaja viirusvalkude interaktsioone paljude erinevate rakuliste partneritega. Enamasti on nendeks valgud, mille ülesanne rakus on tavaliselt seotud organismiomaste valkude transpordiga ning selleks vajamineva energia ülekannetega. Erinevalt enamikust RNA-genoomiga viirustest tuleb geminiviirustel ühest rakust teise liikumiseks läbida kaks barjääri:

			1.Tuumapoorikompleks tuumast tsütoplasmasse liikumiseks. Tuumapoorikompleksi „vaba“ (difusiooni korras läbitav) läbimõõt on viirusosakese või valk-ssDNA-kompleksi läbimõõdust oluliselt väiksem. Seetõttu toimub tuumapoorikompleksi läbimine raku importiinide või karüoferiinide osalusel. 

			2.Kahte kõrvuti asetsevat taimerakku ühendav kanal ehk plasmodesm ühest rakust teise liikumiseks. Viiruse liikumise taimes võib mõtteliselt samuti jagada kaheks: 

			•lühimaatransport algsest viiruse poolt edukalt nakatatud rakust kõrvalasetsevasse rakku (rakust rakku transport);

			•pikamaatransport kaugematesse taimeosadesse läbi taime juhtkudede (kaugtransport).

			Kahekomponendilistel geminiviirustel täidavad transpordifunktsioone tuumatranspordi eest vastutav NSP ning rakkust rakku liikumise ja kaugtranspordi eest vastutav MP. NSP ja MP koostöö kohta on käibel kaks mudelit:

			-„uisupaar“- (ingl couple-skaiting) mudeli kohaselt toimivad ssDNA-ga seondunud NSP ja MP koostööpartneritena, moodustades kompleksi, mis aitab DNA-l plasmodesmi läbida. Tänu MP lokalisatsioonile plasmamembraani tsütoplasmapoolsel küljel toimub selle kompleksi transport järgmisse rakku piki plasmamembraani. Sõltuvalt viiruse liigist on võimalik ka ssDNA-NSP-MP-d sisaldavate ER-päritolu mikrosoomsete vesiikulite teke, see võimaldab kasutada plasmodesmide läbimiseks ER-võrgustikku. 

			-Teatejooksumudeli (ingl relay race) kohaselt on rakust rakku liikumisel aktiivne roll vaid MP-valgul; NSP-valk hoolitseb ainult tuumatranspordi eest.

			Et kahekomponendiliste begamoviiruste kattevalk ei ole transpordiks vajalik, siis arvatakse, et nende viiruste puhul ei ole liikumine taimes seotud virionide moodustumisega. Ühekomponendilistel geminiviirustel on transpordivalgu rollis CP, mida abistab V2-valk. Seetõttu on võimalik, et transport toimub virionide kujul. Mõlema viiruserühma puhul on partiklite moodustumine vajalik vektorülekandeks.

			Lühimaatransport. Viirusega nakatatud rakkude arv võib suureneda rakkude loomuliku jagunemise tagajärjel. Näiteks jagunevad protofloeemirakud kiiresti. Lisaks kasutavad viirused liikumist läbi plasmodesmide. Passiivselt suudavad plasmodesme läbida vaid üsna väikesed, kuni 1 kDa suurused peptiidid. Seetõttu on vajalik aktiivne plasmodesmi läbimine, mille käigus rakulistest ja viirusvalkudest koosnev kompleks modifitseerib plasmodesmi läbilaskevõimet. Selline omadus pole viiruste ja nende kodeeritud valkude puhul unikaalne: ka mitmete rakuliste valkude puhul on näidatud, et need suudavad plasmodesmide läbimiseks viimaseid ajutiselt modifitseerida. Naaberrakkude-vaheliseks liikumiseks peavad toimuma viiruse transpordivalkude interaktsioonid kas raku tsütoskeleti või/ja endomembraanse süsteemiga. Need süsteemid moodustavad võrgustiku, mis on kõrvuti asetsevates rakkudes plasmodesmide kaudu üksteisega ühendatud. Erinevad geminiviiruste liigid kasutavad transpordiks erinevaid võrgustikke. Rakustruktuuridest on geminiviiruste transpordivalkudega seotud ka plastiidid, milles infektsiooni tagajärjel tekivad väljasopistused – stroomulid. On näidatud, et Abutilon mosaic virus’e MP-valk interakteerib šaperonvalguga HSC70-1, mis indutseerib infektsiooni korral stroomulite võrgustiku tekke. Seetõttu arvatakse, et viiruse rakusiseses ja rakkudevahelises liikumises võib oma roll olla ka stroomulite võrgustikul. 

			Kaugtransport. Geminiviirused kuuluvad enamasti floeemiga rangelt piiritletud taimeviiruste hulka. Siia gruppi kuuluvad ühekomponendilised begomoviirused (nt Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), kuid ka kahekomponendilised begomoviirused (nt Squash leaf curl virus), samuti curtoviirus Beet curly top virus (BCTV). Floeemiga assotsieerunud geminiviiruste, mis suudavad nakatada ka muid rakke, hulka kuuluvad mõned kahekomponendilised begomoviirused, näiteks Bean dwarf mosaic virus (BDMV). Rangelt floeemiga piiritletud viiruste kaugtransport erineb pisut floeemiga assotsieerunud geminiviiruste kaugtranspordist.

			-Floeemiga assotsieerunud geminiviirused liiguvad DNA-valk kompleksina ja taimesiseseks liikumiseks CP-valku otseselt ei vaja. Floeemiga assotsieerunud geminiviirused suudavad floeemist väljuda ning läbida täiendavad kaks barjääri: esiteks floeemi ja seda ümbritsevate kimbutuperakkude vahel ning, teiseks, kimbutuperakkude ja mesofülli vahel. 

			-Floeemiga piiritletud geminiviirused liiguvad ilmselt nii virionidena kui DNA-valgu kompleksina. Floeemist nad ei välju.

			Kaugtranspordiks tuleb geminiviirustel läbida plasmodesmiühendused floeemi parenhüümiraku ja floeemi kaasraku vahel ning floeemi kaasraku ja sõeltoruraku vahel. Hiljem on sõeltorurakust väljumiseks vajalik seda teha ka vastupidises suunas. Plasmodesmid nende rakkude vahel võivad oma koostiselt ja arhitektuurilt erineda, mis tähendab, et iga sellise ühenduse läbimine on potentsiaalne barjäär. Jõudnud sõeltorurakke läbivasse floeemivoolu, levib viirus taimes üheaegselt kahes suunas – internaalset floeemivoolu mööda üles ja eksternaalset floeemivoolu mööda alla.

			 

			Geminiviiruste vektorülekanne 

			Begomoviiruste põhiline vektor, Bemisia tabaci, kujutab endast gruppi geneetiliselt lähedalt seotud liike, mis on välja kujunenud erinevates geograafilistes kohtades erisuguste kliimatingimuste mõjul. Maailmas enim levinud on B- (MEAM) ja Q- (MED) biotüübid, mis on ka edukaimad geminiviiruste vektorid:

			-B-biotüüp on kohanenud toituma kuivas kliimas niisutussüsteemide abil kasvatatavatel köögiviljadel ning ta on võimeline üle kandma nii Uue kui Vana Maailma geminiviiruseid. 

			-Q-biotüüp on enim levinud kasvuhoonetes ja tuntud kiire resistentsuse poolest insektitsiidide suhtes.

			Vektori organismi satuvad geminiviiruse virionid putuka floeemist toitumise käigus. Efektiivseks liikumiseks läbi putuka seedekulgla on vaja, et viiruse genoomne DNA oleks kapsiidi poolt kaitstud. Ülekanne on tsirkulatiivne, kuid mitte replikatiivne: virionid liiguvad nakatunud taimel toitunud putuka kesksoole epiteelist hemotsööli vahendusel süljenäärmetesse ja sealt uude taime ilma siirutaja organismis paljunemata. Kuigi geminiviirused ei paljune oma vektoris, muudavad nad tema ainevahetust ning mõjuvad putuka elulemusele negatiivselt. Bemisia tabaci transkriptoomi analüüsid näitavad viiruse omastanud putukates immuunvastuse ja autofaagiaga seotud geenide ekspressioonitaseme tõusu. Samuti on täheldatud HSP-valkude, mis on valkude kvaliteedi kontrolliga seotud šaperonid, ekspressiooni tõusu. On leitud, et viiruse ülekandeks on olulised ka vektorputuka endosümbiootilisete bakterite poolt toodavad groELi sarnased šaperonid, mis akumuleeruvad putuka hemotsöölis. Interaktsioonid groELi sarnaste šaperonide ja vektori poolt toodetud HSP16-valguga stabiliseerivad geminiviiruste virione. Struktuuri analüüsil on leitud, et putukülekandel osalevad järjestuselemendid paiknevad geminiviiruste CP-desse kuuluvate beetalehtede vahelistes silmustes. Šaperonide ja virionide moodustatud kompleksid agregeeruvad ja on niiviisi mingil määral degradatsiooniprotsesside (nt autofaagia) eest kaitstud. 

			 

			Geminiviiruste evolutsioon

			Geminiviiruseid iseloomustab suur mutatsioonide sagedus. Keskmiselt toimub 3–5 × 10−4 mutatsiooni nukleotiidi positsiooni kohta aastas; selle näitaja poolest sarnanevad geminiviirused RNA-genoomiga taimeviirustega. Peale mutatsioonide on geminiviiruste evolutsiooni mõjutavad põhitegurid veel rekombinatsioonid ja kahekomponendiliste viiruste puhul ka genoomi komponentide vahetamine.

			Kust, millal ja kuidas geminiviirusted tekkisid? Nagu ka teiste viiruste puhul pole nendele küsimustele ühest vastust. Geminiviiruste Rep-valkude fülogeneetilise analüüsi abil on leitud, et neil on ühine eellane fütoplasmade Rep-valkudega. Seetõttu on püstitatud hüpotees, et geminiviiruste eellane oli fütoplasmasarnane plasmiid, mis omastas mingile viirusele kuuluva kattevalku kodeeriva geeni. Alternatiivse hüpoteesi kohaselt pärinevad geminiviirused seni tundmatutest ssDNA-genoomiga eellasviirustest, mis on kattevalku kodeeriva geeni omastanud teistelt DNA-või RNA-viirustelt horisontaalse geeniülekande käigus. 

			Geminiviiruste kodeeritud kattevalkude järjestuste võrdlus teiste viiruste kattevalkude järjestustega näitab, et geminiviiruste kattevalk moodustab omaette evolutsioonilise liini. Geminiviiruste kapsiidi 3D-mudelitest (head kristallstruktuuri neile paraku veel pole) nähtub, et nende kattevalgul on sarnaselt ikosaeedriliste ssRNA-viiruste kapsiidivalkudega jelly-roll-struktuuri. Kahekomponendiliste geminiviiruste DNA B arvatakse olevat tekkinud satelliit-DNA-st, mis on evolutsiooni käigus muutunud genoomi oluliseks osaks. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millistesse rühmadesse geminiviirused jagunevad ja milline on nende viiruste majanduslik tähtsus?

			2.Milline on geminiviiruste virionide ja genoomide ehitus ning millised on nende poolt kodeeritud valgud?

			3.Mille poolest erinevad teineteisest begamo- ja mastreviirused?

			4.Kuidas toimub geminiviiruste geeniekspressioon ja DNA replikatsioon?

			5.Kuidas ja miks mõjutavad geminiviirused oma peremeestaime?

			6.Kuidas toimub geminiviiruste transport ja vektorlevik?

			 

		

	
		
			II.35. NANO- ja BABUVIIRUSED: SUGUKOND NANOVIRIDAE

			Merike Sõmera

			Kokkuvõte

			Nanoviridae sugukonda kuuluvad multikomponendilise ssDNA genoomi ja ikosaeedriliste (T = 1) virionidega taimeviirused. Nanoviirused on mitmete oluliste liblikõieliste kultuurtaimede haiguste põhjustajateks; Banana bunchy top virus on aga tähtsaim banaanisaagi kahjustaja maailmas. Evolutsiooniliselt on sugukonda Nanoviridae kuuluvad viirused suguluses taimede gemini- ja loomade tsirko- ja anelloviirustega. Genoom koosneb paljudest umbes 1 kb pikkustest tsirkulaarsetest ssDNA segmentidest. Perekonna Nanovirus esindajatel on kaheksa ja perekonna Babuvirus esindajatel kuus genoomi segmenti. Transkriptsioon on unipolaarne ja enamik segmente kodeerib vaid ühte valku. Nagu geminiviirustelgi, sisaldavad ka nanoviiruste DNA molekulide mittekodeerivad alad konserveerunud 9-nukleotiidset järjestust, mida lõikab viiruse Rep-valk, käivitades sellega veereva rõnga mehhanismi abil toimuva genoomi replikatsiooni. Genoomi replikatsioon toimub floeemirakkudes rakutsükli S-faasis. Kõik genoomi segmendid pakitakse 17–20-nm läbimõõduga virionidesse nii, et igas partiklis on üks ssDNA molekul. Nano- ja babuviirused ei levi mehaanilisel teel ega seemnetega. Siirutajateks on peamiselt lehetäid ja ülekanne on tsirkulatiivne.

			 

			Süstemaatika

			Sugukond Nanoviridae kuulub seltsi Mulpavirales mis kuulub klassi Arfiviricetes. Sellesse klassi kuuluvad ka loomade tsirkoviirused (ptk II.36), sugulus taimi nakatavate geminiviirustega piirdub hõimkonna tasemega (Cressdnaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria). Võrreldes geminiviirustega (ptk II.34) on sugukond Nanoviridae praegu veel vähearvukas ja tema esindajaid on oluliselt vähem uuritud. Sugukonda kuulub vaid 2 viiruste perekonda.

			-Perekond Nanovirus, 8 liiki, tüüpesindaja Subterranean clover stunt virus (SCSV). Nanoviirused nakatavad liblikõieliste sugukonda kuuluvaid kaheidulehelisi taimi. Siirutajateks on mitmed liblikõielistel toituva lehetäi liigid.

			-Perekond Babuvirus, 3 liiki, tüüpesindaja Banana bunchy top virus (BBTV). Babuviirused nakatavad üheidulehelisi taimi banaaniliste või ingveriliste sugukondadest. Siirutajaks on lehetäid. Must banaanilehetäi (Pentalonia nigronervosa) on võimeline üle kandma kõiki kolme tuntud babuviiruse liiki. Laboritingimustes on BBTV siirutamisvõimet näidanud ka Pentalonia caladii.

			Sugukonda Nanoviridae kuuluvad viirused on levinud peamiselt troopilises ja subtroopilises kliimavöötmes Aafrikas, Aasias ja Austraalias, kuid mitte Lõuna-Ameerikas. Leiud Euroopast on hetkel pigem erandlikud: Hispaaniast on leitud Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV), mis on levinud ka sarnastes kliimaatingimustes Põhja-Aafrikas ja Lähis-Idas. Ainsaks teadaolevaks parasvöötmele iseloomulikuks liigiks võib pidada viimastel aastatel mitmelt poolt Kesk-Euroopast (Saksamaalt, Austriast ja Hollandist) leitud Pea necrotic yellow dwarf virus’t (PNYDV). PNYDV nakatab hernest, läätse, põlduba ja suvivikki, põhjustades lehtede rullumist ja kolletumist ning taimede kääbuskasvu (Joonis 266). PNYDV vektoriks on herne-lehetäi Acyrthosiphon pisum, kes on levinud ka Eestis. Tõenäoliselt leidub Euroopas nanoviiruseid rohkem, kui seda on siiani arvatud. Uued ja praegu veel ametlikult tunnustamata nanoviiruste liigid on Black medic leaf roll virus (BMLRV) ja Pea yellow stunt virus (PYSV).
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			Joonis 266. PNYDV sümptomid hernel: vasakul terve hernetaim, paremal PNYDV poolt nakatatud hernetaim. Foto pärineb Gaafar et al., 2017. New Disease Reports. https://doi.org/10.5197/j.2044-0588.2017.035.023.

			 

			Babuviirustest on laialdaselt levinud vaid BBTV, mis nakatab mitmeid banaaniliike ja on üks olulisemaid banaanikasvatuse ohustajaid maailmas. Tegemist on karantiinpatogeeniga, mida IUCN on arvanud maailma 100 invasiivseima võõrliigi hulka. Esimene BBTV-infektsiooni kirjeldus pärineb aastast 1879 Fiji saartelt, mida peetakse ka BBTV päritolupaigaks. BBTV-ga nakatunud banaanitaimed on tüüpiliselt kasvus kängunud: lehed on kitsamad ja lühemad, kolletava servaga ning rabedad, lehevars on tavalisest lühem ning seetõttu moodustab taime tipp püstise puhma (Joonis 267). Samuti on lehtedel näha träpse ja triipe, mis moodustavad punkt-triip-mustreid, mida kutsutakse ka BBTV morsekoodi-sümptomiteks. Esimesed BBTV-sümptomid avalduvad 3 nädalat pärast taime viirusega nakatumist; enamasti ei ole nakatunud taimed saagikad või nende viljad on moondunud kujuga. Ülejäänud kahe babuviiruse esmaleiud jäävad viimase kümne aasta sisse ja arvatavasti on need viirused vähemalt praegu veel endeemilised:

			-kardemoni nakatavat Cardamon bunchy top virus’t (CBTV) on leitud Himaalaja kirdepoolsest eelmäestikust Indias, kus seda peetakse kardemonikasvatusele suureks riskiks;

			-tekstiilitööstuses kasutatavat kiudbanaani nakatav Abaca bunchy top virus (ABTV) leidub Filipiinidel. 
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			Joonis 267. BBTV-infektsiooniga banaanitaimed (http://www.musarama.org/en/image/bunchy-top-advanced-symptoms-82.html).

			 

			Nanoviridae sugukonda kuuluv perekondadesse klassifitseerimata Coconut foliar decay virus (CFDV) on erandlik selle poolest, et selle viiruse vektoriks ei ole lehetäi, vaid hoopis kiiltirtlane Myndus taffini. Seda viirust on seni leitud vaid Vanuatu saarel, kus ta kahjustab sissetoodud kookospalmisorte (Joonis 268). Neile sortidele on CFDV väga patogeenne ja nakatunud taimed surevad 1–2 aastat pärast sümptomite ilmnemist. Kohalik vähemsaagikas kookospalmisort „Vanuatu Tall“ on CFDV-infektsiooni suhtes resistentne. 
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			Joonis 268. CFDV-infektsiooni sümptomitega kookospalmid istanduses (https://www.pestnet.org/fact_sheets/coconut_foliar_decay_231.htm).

			 

			Virion, genoom ja viiruse kodeeritud valgud

			Nanoviirustel on lihtsad T = 1 sümmeetriaga ikosaeedrilised virionid (Joonis 269), mille läbimõõt on 17–20 nm. Tegemist on multikomponendiliste viirustega: iga genoomi komponent (ssDNA molekul) pakitakse eraldi virioni. BBTV puhul pakitakse koos genoomse ssDNA-ga virioni ka genoomile seondunud DNA praimer, mida uude rakku sattudes kasutatakse komplementaarse DNA-ahela sünteesi initsieerimiseks. Seega on praimer funktsionaalselt sarnane mastreviiruste SIR-regioonile kinnitunud praimeriga.
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			Joonis 269. Nanoviiruse virioni komponendi ehituse skeem. Terviklik viirus koosneb vähemalt kuuest partiklist, mis sisaldavad kokku kõiki genoomi komponente.

			 

			Üldjuhul on nano- ja babuviiruste genoomse DNA komponendid monotsistroonsed ehk siis iga segment sisaldab vaid ühte avatud lugemisraami, mis kodeerib ühte valku (Joonis 270). Sellest tulenevalt on kõikide genoomi komponentide transkriptsioon monopolaarne (ehk ühesuunaline). Iga genoomi komponenid valku-kodeerival regioonil on TATA-elemendiga promootor ja polü(A) signaal. Igas komponendis on kaks äärmiselt konserveerunud mittekodeerivat ala (ingl common region). Ühes nendest asub tüvi-aas- (ingl stem-loop-) struktuur, mille silmuses paikneb Rep-valgu poolt äratuntav 9-nukleotiidiline järjestus. See järjestus (BBTV puhul 5’-TATTATTAC-3’) on väga sarnane geminiviiruste vastava konsensusega, erinedes sellest vaid ühe nukleotiidi poolest.

			Nanoviirustel on 8 genoomi komponenti (Joonis 270), babuviirustel on 6 genoomi komponenti. Neist viis – DNA-R, DNA-S, DNA-C, DNA-M ja DNA-N – on mõlemasse perekonda kuuluvatel viirustel. Nanoviiruste genoomi unikaalsed komponendid on DNA-U1, DNA-U2 ja DNA-U4; babuviirustel DNA-U3. Genoomi komponentide nimetused on tuletatud nende poolt kodeeritud valkude funktsioonidest:

			-DNA-R kodeerib Rep-valku; 

			-DNA-S kodeerib viiruse kattevalku (ingl shell ehk kest); 

			-DNA-C kodeerib Clink-valku (ingl cell cycle link); 

			-DNA-M kodeerib transpordivalku MP (ingl movement protein); 

			-DNA-N kodeerib tuumatranspordivalku NSP (ingl nuclear shuttle protein). 

			DNA-U komponendid kodeerivad tundmatu funktsiooniga valke. On võimalik, et nano- ja babuviirustel on ka muid (seni leidmata) genoomi komponente.

			Rep-valk. Nagu geminiviirustelgi, on igal nano- ja babuviirusel Rep-valk, kuid erinevalt geminiviirustest kodeerivad nanoviirustel Rep-valke ka nende viirustega kaasnevad satelliitsed komponendid. Satelliitsete komponentide, mis ei kuulu genoomi komponentide hulka, poolt kodeeritud Rep-valgud erinevad üksteist järjestuste (sarnasus alla 40%) ja funktsioonide poolest. Vaid üks, nn Master-Rep (M-Rep), on võimeline initsieerima ka mitte-Rep-genoomi segmentide replikatsiooni. Seega kujutab vaid M-Rep-valku kodeeriv komponent endast viiruse genoomi integraalset koostisosa. Satelliit DNA-delt kodeeritud Rep-valke tähistatakse Rep (või para-Rep) ja need suudavad algatada vaid oma segmendi replikatsiooni. Seetõttu neid viiruse genoomi osadeks ei loeta.
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			Joonis 270. Nanoviiruse genoomi organisatsioon. Märgitud on genoomi komponentides paiknevad lugemisraamid ja nende poolt kodeeritud valgud. Tumesinisega on märgitud peamine ja rohelisega täiendav ühine (järjestuselt identne) regioon. Transkriptsiooniks kasutatav promootor on tähistatud punase ja terminaator oranži värviga. 

			 

			M-Rep-valgul on tuumalokalisatsiooni signaal ja katseliselt on näidatud, et see valk lokaliseerubki nakatatud raku tuumas. Lokalisatsiooni tuumas võib eeldada ka tema funktsiooni tõttu: sarnaselt geminiviiruste Rep-valguga M-Rep oligomeriseerub ning tal on ATPaasne aktiivsus. Lisaks sellele on näidatud, et PNYDV M-Rep seondub viiruse NSP- ja CP-valkudega; ka need interaktsioonid toimuvad rakutuumas. Võib oletada, et nende interaktsioonide põhjuseks võib olla DNA replikatsiooni regulatsioon. Selles osas toimib M-Rep sarnaselt geminiviiruste REn-valguga. Erinevalt geminiviirustest puudub nanoviiruste M-Rep-valgus peremehe RBR-valkudega seondumiseks vajalik (LxCxE) motiiv.

			CLINK-valk sisaldab RBR-valke siduvat LxCxE motiivi. See viitab CLINK-valgu rollile tagada rakutsükli liikumine S-faasi. Lisaks LxCxE motiivile on CLINKil ka N-otsa poolne F-box-järjestus, mis seondub rakutsükli S-faasis ekspresseeritava SKP1-valguga. Selle kompleksi sihtmärk ei ole veel selge.

			CP on vajalik virionide moodustamiseks. BBTV CP-d on leitud nii rakutuumas kui ka tsütoplasmas. Nagu ülal mainitud, seondub PNYDV CP M-Rep-valguga. 

			MP lokaliseerub nii BBTV kui ka FBNYV puhul raku perifeerias. Siiski pole see nii kõikide sugukonda kuuluvate viiruste puhul. Näiteks on PNYDV MP valgul transmembraanseid regioone ja peale raku perifeeria leidub teda ka rakutuuma ümbruses. PNYDV MP interakteerub iseendaga ja samuti tundmatu funktsiooniga U4-valguga. Selle interaktsiooni tulemusena muutub MP-valgu paiknemine rakus ja MP-U4-valkude moodustatud kompleks on detekteeritav nii tuuma välismembraanil, ER-is kui ka plasmodesmide vahetus läheduses. Selline paiknemine viitab selle kompleksi osalemisele ER-i vahendatud viiruse rakust rakku liikumises.

			NSP on üks enim konserveerunud nanoviiruste valke. BBTV ja PNYDV NSP-d on leitud nii rakutuumas kui tsütoplasmas. PNYDV NSP oligomeriseerub ja interakteerub raku stressigraanulite komponendi G3BP-ga, mis viitab NSP osalusele peremehe stressivastuse reguleerimisel. 

			U1-, U2-, U3- ja U4-valkude funktsioonid on teadmata. PNYDV U1 sisaldab võimalikku tuumalokalisatsioonisignaali ning tema C-terminaalse osa järjestus sarnaneb geminiviiruste REn-valgu omaga. Faba bean necrotic stunt virus’e (FBNSV) puhul on DNA-U4 komponent DNA-M suhtes tugevas ülekaalus. Seetõttu on oletatud, et FBNSV puhul võiks U4 olla peremehespetsiifiliselt vajalik transpordivalk.

			 

			Genoomi replikatsioon ja transkriptsioon

			Nano- ja babuviiruste vektorputukad on floeemitoidulised. Seega sattuvad virionid koos putuka süljega otse floeemi, mis võimaldab viirusel taimes kiiresti laiali liikuda. Floeemi sõeltorurakkudest peab viirus paljunemiseks liikuma rakutuuma sisaldavatesse floeemi kaasrakkudesse või floeemi parenhüümirakkudesse.

			Nanoviiruste DNA replikatsiooni mehhanismi on vähe uuritud, kuid kõigi eelduste kohaselt on see analoogne gemini- ja teiste tsirkulaarse ssDNA-genoomiga viiruste omaga. Rakku jõudnuna vabaneb virionist viiruse ssDNA-genoom, mis liigub rakutuuma. Tuumas sünteesitakse peremehe DNA polümeraasi poolt komplementaarne DNA-ahel. Moodustuvad dsDNA minikromosoomid on matriitsiks peremehe RNA polümeraas II-le. Erinevalt geminiviirustest on nanoviiruste transkriptsioon ühesuunaline ehk unipolaarne. Iga genoomi komponendi kodeerival regioonil on TATA-elemendiga promootor ja polü(A) signaali. Transkriptsiooni reguleerib M-Rep-valk; muud regulatsioonimehhanism(id), kui neid üldse on, ei ole teada. 

			Uute genoomide süntees vajab eelnevat viirusevalkude sünteesi ja toimub veereva rõnga mehhanismi järgi.

			-Kõigepealt seondub M-Rep-valk positiivse ahela ori-lõigus paiknevatele seondumissaitidele (iteronidele); see sidumine mõjutab lisaks replikatsioonile ka viiruse geeniekspressiooni.

			-Replikatsiooni initsieerimiseks lõikab M-Rep-valk dsDNA-s paiknevat konserveerunud 9-nukleotiidilist motiivi 7. ja 8. nukleotiidi vahelt. Selle lõikamise tagajärjel kinnitub M-Rep fosfodiestersidemega moodustunud DNA 5’-otsale. 

			-Vabanenud 3’-hüdroksüülgrupp toimib praimerina, mida pikendab raku DNA polümeraas. Nagu ka geminiviirustel on peale M-Rep-valgu kõik ülejäänud replikatsioonis osalevad valgud rakulist päritolu. 

			-DNA süntees kulgeb vanemahela väljatõrjumisega ja kestab senikaua, kuni replikatsioonikompleks jõuab taas ori-lõigule. Seejärel teostab M-Rep väljatõrjutud ssDNA tsirkulariseerimise, mille tulemusel moodustub uus genoom. Samuti taastoodab M-Rep replitseeruva DNA molekuli.

			Varases infektsioonis siseneb enamik moodustunud ssDNA-sid taas replikatsiooniprotsessi, s.t toimub teise ahela süntees. Nii suureneb replikatsioonis ja ka geeniekspressioonis osalevate dsDNA molekulide arv. Hilisemas infektsioonifaasis kasutatakse ssDNA-sid peamiselt uute virionide kokkupanekuks ja infektsiooni levimiseks naaberrakkudesse.

			 

			Nanoviiruse transport taimes

			Taimeviiruse transport on aktiivne protsess. Sarnaselt geminiviirustega tuleb ka nanoviirustel ühest rakust teise liikumiseks läbida kõigepealt tuumapoorikompleks; see protsess toimub raku importiinide või karüoferiinide osalusel. Järgnevalt on vaja läbida kahte kõrvuti asetsevat taimerakku ühendav kanal ehk plasmodesm. Sellisel viisil liigub viirus edukalt nakatatud rakust kõrval asetsevasse nakatamata rakku (lähitransport). Kaugtransport kaugematesse taimeosadesse toimub juhtkudede kaudu. Eksperimendid FBNSV-ga näitavad, et liikumiseks taimes vajab see viirus kattevalku. Seetõttu arvatakse, et FBNSV ja teiste nanoviiruste kaugtransport toimub virionide kujul. 

			Erinevaid genoomikomponente sisaldavaid partikleid ei ole nakatunud taimes sugugi ühepalju ning ka viiruse partiklite profiil konkreetsetes peremeestes erineb. Seetõttu arvatakse, et nanoviirused suudavad oma erinevate genoomi komponentide koopiaarvu vastavalt vajadusele reguleerida. Et erinevad genoomikomponendid kodeerivad erinevate funktsiooniga valke, siis sõltuvalt ühe või teise komponendi koopiaarvust ja ekspressioonist muutub ka viirusinfektsiooni mõju taime metabolismile ning selle väljendumine taimehaigusena (kloroos, kääbuskasv jms). Huvitav on märkida, et DNA-R-i, -S-i, -C ja –M-i osakaal kogu viiruse DNA hulgas on suhteliselt madal, kuid just nende komponentide poolt kodeeritud valgud on edukaks infektsiooniks eriti vajalikud.

			 

			Vektorülekanne

			Nano- ja babuviiruste ülekanne ühest taimest teise toimub lehetäide vahendusel. Vektorülekanne on kõigi eelduste kohaselt tsirkulatiivne ja mittereplikatiivne. Viirus siseneb vektororganismi seedesüsteemi kaudu, läbib ilma paljunemiseta mitmed rakulised barjäärid, kuni jõuab hemolümfi vahendusel lehetäi süljenäärmetesse ning sealtkaudu uutesse peremeestaimedesse. BBTV puhul on näidatud, et vektorülekande edukust mõjutavad nii keskkonnategurid (temperatuur) kui ka mitmesugused bioloogilised faktorid, nagu lehetäi kasvustaadium ja ühel taimel toitumise kestus.

			Huvitaval kombel näitavad katsed FBNSV ja selle vektoriteks olevate kolme lehetäiliigiga, et ka vektororganismi läbimise käigus muutub erinevaid genoomikomponente sisaldavate partiklite osakaal:

			-komponentide DNA-C, -M ja -U4 suhteline arvukus vektorülekande käigus ei muutu.

			-komponentide DNA-N, -R, -S, -U1 ja -U2 arvukus muutub, võrreldes peremeestaimes sisalduvaga, märkimisväärselt.

			 Mis on selle muutuse põhjuseks, pole teada. Eeldatavalt toimub selline regulatsioon lehetäi seedesüsteemi tasemel, sest erinevate komponentide vahekord putuka kesksooles ja süljenäärmetes on sarnane.

			 

			Evolutsioon

			Nanoviiruseid iseloomustab DNA-genoomiga viiruste kohta erakordselt suur mutatsioonide sagedus: keskmiselt tekib 1,78 × 10−3 mutatsiooni nukleotiidi positsiooni kohta aastas. Lisaks sellele on nano- ja babuviirustele omane liigisisene ja liikidevaheline geneetilise materjali vahetus (rekombinatsioon) ja genoomikomponentide vahetus (ümbersorteerimine). Need mehhanismid tagavad nanoviiruste kiire kohanemise uute peremeesliikidega. Ühtlasi on need ka põhjuseks, miks resistentsus nano- ja babuviiruste suhtes on raskesti saavutatav. Siiski, laboratoorsed katsed BBTV-ga näitavad, et BBTV-vastast kunstlikku viirusresistentsust on võimalik tekitada geenivaigistamise protsessi indutseerides.

			BBTV erinevate isolaatide poolt kodeeritud M-Rep- ja CP-järjestuste analüüs on võimaldanud rekonstrueerida BBTV fülogeneetilise puu. See näitab, et BBTV evolutsiooniliseks vanuseks võiks olla umbes 1000 aastat ning et see viirus tekkis Kagu-Aasias. Hetkeseisuga on BBTV evolutsiooni „kuumad kohad“ Kagu-Aasia, Lähis-Ida ja India; ülejäänud paikades on introduktsioonid harvemad ja sealt leitav viirus ei näita üles sellist mitmekesisust kui eespool loetletud regioonidest pärinev viirus. 

			Viirusgenoomide võrdlemine ja erinevate viiruste sugukondadevaheliste evolutsiooniliste seoste otsimine on päevavalgele toonud üllatava sarnasuse nanoviiruste ja selgroogseid loomi nakatavate ssDNA genoomsete tsirkoviiruste ja RNA genoomsete kalitsiviiruste vahel. Eeldatavasti pärinevad tsirkoviirused Nanoviridae sugukonda kuulunud viirusest, mis on edukalt rekombineerunud kalitsiviirusega. Selline hüpoteetiline rekombinatsioon on võimalik vaid kolmanda osalise, retroviiruse või retrotransposooni kui pöördtranskriptaasi allika osalusel. Selliste sündmuste asetleidmise tõenäosus tundub küll ülimalt väikesena, kuid, nagu on kirjeldatud õpiku sissejuhatavas osas, on viiruste maailmas sageli võimalikud ka väga vähetõenäolised sündmused.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on nano- ja babuviiruste virionide ja genoomide ehitus ning milliseid valke nad kodeerivad?

			2.Kuidas ja miks mõjutavad nano- ja babuviirused oma peremeestaime ning milline on nende viiruste majanduslik tähtsus?

			3.Kuidas toimub nano- ja babuviiruste transport taimes ja vektorülekanne? 

		

	
		
			II.36. SUGUKONNAD CIRCOVIRIDAE JA ANELLOVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte 

			Sugukondadesse Circoviridae ja Anelloviridae kuuluvad viirused nakatavad selgrootuid ja selgroogseid loomi, teada on ka mitmed inimesi nakatavad viirused. Mõlemad sugukonnad on suured, teadaolevate liikide arv kasvab kiiresti. Paljud nendest viirustest on väga laialt levinud. Siiski pole neil teadaolevat meditsiinilist tähtsust, samas on arvestatav tähtsus põllumajandusele. Kõikide nende viiruste genoomiks on rõngakujuline ssDNA, mis tsirkoviirustel on kuni 2 kb ja anelloviirustel kuni 3,8 kb pikkune. Peale genoomi suuruse erineb ka genoomi organisatsioon: tsirkoviiruste lugemisraamid paiknevad mõelmas, anelloviirustel aga ühes orientatsioonis. Virionid on lihtsad, ümbriseta, T = 1 ikosaeedrid. Infektsioonitsüklist on teada suhteliselt vähe. Kindlasti replitseeruvad kõik need viirused rakutuumas, kasutades selleks peremehe ensüüme ja veereva rõnga replikatsioonimudelit. Peale DNA replikatsiooni käivitamiseks ja virionide moodustamiseks vajalike valkude võivad need viirused kodeerida ka peremehe immuunvastust mahasuruvaid ja/või miRNA-d ning apoptoosi indutseerivaid valke. 

			 

			Sugukond Circovirdae kuulub seltsi Cirlivirales mis kuulub klassi Arfiviricetes (hõimkond Cressdnaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria). Sellesse klassi kuuluvad ka taimede nanoviirused (II.35). Sugulus sugukonda Anelloviridae kuuluvate viirustega on ilmne, kuid kuna 2020. a süstemaatikas ei ole sugukonda Anelloviridae veel kõrgematesse taksonitesse paigutatud, ei ole ka võimalik öelda millisel tasemel (selts, klass, hõimkond) need sugukonnad omavahel suguluses on. 

			Sugukondadesse Circoviridae ja Anelloviridae kuuluvatel viirustel on nagu ka taimede gemini- ja nanoviirustel rõngakujulised ssDNA-genoomid ja ikosaeedrilised T = 1 virionid. Küll aga erinevad nad taimede viirustest nii oma peremeeste ringi (putukad, kalad, linnud ja imetajad) kui ka genoomide organisatsiooni poolest. Nendesse sugukondadesse kuuluvatele viirustele on iseloomulik väga laialdane levik. Sellele vaatamata on nende viiruste kohta napilt andmeid, eelkõige põhjusel, et vaatamata laialdasele levikule ei ole need viirused olnud seotud inimesel esinevate haigustega. Tõsi, mõlemasse sugukonda kuulub põllumajanduslikult olulisi viiruseid. Nende viiruste süstemaatika ei ole praeguseks ajaks veel paika loksunud: üsna hiljuti ühendati neid kõiki ühte sugukonda, nüüd on sugukondi kaks; samuti on viiruste perekonnad liikunud ühest sugukonnast teise. Pole kahtlust, et uue informatsiooni kogunedes muutub nende viiruste süstemaatika ka edaspidi.

			 

			Sugukond Circoviridae

			2020. a süstemaatika järgi kuulus siia sugukonda kaks viiruste perekonda:

			-Circovirus, kuhu kuulus 43 tunnustatud viiruste liiki, tüüpesindaja Porcine circovirus 1;

			-Cyclovirus, kuhu kuulus 51 tunnustatud viiruste liiki, tüüpesindaja Human associated cyclovirus 8. 

			Perekond Gyrovirus, mis veel hiljuti kuulus samasse sugukonda, kuulub nüüd sugukonda Anelloviridae. 

			Esimeseks iseloomustatud tsirkoviiruseks oli sigade tsirkoviirus (Porcine circovirus, PCV). Ehkki seda viirust kirjeldati esmakordselt 1974. aastal, seostati PCV tüüp 2-te (PCV2) sigadel esineva haigusega alles 1997. aastal. Esimene iseloomustatud lindude tsirkoviirus oli 1989. aastal avastatud Beak and feather disease virus (BFDV). Praeguseks on tsirkoviiruseid leitud paljudelt erinevatelt peremeestelt, sealhulgas putukatelt (kiilidelt) ja ka inimestelt. Uute tsirkoviiruste avastamine jätkub ja tunnustatud liikide arv kasvab kiiresti. 

				Tsirkoviirustel on ikosaeedrilised T = 1 virionid, mille diameeter on 15–20 nm. Virionid koosnevad genoomsest DNA-st ja ühe kapsiidivalgu 60 koopiast (Joonis 271). Genoomiks on rõngakujuline ssDNA pikkusega 1,7–2,0 kb. Genoomis on ainult kaks geeni, mis kodeerivad vastavalt mittestruktuurset Rep-valku ja kapsiidivalku (Joonis 272). Rep-valku kodeerivalt geenilt sünteesitakse alternatiivse splaissinguga kahte erinevat valku kodeerivad mRNA-d. Rep-valke ja kapsiidivalku kodeerivad lugemisraamid on suunatud teineteisele vastupidises suunas ja nende alguste vahele jääb regulaator-ala, kus paikneb ka DNA replikatsiooni ori-lõik: rõngakujulise ssDNA-genoomiga viirustele iseloomulik tüvi-aas-struktuur. Selle aasas asub üheksast nukleotiidist koosnev konserveerunud motiiv, mille järjestus on väga sarnane gemini-, nano- ja anelloviiruste analoogsete järjestustega. Tüvi-aas struktuuri lähedal paiknevad Rep-valku siduvad järjestused. Seega meenutab tsirkoviiruste genoom masterviiruste (Joonis 264) oma, olles sellest mõnevõrra lihtsama ehitusega.

			 

			[image: ]

			Joonis 271. A.Tsirkoviiruse virioni ruumiline struktuur (PDB ID 3R0R) ja (B) ja selle ehituse skeem.
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			Joonis 272. Sigade tsirkoviiruse (PCV2) genoomi ehituse skeem.

			 

				Tsirkoviirusinfektsiooni on üldjuhul raske uurida, sest vaid vähesed tsirkoviirused (nagu PCV2) paljunevad kultiveeritavates rakkudes. Rakkude nakatamiseks seondub PCV2 rakupinnal asuvate erinevate glükosoaminoglükaanidega (hepariin, heparaansulfaat). Samas on võimalik, et esmasele seondumisele peab järgnema spetsiifilisem seondumine mingile valgulisele retseptorile. Rakku sisenemise mehhanism sõltub raku tüübist, muu hulgas kasutatakse sisenemiseks klatriinist sõltuvat endotsütoosi. Endosoomide pH taseme langus käivitab viiruse kapsiidivalgu lagundamise raku seriinproteaasi poolt; see soodustab viiruse väljumist endosoomist. DNA genoom transporditakse raku tuuma.

				Esimeseks viiruse biosünteesiks rakus on raku ensüümide vahendatud komplementaarse DNA-ahela süntees ja dsDNA moodustamine; sellele järgneb viiruse transkriptsioon ja valgu süntees. Sünteesitakse kapsiidivalgu mRNA- ja Rep-regioonile vastavad mRNA-d; viimasel juhul kasutatakse nii alternatiivset splaissingut kui ka Rep-geeni järjestuse sees paiknevaid promootereid. Kaks suuremat valku (Rep ja Rep’) on vajalikud viiruse DNA replikatsiooniks ja transporditakse raku tuuma. Ka lühematel Rep-regiooni poolt kodeeritud valkudel (nimetatakse Rep3, NS0 jt) on oma funktsioonid, kuid need ei ole seotud DNA sünteesiga. PCV2 puhul on näidatud, et need valgud on seotud peremehe kaitsemehhanismide mahasurumisega. Üks selline on valk on PCV2 ORF3-valk, mis muu hulgas indutseerib ka nakatunud rakkude apoptoosi.

			Viiruse DNA replikatsiooni teine etapp – esimene oli dsDNA moodustamine - sõltub Rep- ja Rep’-valkudest. Need valgud moodustavad kompleksi, seonduvad ori-lõigule ja destabiliseerivad seda. Selle tulemusena tekivad ssDNA lõigud. Rep-valk lõikab genoomse polaarsusega ahelat üheksa nukleotiidse konsensuse sees asuvas saidis ja seondub kovalentselt lõigatud ahela 5’-fosfaadile. Selle tulemusena vabaneb 3’-hüdroksüülgrupp, mis on praimeriks veereva rõnga mehhanismi järgi toimuvale replikatsioonile. Replikatsioon kulgeb läbi viiruse DNA ja jõuab taas ori-lõigule. Seal toimub samal ajal sünteesitud ahela tsirkulariseerimine ja uue replikatsiooniringi initsieerimine. Seega on tsirkoviiruste genoomi replikatsiooni skeem põhimõtteliselt identne mikro-, ino-, gemini- ja nanoviiruste DNA replikatsiooni skeemidele (ptk II.2, 34, 35). 

			Virionide moodustamise käivitab kapsiidivalgu kogunemine. Ilmselt moodustub kapsiid ssDNA genoomi ümber. Et PCV kapsiidivalk transporditakse raku tuuma, siis on tõenäoline, et virionid pannakse kokku raku tuumas ja et need vabanevad rakkude purunemisel.

			 

			Sugukond Anelloviridae

			Sugukond Anelloviridae on suhteliselt uus viiruste sugukond. Siiski kuulus 2020. aasta seisuga sellesse sugukonda juba 14 perekonda kokku ligi 80 tunnustatud viiruste liigiga. Uusi liike lisandub pidevalt ja seetõttu muutub anelloviiruste süstemaatika kiiresti. Esimene tuntud anelloviirus oli perekonda Gyrovirus kuuluv Chicken anemia virus (CAV), mis avastati 1991. aastal. Sugukonna tuntuim esindaja on Torque teno virus (TTV, oli tuntud ka kui Transfusion transmitted virus), mis avastati 1997. aastal. Praeguseks on selgunud, et TTV näol ei ole tegemist ühe viiruse, vaid viiruste perekonnaga; praegusel ajal kannavad sama nimetust ligi 30 tunnustatud viiruste liiki (Torque teno virus 1–29). TTV-d on ühed tavalisemaid inimesi nakatavaid viiruseid üldse: paljudes regioonides kannavad neid praktiliselt kõik inimesed. Siiani pole aga näidatud, et need viirused põhjustaksid ka mingeid haigusi.

			Anelloviiruste virionid on T = 1 ikosaeedrid, mis sarnanevad tsirkoviiruste omadega, kuid on nendest mõnevõrra suuremad: diameetriga 25 (CAV) – 32 (TTV) nm. Genoomiks on tsirkulaarne ssDNA, mille pikkus ulatub 2,2 kb-st (CAV) kuni 3,7 kb-ni (TTV). Ehkki genoomi organisatsioon on erinevatel anelloviirustel erisugune, on olemas ka ühised jooned. Üheks selliseks on asjaolu, et kõik kodeerivad alad paiknevad anelloviirustel samas orientatsioonis (Joonis 273). Virionidesse on pakitud lugemisraame mittesisaldav negatiivse polaarsusega DNA-ahel. Anelloviiruste lugemisraamid kattuvad osaliselt omavahel ja nende kõikide ekspressiooni kontrollib üks promooterala, milles paiknevad G/C-rikkad korduvjärjestused on olulised ka viiruse DNA replikatsiooniks. Promooteralas paikneb ka konservatiivne üheksa nukleotiidi pikkune konserveerunud järjestus. Erinevalt nano-, gemini- ja tsirkoviirustest ei paikne see osal anelloviirustel (nt CAE-l) tüvi-aas-struktuuri aasa osas.
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			Joonis 273. Anelloviiruste genoomide organisatsiooni skeem. Vasakul on kujutatud CAV, paremal TTV genoom. Nooled tähisavad valke kodeerivate lugemisraamide suunda.

			 

			CAV-genoomis paiknevad lugemisraamid kattuvad omavahel: näiteks asub VP3- valku kodeeriv lugemisraam täielikult VP2-valgu lugemisraami sees (Joonis 273). Omapärased on ka CAV-i kodeeritud valkude funktsioonid: nii on VP1 üheaegselt viiruse kattevalk ja veereva rõnga skeemi järgi kulgevat replikatsiooni käivitav Rep-valk; nende funktsioonide eest vastutavad vastavalt valgu N- ja C-terminaalsed regioonid. VP2 ja VP3 on mittestruktuursed valgud. VP2-l on proteiin-fosfataasne aktiivsus, mis oluline viiruse paljunemiseks. VP3 põhjustab nakatatud rakkude apoptoosi ja on seetõttu tuntud nime all „apoproteiin“. Kõik CAV-valgud sünteesitakse ühelt ja samalt 2 kb pikkuselt mRNA-lt; lisaks sellele on viirusel ka lühemad, alternatiivse splaissinguga moodustuvad mRNA-d.

			TTV-genoomile on iseloomulik suhteliselt pikk (kuni 1,2 kb) mittekodeeriv ala ja neli suuremat lugemisraami (Joonis 273). Paraku on TTV-de molekulaarbioloogiast teada naeruväärselt vähe: ehkki enamik inimkonnast on nende viirustega nakatunud, ei näi keegi neist eriti hoolivat. Tõsi, TTV-de uurimine pole lihtne, sest praegusel ajal puuduvad head koekultuuri meetodid. Siiski peitub peamine põhjus, miks TTV-sid eriti ei uurita, ilmselgelt küsimuses: „Miks uurida viirust, mis (siiani) midagi (märgatavat) ei põhjusta?“ Kuna täpseid teadmisi napib, asendavad neid oletused. Nii näitavad kaudsed andmed, et TTV-de kodeeritud valgud on funktsionaalselt sarnased CAV omadega: ORF1 kodeeritud valk on ilmselt nii kapsiidivalk kui ka Rep, ORF2 kodeerib proteiinfosfataasi ning ORF3 produkt on ilmselt apoproteiin. On teada, et TTV-del sünteesitakse alternatiivse splaissinguga kolm erinevat mRNA-d ja et osa nendest on funktsionaalselt polütsistroonsed; selle tulemusena on neil viirustel vähemalt kuus valku. Üllatava detailina on kindlaks tehtud, et lisaks valke kodeerivatele mRNA-dele ekspresseerivad TTV-d ka miRNA-d. Rakukultuuris paljunemiseks pole miRNA neile viirustele vajalik, kuid võib olla oluline in vivo: TTV-de miRNA surub maha interferoonide vahendatud signaaliülekannet.

			TTV-de infektsioonitsükli kohta on praegusajal vaid oletused. Kõigi eelduste kohaselt sarnaneb see tsirkoviiruste omaga ja viiruse DNA replikatsioon toimub, nagu kõigil seni uuritud rõngakujulise ssDNA-genoomiga viirustel, veereva rõnga mudeli järgi.

			 

		

	
		
			II.37. SUGUKOND PARVOVIRIDEA: PARVOVIIRUSED

			Reet Kurg

			Kokkuvõte

			Parvoviirustel on lineaarsed ssDNA genoomid pikkusega umbes 6 kb ja T = 1 sümmeetriaga ikosaeedrilised ümbriseta virionid. Parvoviirused nakatavad putukaid ja selgroogseid; seejuures on nad väga liigi- ja koespetsiifilised. Paljud parvoviirused on mittepatogeensed, samas leidub ka peremehele väga ohtlikke parvoviiruseid. Eristatakse autonoomseid ja mitteautonoomseid parvoviiruseid; viimaste paljunemine toimub abiviiruse (adenoviirus või herpesviirus) juuresolekul. Parvoviiruse genoomis on kaks kodeerivat ala, mis kodeerivad vastavalt mittestruktuurseid (NS või Rep) või struktuurivalke (VP1, VP2 ja VP3). ssDNA genoomi mõlemad otsad sisaldavad palindroomseid järjestusi ja moodustavad seetõttu juuksenõelastruktuure. Genoomi 3’- ja 5’-otstes paiknevad palindroomid võivad teineteisest erineda või olla identsed; viimasel juhul paiknevad nad teineteise suhtes inverteeritud orientatsioonis. Parvoviiruste DNA replitseerub tuumas peremehe või mõnel juhul abiviiruse DNA polümeraasi kasutades. Replikatsioon toimub rakutsükli S-faasis „veereva juuksenõela“ mehhanismi abil; DNA sünteesi käivitamiseks kasutatakse isepraimimist. Viiruse geenide ekspressioon toimub alternatiivse splaissingu abil ja seda kontrollivad peremehe faktorid ning viiruse enda mittestruktuursed valgud; mitteautonoomsetel viirustel ka abiviiruse valgud. Parvoviiruseid kasutatakse geeniülekandevektoritena nii geenitehnoloogias kui -teraapias. 

			 

			Sugukonna ja sellesse kuuluvate viiruste nimetus tuleneb ladinakeelsest sõnast parvum (väike). Parvoviirused on tõesti ühed kõige väiksemad looduses eksisteerivad viirused, nende virionide läbimõõt on vaid 18–28 nm. Nende väiksuse tõttu avastati parvoviirused suhteliselt hiljuti, alles 1960-ndatel aastatel. Parvoviiruste patogeensus varieerub suurel määral, sugukonnas leidub nii haiguste tekitajaid kui ka mittepatogeenseid viiruseid. Esimeste hulka kuulub ka inimese parvoviirus B19, mis üldjuhul põhjustab kergeid viirushaiguste sümptomeid. B19 leiti HBV-ga nakatatud patsientide vere analüüsil kui „valepositiivseid“ tulemusi andev agent. Teada on ka muid inimesi nakatavaid parvoviiruseid.

			Parvoviirused on väga liigispetsiifilised viirused, mis paljunevad ainult aktiivselt jagunevates rakkudes. Laiemalt on tuntud koerte parvoviirus (Canine parvovirus type 2, CPV2), mis on väga nakkav ja mille tekitatud haigus võib ligi 90%-l juhtudest lõppeda looma surmaga. Koerte parvoviirus hakkas levima 1970-ndate lõpus ja pärineb ilmselt kasside parvoviirusest (FPV; Feline panleukopenia virus). CPV2 ja FPV on väga sarnased: nad erinevad teineteisest vaid kahe aminohappe jäägi poolest VP2 kapsiidivalgus. Et need viirused on oma järjestustelt praktiliselt identsed, kasutatakse nende mõlema kohta ka sama liiginimetust: Carnivore protoparvovirus 1. Sarnast segadust tekitavat olukorda, kui ühe liiginimetuse taha mahub mitu ajalooliselt erineva nimetusega viirust, tuleb tänapäeval parvoviiruste puhul sageli ette; seetõttu on enamasti vaja täpsustada, millisest viirusest jutt käib.

			Praeguseks (2020. a) kuulub sugukonda Parvoviridae (selts Piccovirales, klass Quintoviricetes, hõimkond Cossaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria) üle 100 tunnustatud viiruste liigi. Sugukond jaguneb kolmeks alamsugukonnaks. 

			-Selgroogseid nakatavad Parvovirinae, kuhu kuulub 10 viiruste perekonda ligi 80 tunnustatud viiruste liigiga. Siia kuuluvatest perekondadest võib välja tuua perekonna Protoparvovirus, mille tüüpesindajaks on Minute virus of mice (MVM; liiginimetus Rodent protoparvovirus 1) ning kuhu kuuluvad ka ülalnimetatud koerte ja kasside parvoviirused. Perekonna Eryhtroparvovirus esindajad nakatavad primaate ja nende hulka kuulub ka inimese parvovirus B19 (liiginimetus Primate erythroparvovirus 1). Nende ja mitme teise parvoviiruste perekonna esindajad on võimelised oma peremeesrakus iseseisvalt paljunema, s.t kujutavad endast autonoomseid viiruseid. Perekonna Dependoparvovirus esindajad erinevad eespool nimetatutest selle poolest, et nad ei ole tavaliselt võimelised iseseisvalt oma peremeesrakus paljunema. Nende paljunemiseks on vajalik teise, abistava viiruse juuresolek. Abiviirusteks (helper-viirusteks) võivad olla nii adenoviirused kui ka herpesviirused. Seetõttu nimetatakse neid parvoviiruseid ka adeno-assotsieerunud viirusteks (Adeno-associated virus, AAV; liiginimetus on Adeno-associated dependoparvovirus A). 

			-Putukaid nakatavad Densovirinae, kuhu kuulub 8 viiruste perekonda ligi 20 tunnustatud viiruste liigiga. Võrreldes eelmise alamsugukonna esindajatega, on neid viiruseid oluliselt vähem uuritud.

			-Alamsugukonnas Hamaparvovirinae on 5 perekonda 13 tunnustatud viiruste liigiga. Oma peremeeste poolest on need viirused väga erinevad: alamsugukoda kuulub imetajaid, linde, kalu, putukaid ja krevette nakatavaid viiruseid.

			 

			Virion ja genoom

			Parvoviirustel on väikesed (diameeter 18–28 nm) ümbriseta ja ikosaeedrilise sümmeetriaga (T = 1) virionid (Joonis 274A, B) ja üheahelalised lineaarsed DNA genoomid. Virioni kapsiidi moodustavad kolm üksteisega sarnast kapsiidivalku VP1, VP2 ja VP3. Kokku kuulub virioni 60 kapsiidivalgu molekuli. Parvoviiruste peamine kapsiidivalk on VP2, mis moodustab 90% virioni valgust. VP3 moodustub VP2 protolüütilise lõikamise tulemusel. VP1-valk sünteesitakse samalt geenilt alternatiivse splaissingu abil moodustunud mRNA-lt ja ta erineb VP2-st pikema N-otsapoolse regiooni poolest. 

			Parvoviiruste ssDNA genoomi pikkuseks on 4–6 kiloalust (kb). Et lugemisraamid paiknevad genoomis ühes orientatsioonis, siis saab eristada positiivse (lugemisraame sisaldava) ja negatiivse (eelmisele komplementaarse) polaarsusega ssDNA molekule. ssDNA-genoomiga viiruste puhul ei ole genoomi polaarsusel sellist fundamentaalset tähtsust nagu RNA-genoomiga viirustel: nende infektsioonitsükkel algab alati teise DNA- ahela sünteesist, mille tulemusel moodustab dsDNA. Seetõttu võib parvoviiruste virionidesse olla pakitud kas ainult negatiivse polaarsusega (paljud autonoomsed parvoviirused) või nii negatiivse kui ka positiivse polaarsusega DNA molekule (AAV-d); infektsioonitsükkel sellest ei muutu. Üldiselt kujutataksegi joonistel parvoviiruse genoomi negatiivse DNA-ahelana, kus vasakule jääb ahela 3’-ots ja paremale 5’-ots (Joonis 274C).
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			Joonis 274. A. Parvoviiruse virion, virion 3D struktuuri rekonstruktsioon (PDB ID 68X0) ja (B) virioni ehituse skeem. C. Erinevatesse perekondadesse kuuluvate parvoviiruste genoomide ehitus. Näidatud on terminaalsete struktuuride ehituse skeem, lugemisraamide ja promootorite paiknemine genoomis. REP, NS – mittestruktuursed valgud; CAP, VP – virioni kuuluvad kapsiidivalgud.

			 

			Kõikide parvoviiruste genoomide 5’- ja 3’-otstes asuvad palindroomsed järjestused (Joonis 274C). Nende järjestuste koostissesse kuuluvate omavahel komplementaarsete DNA- lõikude paardumisel moodustuvad kaheahelalised DNA regioonid. Need nn juuksenõela- või jänesekõrvadestruktuurid on vajalikud parvoviiruse DNA replikatsiooniks. Lisaks sellele kujutavad osa parvoviiruste (AAV-d, B19; Joonis 274C) genoomi erinevates otstes asuvad palindroomsed järjestused endast teineteise suhtes täiuslikke inverteeritud korduvjärjestusi; selliste järjestuste pikkus on umbes 150 nukleotiidijääki. Osal parvoviirustel (MVM) on aga genoomi otsad erinevad (Joonis 274C) ehk siis nende genoomi kahes otsas paiknevad erinevate järjestustega palindroomid. 

			Genoomi kodeeriva ala moodustavad enamasti kaks samas orientatsioonis paiknevat lugemisraami: vasakul pool paikneb mittestruktuurseid valke ja paremal struktuurivalke kodeeriv ala (Joonis 274C). Mittestruktuurseid valke nimetatakse autonoomsete parvoviiruste korral NS- (ingl non-structural) valkudeks ja AAV-de puhul Rep- (ingl replication) valkudeks. Need nimetused on ajaloolised ja tekitavad pigem segadust; oma põhifunktsioonidelt on NS- ja Rep-valgud sarnased. Veelgi enam, neil valkudel on funktsionaalsed sarnasused gemini-, tsirko-, anello- ja nanoviiruste Rep-valkudega (ptk-d II-34, -35 ja -36) ning isegi ssDNA genoomsete faagide replikatsioonis osalevate valkudega (φX174 A-valk; ptk II.2).

			NS- (Rep-) valk on parvoviiruse genoomi replikatsioonis osalev valk ja viiruse transkriptsiooni regulaatorvalk. Autonoomsete parvoviiruste NS-1-valk on tuumas paiknev valk, mis koosneb transaktivatsioonidomeenist ja DNA-d siduvast domeenist. NS-1’l on ATPaasne, DNA helikaasne ja DNA-sse katkeid tekitav (nikeeriv) aktiivsus. Sarnaselt teiste multifunktsionaalsete valkudega on ka NS-1-valgu aktiivsus mõjutatud tema posttranslatsioonilise modifitseerimise, eelkõige fosforüülimise poolt: viiruse DNA replikatsioonis osaleb valgu fosforüülitud vorm, transkriptsiooni regulatsioonis aga fosforüülimata vorm. AAV-de Rep-valgud on autonoomsete parvoviiruste NS-valkudega sarnase ülesehituse ja aktiivsusega ning osalevad viiruse elutsükli kõikidel etappidel: geeniekspressiooni kontrollil, genoomi replikatsioonil ja lisaks sellele ka viiruse geneetilise materjali kohaspetsiifilisel integratsioonil peremeesraku genoomi.

			 

			Parvoviiruse infektsioonitsükli algus. Autonoomsete ja mitteautonoomsete parvoviiruste erinevused.

			Peremeesrakupoolsed retseptorid on teada vaid osale parvoviirustele, näiteks seonduvad CPV2- ja FPV-rakkudele transferriniretseptori vahendusel. Parvoviirus B19 retseptoriks on P-veregrupi antigeen ja paljud parvoviirused (nt MVM) kasutavad seondumiseks siaalhappe jääke. Viiruse antiretseptoriks on alati peamine kapsiidivalk VP2.

			Parvoviirused sisenevad peremeesrakku enamasti klatriinist sõltuva endotsütoosi teel (Joonis 275, 276), kuid tuleb ette ka klatriinist sõltumatu endotsütoosi ja isegi makropinotsütoosi kasutamist. Endosoomide madala pH juures lõigatakse mitmetel parvoviirustel VP2 VP3-valguks (VP2 küljest eemaldatakse 22–25 N-otsapoolset aminohappe jääki). Selle tulemusena vabaneb VP1-valgu N-ots, millel on fosfolipaasne aktiivsus; see võimaldab virionidel endosoomidest väljuda. Transpordiks tuuma on oluline VP1-valgus paiknev NLS-järjestus; transport kulgeb piki mikrotorukesi. Virionide seondumine ja rakku sisenemine on kiired protsessid ja juba poole tunni pärast paiknevad parvoviiruse virionid rakutuuma lähedal ning paari tunni pärast on nad detekteeritavad tuumas, kus viiruse genoom vabaneb. 
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			Joonis 275. Autonoomse parvoviiruse replikatsioonitsükli skeem; Replikaas = NS1-valgud (selgitused tekstis).

			 

			Parvoviiruste DNA replikatsioon toimub tuumas rakutsükli S-faasi ajal. Erinevalt paljudest teistest tuumas paljunevatest DNA-genoomsetest viirustest parvoviirused ise rakutsüklit ei mõjuta. Seega sõltub DNA replikatsiooni algus nakatatud rakkude minekust S-faasi. Ka sellest ei pruugi piisata: iseseisvalt on võimelised paljunema vaid autonoomsed parvoviirused (Joonis 275), AAV-d vajavad replikatsiooniks raku samaaegset nakatumist abiviirusega, adeno- või herpesviirusega (Joonis 276). Seejuures on abiviiruste funktsioonid, mida AAV-d vajavad, erinevad: 

			-adenoviirused (ptk II. 40) on vajalikud AAV-de geeniekspressiooni aktiveerimiseks ja selle regulatsiooniks;

			-herpesviiruste (ptk II. 41) puhul kasutavad AAV-d oma genoomide paljundamiseks nende viiruste replikatsioonivalke. 
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			Joonis 276. Dependoviiruse replikatsioonitsükli skeem (selgitused tekstis); Replikaas = Rep-valgud. Abi-viirusena on kujutatud adenoviirust; lihtsustuseks on adenoviirust kujutatud sama suurena kui parvoviirust (tegelikult on adenoviirus oluliselt suurem) ja tema geeniekspressiooni ning replikatsiooni ei ole näidatud.

			 

			Selline erinev käitumine ei tulene niivõrd AAV-de kui adeno- ja herpesviiruste erinevast mõjust rakule. Nimelt blokeerivad herpesviirused rakutsükli, mis ei võimalda AAV-l oma geneetilise materjali paljundamiseks kasutada raku DNA-replikatsiooni süsteemi. Abiviiruse puudumisel integreerub AAV-genoomist moodustuv dsDNA molekul peremeesraku genoomi. Seega peab integreerumisele eelnema piiratud DNA replikatsioon: viiruse ssDNA genoom ise peremehe dsDNA-sse integreeruda ei saaks (Joonis 276). Inimese AAV-de puhul toimub integratsioon 19. kromosoomi spetsiifilisse saiti, kus asuvad paarisaja nukleotiidijäägi pikkused DNA järjestused, mida nimetatakse Rep-valgu- äratundmise järjestusteks (RBE). Integreerumine toimub mittehomoloogse rekombinatsiooni teel ja vajab Rep-valgu nukleaasset ja helikaasset aktiivsust. Rep-valgu puudumisel toimub integratsioon väiksema efektiivsusega ja juhuslikku kohta peremeesraku genoomis. Abiviirusega nakatamisel on AAV-d võimelised integreeritud seisundist väljuma ja rakus paljunema. 

			 

			Transkriptsioon

			Nagu ka teiste ssDNA genoomsete viiruste puhul ei saa ka parvoviiruste transkriptsioon alata enne, kuid rakutuuma sisenenud genoomile sünteesitakse raku valkude abil komplementaarne ahel ning moodustub kaheahelaline DNA, mis on matriitsiks viiruse geenide transkriptsioonil. Erinevatel parvoviirustel on kas üks, kaks või kolm promootorit, millest vähemalt üks paikneb genoomi vasaku otsa lähedal. Transkriptsiooni terminaator – polüadenüülimissait – paikneb viiruse genoomi parema otsa lähedal (Joonis 277). Erinevatel parvoviirustel on promootorite kasutus mõnevõrra erinev:

			-MVM puhul sünteesitakse mittestruktuursete valkude ja struktuurivalkude mRNA-d vastavalt p4- ja p38-promootoritelt (Joonis 277);

			-inimese parvoviirusel B19 sünteesitakse kõik transkriptid aga ühelt, viiruse genoomi vasakus otsas paiknevalt p6-promootorilt. 

			Kõikidel parvoviirustel on aga ühine see, et nii erinevate replikatsiooni-/regulatoorsete valkude kui ka kattevalkude mRNA-de tegemiseks kasutatakse alternatiivset splaissingut (Joonis 227).
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			Joonis 277. MVM (vasakul) ja AAV (paremal) geeniekspressioon toimub raku RNA polümeraas II abil alternatiivset splaissingut kasutades. Genoomide all on näidatud moodustuvad transkriptid, nende pikkused ja nende pealt transleeritavad valgud. (A)n – polüadenüülimissignaal (terminaator), TR – terminaalne korduvjärjestus.

			 

			Autonoomsete parvoviiruste, näiteks MVM promootorid sisaldavad nii viiruse NS-1- valgu kui ka rakuliste transkriptsioonifaktorite (Sp1, YY1) seondumissaite. Geenide ekspressiooni regulatsiooniks on vajalik NS-valgu seondumine viiruse dsDNA-le: NS-valk on nii iseenda kui ka kapsiidivalkude geenide trans-aktivaator. Lisaks sellel toimub geenide ekspressiooni regulatsioon ka post-transkriptsiooniliselt, pre-mRNA splaissingu ja mRNA stabiilsuse kaudu. Sellise regulatsiooni lõpptulemusena toimub infektsiooni varases faasis eelistatult NS-valkude ja infektsiooni hilisemas faasis eelistatult kapsiidivalkude geeni transkriptsioon. Arvatakse, et geeniekspressiooni iseärasused on ka parvoviiruste koespetsiifilisuse üheks oluliseks põhjuseks.

			AAV-de puhul osalevad viiruse geenide transkriptsiooni regulatsioonis lisaks AAV enda ja peremeesraku regulaatorvalkudele ka veel adenoviiruse (abi-viirus-) valgud. Sarnaselt autonoomsete parvoviirustega sisaldavad ka AAV promoototod Rep-valgu, mis on, nagu ülal kirjeldatud, analoogne NS-valguga, seondumisjärjestusi (RBE). Transkriptsiooni regulatsioon toimub läbi Rep-valgu seondumise RBE järjestustele ja sõltub abiviiruse olemasolust.

			-Adenoviiruse puudumisel sünteesitakse AAV p5 promootorilt alternatiivse splaissinguga ja vähesel määral Rep78 valgu mRNA-d (Joonis 277). Sellelt mRNA-lt sünteesitud Rep78-valk seondub p5 promootoris asetsevatele RBE-järjestustele ja blokeerib edasist transkriptsiooni. 

			-Adenoviiruse juuresolekul aktiveerib adenoviiruse E1A-valk AAV p5 promootorit. Selle tulemusena algab aktiivne Rep78/68 valkude mRNA-de süntees. Sellistes tingimustes on Rep78/68 valgud AAV transkriptsiooni aktivaatorid ja käivitavad ka AAV DNA replikatsiooni.

			 

			Parvoviiruste DNA replikatsioon

			Parvoviiruse DNA replikatsioon toimub rakutsükli S-faasis olevate rakkude tuumas peremeesraku DNA polümeraaside abil. Erandiks sellest reeglist on AAV juhul, kui tema abiviiruseks on herpesviirus. Replikatsiooniks vajalikud cis-aktiivsed järjestused paiknevad genoomi otstes asuvates palindroomides (Joonis 277, 278). Kuna enamike autonoomsete parvoviiruste puhul ei kujuta genoomi otsad teineteise suhtes korduvjärjestusi, erineb nende replikatsiooniskeem AAV-de omast, mille genoomi otsad kujutavad endast inverteeritud korduvjärjestusi.

			Autonoomsete parvoviiruste DNA replikatsiooni lihtsustatud skeem on järgmine (Joonis 277). Replikatsioon käivitatakse isepraimimise teel. Selleks moodustavad parvoviiruste genoomi 3’-otsas paiknevad palindroomid kaheahelalised DNA-lõigud, nende vahele jäävad üheahelalised silmustekujulised struktuurid. Sellise nn jänesekõrvade struktuuri moodustamise tulemusena paigutub genoomi 3’- regioonile vastav dsDNA lõik selliselt, et genoomi 3’-otsas paiknev hüdroksüülrühm jääb vabaks. Selline struktuur toimib praimerina ja algab DNA positiivse ahela (5’- 3’ ahel) süntees (Joonis 277). Genoomi 5’-otsa lähedale jõudes liidetakse sünteesitava ahela 3’-ots kokku genoomi 5’-otsas paikneva palindroomi 5’-otsaga ja moodustub dsDNA, mille kummaski otsas on juuksenõelastruktuurid (Joonis 277). Selleks, et replikatsioon edasi kulgeks, on vajalik selliste struktuuride „lahtilõikamine“. See lõikamine toimub paremapoolse juuksenõela regioonis paikneval spetsiifilisel järjestusel ja seda teostab parvoviiruse NS-valk, mis lõikamise järel kinnitub kovalentselt vabanenud DNA-ahela 5’-fosfaatgrupi külge. Seega teostab NS-valk täpselt sedasama reaktsiooni kui rõngakujulise ssDNA-genoomiga viiruste replikatsioonivalgud (peatükid II.2; -34, -35 ja -36). Sellega sarnasused ei piirdu: lõigatud ahela 3’-hüdroksüülgruppi kasutatakse praimerina ja DNA süntees jätkub. Seega toimub kogu DNA replikatsioon vaid DNA juhtiva ahela sünteesi kaudu ja meenutab „veereva rõnga“ mudeli järgi toimuvat replikatsiooni; kuna siin aga rõngakujulist matriitsi pole, nimetatakse seda sageli „veereva juuksenõela“ replikatsiooniks. Järgnevalt moodustatakse uued sekundaarstruktuurid, mis võimaldab DNA sünteesil jätkuda. Selle tulemusena moodustuvad viiruse dsDNA dimeerid; eespool kirjeldatud sündmuste kordamisel tertameerid ja edasi ka kõrgema astme multimeerid. Selle pärast toimub replikatsioonil ka mulitimeersete genoomide lahutamine; taas on selleks olulised genoomi otstes asuvad palindroomsed järjestused ja NS-valk. Edaspidi tsükkel kordub: uuesti toimub isepraimimist kasutades DNA ahela sünteesi initsieerimine, elongatsioon, DNA ahelasse katkete tegemine ja moodustuvate multimeeride lahutamine NS-valgu abil. Selle tulemusena saadakse suur hulk õige pikkusega parvoviiruse ssDNA genoome, millel on MVM puhul negatiivne polaarsus. Mõningase lihtsustusena võib väita, et ühe kindla polaarsusega produktide süntees tuleneb sellest, et genoomi 3’- ja 5’-otsad pole sellel viirusel identsed ja täidavad seetõttu replikatsioonis erinevaid funktsioone. Värskelt sünteesitud üheahelalist DNA-d saab viirus kasutada uuesti matriitsina teise ahela sünteesiks; see suurendab viiruse dsDNA molekulide arvu rakus ja on oluline nii geeniekspressiooni kui ka genoomi replikatsiooni võimendamiseks. Alternatiivselt võib sünteesitavaid ssDNA genoome pakkida ka uutesse virionidesse. Pakkimine toimub ssDNA sünteesiga samaaegselt ja eeldab kapsiidivalkude olemasolu rakus. Seetõttu domineerib see rada parvoviiruse hilises infektsioonis. 
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			Joonis 278. Autonoomse parvoviiruse (MVM) genoomi replikatsiooni lihtsustatud mudel. V: vasakpoolne (genoomi 3’-otsale vastav) palindroom; P: parempoolne (genoomi 5’-otsale vastav) palindroom. Suured (P, V) ja väikesed (p, v) tähed tähistavad omavahel komplementaarseid järjestusi. DNA sünteesi suund – kasvava ahela otsas paiknev 3’-hüdroksüül-grupp – on tähistatud noolega.

			 

			AAV DNA replikatsioon sarnaneb autonoomsete parvoviiruste DNA replikatsiooniga selle poolest, et ka siin on praimeriks genoomi otsas paiknev juuksenõelastruktuur (Joonis 279). Erinevalt paljudest autonoomselt paljunevatest parvoviirustest kujutavad AAV-de genoomide otstes asuvad palindroomid endast täiuslikke inverteeritud kordusjärjestusi (ingl inverted terminal repeats; ITR). Seetõttu võivad mõlemad viiruse genoomi otsad moodustuda ühesuguseid juuksenõelastruktuure. Loomulikult saab replikatsiooni praimida vaid genoomi 3’-otsas paiknev juuksenõel, sest ainult seal tekib vaba 3’-hüdroksüülgrupp (Joonis 279). Küll aga on sünteesitud kaheahelalise DNA molekuli mõlemad (vasak ja parem) otsad võrdväärsed, mistõttu ahela nikeerimine Rep-valgu poolt ja juuksenõelte moodustamine võib toimuda dsDNA emmas-kummas või ka mõlemas otsas. Seetõttu on AAV DNA replikatsiooni skeem sümmeetriline ja lihtsam. Sellest tulenevalt sünteesitakse replikatsiooni käigus ning pakitakse virionidesse võrdsel hulgal nii negatiivseid (3’-5’ suund) kui ka positiivseid (5’-3’ suund) ssDNA molekule (Joonis 279). 
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			Joonis 279. AAV genoomi replikatsiooni mudel. Replikatsioon initsieeritakse genoomi vasakpoolsel (3’-otsas) asuval palindroomil. DNA sünteesi suund (kasvava ahela otsas paiknev 3’-hüdroksüülgrupp) on tähistatud noolega.

			 

			Parvoviiruste kasutamine

			AAV-d ei ole inimestele patogeensed ega aktiveeri organismi immuunsüsteemi; seetõttu on nad leidnud kasutamist geeniteraapia vektoritena. Nii on AAV-de baasil konstrueeritud erinevaid geeniülekande vektoreid. Kui vektoris on alles AAV Rep-valke kodeeriv geen, siis integreeruvad sellised vektorid peremeesraku genoomis kindlasse kohta. Vektorid, milles Rep-valgu geen puudub, integreeruvad juhuslikku kohta või ei integreeru üldse. Tänapäeval kasutatakse enamasti just teist tüüpi AAV-põhiseid geeniteraapia vektoreid. Sellistest vektoritest on eemaldatud kogu parvoviiruse valke kodeeriv ala ehk siis viiruse genoomist on alles vaid selle otsad, mis on samal ajal nii genoomi replikatsiooni- kui ka pakkimissignaalideks. Mõlemat tüüpi vektorid on ehitatud nii, et nad sisaldavad meid huvitavat geeniekspressiooni kassetti ja tagavad seega soovitud võõrgeenide ekspressiooni rakus. AAV-del baseeruvate geeniteraapia vektorite peamiseks puuduseks on nende väike mahutavus: ainult 4–5 kbp; Rep-geeni sisaldavatel vektoritel poole vähem. Probleemiks on ka vajadus kasutada nende vektorite pakkimiseks spetsiaalseid pakkimisliine. Siiski annab AAV-põhiseid vektoreid kasutada edukalt väikeste valkude ja/või geeniekspressiooni mõjutavate väikeste RNA-de (miRNA, shRNA) ekspresseerimiseks.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Kuidas on ehitatud parvoviiruste virionid ja kuidas toimub nende sisenemine rakku?

			2.Kuidas on ehtitutud autonoomse parvoviiruse genoom ja kuidas toimub selle replikatsioon (MVM näitel)?

			3.Millised on mitteautonoomse parvoviiruse (AAV) infektsiooni eripärad: kuidas toimub selle viiruse DNA replikatsioon ja integreerumine peremeesrakku genoomi?

			4.Milline on parvoviiruste tähtsus ja kuidas saab neid geenitehnoloogias kasutada?

			 

		

	
		
			II.38. POLÜOOMIVIIRUSED – SUGUKOND POLYOMAVIRIDAE

			Reet Kurg

			Kokkuvõte

			Polüoomiviirused on rühm väga laialt levinud väikeseid rõngakujulise dsDNA genoomiga selgroogseid loomi nakatavaid viiruseid. Neil on ümbriseta T = 7 sümmeetriaga ikosaeedrilised virionid ja umbes 5 kbp pikkune genoom, mis koos raku histoonidega moodustab minikromosoomi. Genoom koosneb mittekodeerivast regulaatoralast ning varasest ja hilisest regioonist. Varased ja hilised geenid paiknevad teineteise suhtes vastupidises orientatsioonis, seetõttu on polüoomiviiruse genoomi transkriptsioon kahesuunaline. Enamikule polüoomiviirustele on iseloomulik asümptomaatiline infektsioon, haigusi põhjustavad nad reeglina vaid immuunsupressiooni korral. Polüoomiviirused on küll onkogeensed viirused, kuid rakkude transformatsioon ja kasvajate tekitamine on enamiku polüoomiviiruste puhul suhteliselt harvad sündmused, mis on seotud abortatiivse infektsiooni ja viiruse DNA integreerumisega peremeesraku DNA-sse. Polüoomiviiruste retseptoriteks on raku glükolipiidid, rakku sisenetakse endotsütoosi teel. Viiruse genoom transporditakse tuuma, seal toimub selle transkriptsioon ja replikatsioon. Viiruse varastest valkudest on kõige tähtsam suur T-antigeen, mis on oluline viiruse geeniekspressiooni regulatsiooniks, peremeesraku rakutsükli aktiveerimiseks ning toimib viiruse DNA replikatsioonil ori-lõiku äratundva valgu ja DNA helikaasina. Muud DNA replikatsiooni läbiviivad ensüümid on pärit rakust, replikatsioon kulgeb theta-skeemi järgi. Uued virionid pannakse kokku raku tuumas ja vabanevad rakkude purunemisel.

			 

			Ajalooliselt grupeeriti soojaverelisi loomi nakatavad väikesed rõngakujulise dsDNA- genoomiga viirused sugukonda Papovaviridea; see nimetus tulenes papilloomiviiruse, polüoomiviiruse ja vakuoleeriva viiruse nimede esitähtedest. Esmapilgul on need viirused tõesti üsna sarnased: neil kõigil on ümbriseta ikosaeedrilised virionid ja nende rõngakujulised dsDNA genoomid on seostunud histoonidega, moodustades minikromosoomid. DNA replikatsioon toimub neil raku tuumas peremehe replikatsioonisüsteemi abil. Kõik need viirused mõjutavad peremeesraku rakutsüklit ja võivad seetõttu põhjustada kasvajate tekkimist. Tänapäeva süsteemaatika jagab need viirused aga kahte eraldi sugukonda – Polyomaviridae ja Papillomaviridae. Jagunemise põhjusteks on nende viiruste genoomide erinev organisatsioon ja olulised erinevused infektsioonitsüklis. 2020. a kasutusel tulnud uus süstemaatika taaselustas ka sõna „papova“ – küll mitte sugukonna, vaid viiruse klassi nimes. Praeguseks (2020. a) kuulub sugukonda Polyomaviridae (selts Sepolyvirales, klass Papovaviricetes, hõimkond Cossaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria) üle 100 tunnustatud viiruste liigi

			Esimene polüoomiviirus avastati aastal 1953. Nimetuse „polüoomiviirus“ sai see viirus sellest, et ta kutsus laborihiirtel esile paljude erinevate kasvajate teket (poly- ’palju’, -oma ’kasvaja’). Ajalooliselt on see viirus jõudnud kanda mitmeid erinevaid nimetusi, nagu Murine polyomavirus, Mouse polyomavirus ja Mus musculus polyomavirus 1 (viimane on ametlik liiginimetus: MPyV). Eelmise sajandi kuuekümnendatel aastatel avastati ahvide viirus 40 (Simian virus 40: SV40); ka see viirus on kandnud mitmeid erinevaid nimetusi, nagu Simian vacuolating virus 40 ja Macaca mulatta polyomavirus 1 (taas on viimane viiruse ametlik liiginimetus). SV40 avastamise lugu on huvitav: nimelt avastati ta kui polioviiruse-vastase vaktsiini kontaminant. See tulenes asjaolust, et polioviiruse vaktsiini tootmiseks kasutati SV40-ga, mida tollal veel ei tuntud, nakatunud Aafrika rohepärdiku rakke. Järgneva paarikümne aasta jooksul avastati veel kümmekond erinevat polüoomiviirust. Nende hulka kuulus ka kaks inimese viirust, mis mõlemad avastati 1971. aastal ja said oma nimedeks BK polyomavirus (BKPyV; ametlik liiginimetus Human polyomavirus 1) ja JC polyomavirus (JCPyV; ametlik liiginimetus Human polyomavirus 2) patsientide initsiaalide järgi, kelle organismist need isoleeriti. BKPyV ja JCPyV uurimine näitas, et tegemist on väga laialt levinud viirustega, millega on nakatanutud ligikaudu 80% inimestest. Tavalistes tingimustes need viirused inimesel haiguseid ei põhjusta. Ohtlikud on nad immuunsupresseeritud indiviididele, näiteks AIDS-ihaigetele. Immuunsupressiooni korral nakatab JCPyV kesknärvisüsteemi rakke ja tekitab haigust nimetusega progressiivne multifokaalne leukoentsefalopaatia, samal ajal kui BKPyV põhjustab neeruhaiguseid. Praeguseks on selgunud, et sarnased omadused – väga laialdane levik, üldiselt mitte-patogeene infektsioon ja immuunsüsteemikahjustuste korral avalduda võiv patogeensus – iseloomustavad ka paljusid muid polüoomiviiruseid.

			Uute polüoomiviiruste avastamine sai uue hoo molekulaarbioloogiliste meetodite, eelkõige teise põlvkonna sekveneerimise, kasutuselevõtuga. See tuleneb asjaolust, et taolised meetodid võimaldavad avastada ka viiruseid, mis üldjuhul haiguseid ei tekita. Nii avastati JCPyV avastamisest arvates üle 30-aastase vaheaja järel, kümmekond uut inimese polüoomiviirust ning pole kahtlust, et see arv suureneb kiiresti. Uutest inimese polüoomiviirustest pälvib enim tähelepanu 2008. aastal avastatud Merkel cell polyomavirus (MCPyV; liiginimetus Human polyomavirus 5), mis on seotud haruldase Merkeli rakkude kartsinoomi tekkega immuunpuudulikel inimestel, olles seega esimene inimesel leitud onkogeenne polüoomiviirus. 2010. aastal avastatud Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV, liiginimetus Human polyomavirus 8) võib immuunpuudulikkuse korral põhjustada haruldast nahahaigust. Mida põhjustavad ülejäänud praeguseks tuntud inimese polüoomiviirused ja mille kõigega võivad olla seotud seni veel avastamata polüoomiviirused, näitab vaid aeg. 

			Uute viiruste kirjeldamise tulemusena kuulus 2020. aastal sugukonda Polyomaviridae ligikaudu 100 tunnustatud viiruste liiki. Polüoomiviiruste genoomide omavaheline nukleotiidne sarnasus ulatub 50%-st 80%-ni olles kõrgem varastele geenidele vastavas regioonis. Genoomide järjestuste alusel jagatakse polüoomiviirused nelja perekonda: Alphapolyomavirus (42 liiki, tüüpesindaja MPyV), Betapolyomavirus (36 liiki, tüüpesindaja SV40), Gammapolyomavirus (9 liiki, tüüpesindaja Aves polyomavirus 1; APyV1) ja Deltapolyomavirus (4 liiki, tüüpesindaja Human polyomavirus 6; HPyV6); osa polüoomiviiruseid (2020. a. 9 viirust) on perekondadesse jagamata. Enim uuritud polüoomiviiruseks on SV40, mis võib nakatada ahve ja inimesi ning tekitab närilistel kasvajaid. Just SV40 baasil tehtud uurimistööd on olnud aluseks nii väikeste rõngakujulise dsDNA genoomiga viiruste kui ka kõrgemate organismide molekulaarbiolooga mõistmisel.

			 

			Virion, genoom ja viiruse poolt kodeeritud valgud

			Polüoomiviirustel on ümbriseta, 40–50 nm läbimõõduga, ikosaeedrilise kuju ja T = 7 sümmeetriaga virionid (Joonis 280). Virioni kapsiid koosneb 72 pentameersest kapsomeerist, mille põhikomponendiks on viiruse kapsiidivalk VP1, mida leidub virioni kohta kokku 360 koopiat. Lisaks VP1 molekulidele asuvad kapsiidis ka VP2 ja VP3 molekulid; nende arv on VP1 molekulide arvust oluliselt väiksem: kokku 30–60 koopiat. Kapsiidi sees olev dsDNA rõngasmolekul on seostunud peremeesrakust pärinevate histoonidega – puudub vaid histoon H1 – ja tal on nukleosoomidest koosnev struktuur. 
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			Joonis 280. Polüoomiviiruse virionide (A) kolmemõõtmelise struktuuri rekonstruktsioon (PDB ID 5FUA) ja (B) ehituse skeem. VP1–VP3 – polüoomiviiruste kapsiidivalgud.

			 

			Polüoomiviiruste genoomi pikkus varieerub 3,9–7,4 kbp vahel; kõige sagedamini on ta umbes 5 kbp pikkune. Genoomis eristatakse umbes 400 bp pikkust mittekodeerivat regulatoorset ala (ingl non-coding control region, NCCR) ning ligikaudu võrdsete pikkustega varast (ingl Early) ja hilist (ingl Late) regiooni. Regulatoorses alas paiknevad DNA replikatsioon alguspunkt (ori-lõik) ning transkriptsiooniks vajalikud promootorite ja enhanseri järjestused. Genoom on organiseeritud sarnaselt gemini- ja tsirkoviiruste omaga (ptk-d II.34, 36); transkriptsioon toimub kahes suunas (bipolaarsena) (Joonis 281). 

			Polüoomiviiruste genoomi varane regioon kodeerib viiruse regulatoorvalke; nendest kaks – suur T-antigeen (LTag) ja väike t-antigeen (sTag) – on olemas kõikidel polüoomiviirustel. Need valgud ekspresseeritakse alternatiivse splaissingu abil moodustatud mRNA-delt (Joonis 281). MPyV varane regioon kodeerib ka veel kolmandat regulaatorvalku, keskmist T-antigeeni. Kõik polüoomiviiruste T-antigeenid osalevad viiruse genoomi replikatsioonis ja nakatatud rakkude transformatsioonil. Viimast kajastab ka nende valkude nimetus: T-täht tuleneb sõnast tumor ’kasvaja’. Samas on LTag ainuke polüoomiviiruse poolt kodeeritud valk, mis on viiruse genoomi replikatsiooniks absoluutselt vajalik. 
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			Joonis 281. SV40 genoomi organisatsioon skeem. Punktiiriga tähistatud ala LTag-valku kodeerivas geenis kujutab endast introni, mis eemaldatakse splaissingu abil. Ka kõikide ülejäänud mRNA-de sünteesil kasutatakse splaissingut. Hiliste transkriptide 3’-otsas paiknevad kahele micro-RNA-le vastavad järjestused, mida pole joonisel näidatud.

			 

			Polüoomiviiruste genoomi hiline regioon kodeerib viiruse kapsiidivalke VP1, VP2 ja VP3 (Joonis 281). Ka nende valkude mRNA-de ekspresseerimiseks kasutatakse alternatiivset splaissingut; see võimaldab hiliselt regioonilt sünteesida mitut erinevat mRNA-d. VP2 ja VP3 transleeritakse ühelt ja samalt nn 19S mRNA-lt. Nende valkude lugemisraamid paiknevad samas faasis ehk siis VP3 kujutab endast VP2-valgu lühemat vormi. Peamine kapsiidivalk VP1 transleeritakse teiselt, nn 16S mRNA-lt. Seda valku kodeerivad järjestused paiknevad, võrreldes VP2- ning VP3-valke kodeerivate järjestustega, erinevas lugemisraamis. SV40, aga ka JCPyV ja BKPyV kodeerivad veel ka neljandat hilist valku, agnovalku (Joonis 281), mida transleeritakse VP1 mRNA liiderjärjestuselt. Agnovalgu nimetus tuleneb kreekakeelsest sõnast agnōsis ning kajastab seda, et pikka aega olid selle valgu funktsioonid viiruse infektsioonitsüklis teadmata. Praeguseks on selge, et tegemist on viirusele olulise regulaatorvalguga. Agnovalk moodustab oligomeere ja seob nii raku- kui ka viirusevalke, sealhulgas LTag-d ja sTag-d. Selle kaudu reguleerib agnovalk viiruse genoomi transkriptsiooni ja replikatsiooni. Lisaks valkudele kodeerib SV40 hiline regioon ka kahte miRNA-d, mis on komplementaarsed viiruse varastele transkriptidele. Need miRNA-d reguleerivad viiruse geeniekspressiooni, surudes hilises infektsioonis maha varaste valkude, sealhulgas LTag, sünteesi. 

			 

			Rakkudesse sisenemine ja võimalikud infektsiooni tüübid

			Polüoomiviirustel on kitsas peremeesrakkude ring. Ehkki alguses arvati, et polüoomiviirused kasutavad valgulisi retseptoreid, on praeguseks selge, et polüoomiviiruste virionid seonduvad kapsiidivalgu VP1 (antiretseptor) vahendusel kõigepealt hoopis raku pinnal asuvatele glükolipiididele. Polüoomiviiruste peremeesraku spetsiifilisus tuleneb sellest, et erinevad polüoomiviirused seovad erinevaid glükolipiidide tüüpe ja võivad kasutada erinevaid valgulisi abiretseptoreid. Nii näiteks seondub SV40 gangliosiidile GM1, MPyV seondub gangliosiididele GT1b ja/või Gd1b ning kasutab abiretseptorina α4β1 integriine ning JCPyV seondub kõigepealt c(LTSc) tetrasahhariididele ja seejärel 5HT2A-seratoniini retseptorile. Virioni rakku sisenemine toimub endotsütoosi teel, kasutatakse nii klatriinist sõltuvat (JCPyV) kui ka klatriinist sõltumatuid endotsütoosiradu (SV40). Endosoomides toimuvad virioni kapsiidi struktuursed ümberkorraldused, mille tulemusena eksponeerub kapsiidivalk VP2 ning viirus väljub endosoomist ja liigub raku tuuma. Genoomi lõplik vabanemine kapsiidivalkudest toimub tuumapoorides või isegi tuumas (Joonis 282). 

			Rakutuumas käivitub viiruse varaste geenide transkriptsioon, mis viib varaste valkude sünteesile. Sünteesitud LTag liigub tuuma, käivitades seal viiruse genoomi replikatsiooni, millele järgneb hiliste geenide ekspressioon. Polüoomiviirused võivad põhjustada nii produktiivset kui mitteproduktiivset nakkust. Produktiivse nakkuse korral replitseerub viiruse DNA rakus ja moodustuvad uued infektsioossed virionid (Joonis 282). See toimub vaid osas rakkudes, mida kutsutakse permissiivseteks (ehk lubavateks) rakkudeks. Produktiivne infektsioon lõpeb rakkude purunemise ja uute virionide vabanemisega. Osas rakkudes, mida kutsutakse mittepermissiivseteks, toimub küll varaste geenide ekspressioon, kuid viiruse DNA replikatsiooni ei toimu. Reeglina leiab sellisel juhul aset viiruse genoomi kaotsiminek. Palju harvemini võib toimuda viiruse genoomi või selle osa juhuslik integreerumine peremeeraku genoomi (Joonis 282). Kui integreeritud viiruse DNA säilitab võime ekspresseerida LTag-i või kriitilist osa sellest (vt allpool), võib viirusvalgu pidev ekspressioon mõjutada rakkude elutegevust nii, et selle tulemuseks on rakkude transformatsioon. Sellest tuleneb ka polüoomiviirustele nende nimetuse andnud võime kasvajaid tekitada. Koekultuuris on rakkude transformatsiooni tunnuseks fookuste ehk mitmekihiliste rakumoodustiste teke ja rakkude kasv, sõltumata substraadist ning kasvufaktorite olemasolust. 
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			Joonis 282. Polüoomiviiruse infektsioonitsükli skeem. A tähistab produktiivset ja B abortiivset infektsiooni. C tähistab infektsiooni, mille käigus toimub viiruse geneetilise materjali juhuslik integreerumine raku genoomi, mis võib viia rakkude transformeerumisele. Replikaas: LTag.

			 

			Polüoomiviiruste geeniekspressioon SV40 näitel

			Esimeseks viiruslikuks biosünteesiks polüoomiviiruste poolt nakatatud rakus on viiruse varaste geenide transkriptsioon. See toimub raku RNA polümeraas II abil ja selle käivitab genoomi regulatoorses alas paiknev varane promootor. Viiruse valkudest reguleerib transkriptsiooni LTag. SV40 varase promootori piirkonnas asuvad kolm GC-rikast kordusjärjestust ja TATA-element, kuhu seonduvad vastavalt raku transkriptsioonifaktorid SP1 ja TFIID (Joonis 283). Varase promootori kooseisu kuuluvad ka kolm LTag- seondumissaiti ja kahest 72 bp pikkusest korduvjärjestusest koosnev enhanser; need 72 bp korduvjärjestused sisaldavad paljude raku transkriptsioonifaktorite seondumissaite ja aktiveerivad nende sidumise kaudu viiruse trankriptsiooni. Paljude polüoomiviiruste promootorites leidub ka koe- ka rakutüübispetsiifiliste transkriptsioonifaktorite seondumissaite. Et genoomi regulatoorne ala on väga kompaktne, siis kattuvad varase promootoriga ka DNA replikatsiooni ori-lõik ja hilise promootori alad (Joonis 283). Sellest tulenevalt mõjutavad erinevate elementide aktiivsused vastastikku üksteist. Ka on mõlemad SV40 promootorid reguleeritud LTag-valgu poolt, kuid selle toime on erinev: varast promootorit ta kõrgete kontsentratsioonide puhul supresseerib (negatiivne tagasiside), samal ajal kui hilist promootorit LTag aktiveerib. Varane promootor jääb aktiivseks ka hilises faasis. Nagu ülal mainitud, surutakse hilises infektsioonis varaste valkude ekspressiooni maha viiruse poolt kodeeritud miRNA-de poolt, mis on kodeeritud hilise transkripti piirkonnas. miRNA-d aitavad varaseid transkripte lagundada. Sellega väldib viirus liiga suurte koguste T-antigeenide, mis on äratuntavad immuunsüsteemi poolt, sünteesimist. Varasel transkriptsioonil kasutatakse alternatiivset splaissingut, erinevate mRNA-de saamiseks eemaldatakse intron-regioon erineval moel. Transkriptsioon termineeritakse terminaatoril, mis paikneb varase regiooni lõpus.
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			Joonis 283. SV40 promootor-ori-lõigu regiooni ehitus. TR – GC-rikkad kordusjärjestused. E1, E2 – enhanserit moodustavad korduvjärjestused. DS – LT-ga valku siduvad saidid, mis reguleerivad transkriptsiooni ja genoomi replikatsiooni. Näidatud on ka transkriptsioonifaktorite TFIID ja Sp1 seondumiskohad.

			 

			Hiline transkriptsioon algab koos DNA replikatsiooniga. Erinevalt paljudest teistest dsDNA-genoomiga viirustest ei sõltu see siiski otseselt DNA replikatsiooni toimumisest. Hiline transkriptsioon toimub varase transkriptsiooniga võrreldes vastupidises suunas (Joonis 281) ja hiliseid transkripte sünteesitakse umbes 100 korda rohkem kui varaseid mRNA-sid. Selle põhjuseks on asjaolu, et ka dsDNA matriitse, millelt neid mRNA-sid sünteesitakse, on DNA replikatsiooni tulemusena oluliselt rohkem; samuti on oluline hilise transkriptsiooni aktiveerimine LTag-i poolt. Ka hilise transkriptsiooni puhul kasutatakse alternatiivset splaissingut; moodustunud mRNA-delt sünteesitakse viiruse kapsiidivalgud ja agnovalk.

			 

			LTag-valk, SV40 genoomi replikatsioon ja virionide moodustamine

			Polüoomiviiruste DNA replikatsiooniks on vajalik genoomi regulatoorses alas asuv ori-lõik (replikatsiooni alguspunkt), raku DNA replikatsiooni ensüümid ja faktorid ning viiruse LTag-valk. LTag on üks parimaid näiteid viiruse poolt kodeeritud multifunktsionaalsete valkude kohta; tema kõikide teadaolevate funktsioonide ülesloetlemiseks oleks vaja eraldi peatükki. Lühidalt, LTag osaleb nii viiruse genoomi replikatsioonil kui ka peremeesraku transformatsioonil. Viimane tuleneb sellest, et üks LTag-i ülesannetest on luua rakus viiruse DNA replikatsiooniks sobivad tingimused. Et aga viiruse genoomi replikatsioon toimub suuresti peremeesraku DNA replikatsiooniaparaati kasutades, tähendab „soodsate tingimuste loomine“ rakutsükli S-faasi indutseerimist. Seda teeb LTag üsna samamoodi kui adenoviiruste E1A/E1B-valgud (ptk II,40) või papilloomiviiruste E6/E7-valgud (ptk II.39). Ühest küljest interakteerub LTag raku p53-valguga. Ehkki see interaktsioon ei too kaasa p53 lagundamist, inhibeerib seondumine LTag-iga p53 võimet siduda DNA-d ning surub selle kaudu alla p53 poolt aktiveeritavate rakutsükli inhibiitorite sünteesi. Lisaks blokeerib p53 seondumine LTag-i poolt ka p53 poolt indutseeritavat apoptoosi. Teisest küljest interakteerub LTag ka teiste rakutsükli võtmevalkudega, milleks on RB1 ja temaga sarnanevad valgud (nt RBL1 ja RBL2). Need interaktsioonid vabastavad RB-valkudega kompleksis olevad E2F-perekonna regulaatorvalgud, mis on transkriptsiooni aktivaatorid. Vabanenud E2F-valgud liiguvad raku tuuma ja käivitavad seal rakutsüklit aktiveerivate geenide, näiteks c-fos ja c-myc, transkriptsiooni. Nende interaktsioonide kaudu stimuleerib polüoomiviirus rakkude üleminekut G0-faasist S-faasi, mis võimaldab viirusel järgnevalt kasutada raku replikatsioonifaktoreid enda DNA sünteesiks. Reaalselt on LTag’i interaktsioonid raku valkudega muidugi oluliselt mitmekesisemad. Muu hulgas interakteerub LTag ka raku transkriptsioonifaktoritega, soodustades nende toomist viiruse promootoritele; selle üheks tulemuseks on ülal kirjeldatud transkriptsiooni reguleerimine. 

			 	Lisaks DNA replikatsiooniks sobivate tingimuste loomisele on LTag ka viiruse ori-lõiku äratundev valk ja DNA replikatsiooni protsessis osalev helikaas. Polüoomiviiruste replikatsiooni ori-lõik sisaldab LTag-i seondumise saite (Joonis 283); LTag-i seondumine sulatab lahti ori-lõigu ümbruses oleva kaheahelalise DNA heeliksi. Järgnevalt kasutab LTag oma DNA helikaasset aktiivsust lahtisulatatud ala laiendamiseks; seda soodustab LTag-ile seonduv üheahelalist DNA-d siduv raku valk RPA (Joonis 284). Edasi seondub DNA polümeraasi α-primaas, millele järgneb replikatsiooni initsiatsiooni kompleksi moodustumine. LTag-i interaktsioon α-primaasiga on väga liigispetsiifiline ja on seega üheks faktoriks, mis määrab ära polüoomiviiruse peremeeste ringi. Moodustuvad kaks vastassuunas liikuvat replikatsioonikahvlit; neis mõlemas leiab aset nii juhtiva kui ka mahajääva DNA- ahela süntees; sellist replikatsioonimudelit nimetatakse theta-skeemiks. Kui on replitseeritud enam-vähem kogu viiruse genoom, kohtuvad replikatsioonikahvlid teineteisega, toimub sünteesi lõpetamine ning tekkinud DNA agregaatide lahutamine raku ensüümide poolt (Joonis 284). Seega on polüoomiviiruse DNA replikatsioon üldjoontes sarnane raku enda DNA replikatsiooniga. Erinevalt kromosomaalse DNA replikatsioonist, mille initsieerimine leiab aset rangelt üks kord rakutsükli jooksul ja toimub valdavalt S-faasis, toimub polüoomiviiruse DNA replikatsiooni initsieerimine rakutsükli jooksul palju kordi ja enamasti leiab see aset G2-faasis. 
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			Joonis 284. Polüoomiviiruste DNA replikatsiooni skeem. Näidatud on peamised replikatsioonis osalevad viiruse (LTag) ja raku valgud (primaas, RPA, DNA polümeraas).

			 

			Polüoomiviiruste virionid moodustuvad raku tuumas (Joonis 282). Kapsiidivalgud moodustavad omavahel kompleksid juba tsütoplasmas ja need transporditakse tuuma tänu VP1-valgus paiknevale NLS-järjestustele. Seal moodustavad viiruse valgud kapsiidi, millesse pakitakse uued sünteesitud viiruse genoomid. Hetkel pole selge, kuidas see täpselt toimub: kas kapsiid moodustatakse genoomi ümber või kõigepealt pannakse kokku tühjad prokapsiidid ja seejärel pakitakse genoomid. Moodustunud virionid vabanevad rakust kahel viisil. Enamasti vabanevad virionid rakkude purunemise tulemusena, see tähendab ajal, kui nakatunud rakk viiruse tegevuse tagajärjel sureb. Teise variandi puhul liiguvad uued virionid tuumast raku tsütoplasmasse ja transporditakse plasmamembraanile tsütoplasmaatiliste vakuoolide sees; sellisel juhul vabanevad virionid ilma rakkude purunemiseta.

			 

			SV40 tähtsus kõrgemate organismide molekulaarbioloogia uurimisel

			SV40 oli moodsa molekulaarbioloogia algusaegadel hindamatu abiline geenide struktuuri, genoomi replikatsiooni- ja transkriptsioonimehhanismide, samuti rakkude transformatsiooni ja nukleosoomide ehituse tundmaõppimisel. Et SV40 genoom on väike ja kergesti käsitletav, kuid on samas pakitud koos histoonidega nukleosoomidesse, moodustades minikromosoomi, ja viirus kasutab oma geenide transkriptsiooniks ning genoomi replikatsiooniks peremeesraku valke, siis on enamik nende uurimistööde käigus avastatud valke ja DNA-elemente vajalikud ka raku enda funktsioneerimiseks. Näiteks sarnaneb SV40 varane promootor oma ülesehituselt raku promootoritega, TATA-box on väga levinud DNA-element, mida kasutatakse transkriptsiooni initsiatsioonil. Ka GC-rikkale alale seonduv Sp1-valku, mis on nüüd tuntud kui üldine transkriptsioonifaktor, iseloomustati esmakordselt just SV40 uurimise käigus. Samuti oli SV40 varaste transkriptide uurimisel koos adenoviiruse hiliste mRNA-de uurimisega otsustav tähtsus splaissingu avastamisel ja intronite kirjeldamisel. SV40 genoomi struktuuri vaadeldi elektronmikroskoobis ja märgati, et see on pakitud nukleosoomidesse, mida aga ei olnud genoomi regulatoorses alas. Siit pärineb ka esimene viide DNA nukleosoomidesse pakkimise olulisuse kohta tema aktiivsuste reguleerimisel. Samuti andis SV40 genoomi uurimine olulist informatsiooni DNA topoloogia ja DNA replikatsiooni intermediaatide kohta. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on polüoomiviiruste virionid ja milline on nende genoomide ehitus?

			2.Millised on polüoomiviiruste LTag-valgu funktsioonid viiruse genoomi transkriptsioonil, replikatsioonil ning rakkude transformatsioonil?

			3.Kuidas toimub polüoomiviiruste geeniekspressioon ja DNA replikatsioon?

			4.Milles seisneb polüoomiviiruste tähtsus teadusele ja tervishoiule?

			 

		

	
		
			II.39. PAPILLOOMIVIIRUSED – SUGUKOND PAPILLOMAVIRIDAE

					Reet Kurg

			Kokkuvõte 

			Papilloomiviirustel on rõngakujulised dsDNA genoomid pikkusega umbes 8 kbp ja ümbriseta ikosaeedrilis sümmeetriaga T = 7 virionid. Papilloomiviirused on väga levinud viirused; ainuüksi inimesel on teada sadu erinevaid papilloomiviiruseid (HPV-d). Kõik papilloomiviirused nakatavad epiteelkudesid ja nende infektsiooniprotsess on seotud epiteelkoe arenguga. Infektsioon algab epiteelkoe basaalrakkudes, sinna satub viirus vigastuste kaudu. Toimub viiruse genoomi esialgne amplifikatsioon. Edasi viiruse ja peremeesraku DNA replikatsioon sünkroniseeritakse. Alles siis, kui peremeesrakud lähevad terminaalsesse diferentseerumisse, aktiveeritakse viiruse genoomi vegetatiivne replikatsioon ja hiliste geenide ekspressioon. Papilloomiviiruse genoomis saab eristada regulatoorset ala, varaseid valke kodeerivat ala ja hiliseid valke kodeerivat ala; kõik lugemisraamid paiknevad ühes ja samas orientatsioonis. Geenide ekspressiooni reguleerib viiruse E2-valk, mis on vajalik ka DNA replikatsiooni käivitamiseks ning viiruse genoomide segregatsiooniks. E1-valk on ori-lõiku äratundev valk ja replikatsioonis osalev DNA helikaas, ülejäänud genoomi replikatsioonis osalevad valgud pärinevad peremeesrakult. DNA replikatsioon toimub tuumas ja kulgeb alguses theta-skeemi järgi, hiljem kasutatakse rekombinatsioonist sõltuvat initsieerimist, mis viib multimeersete genoomide tekkimisele. Tagamaks viiruse DNA replikatsiooniks vajalike valkude kättesaadavust, indutseerivad papilloomiviirused nakatatud rakkude üleminekut rakutsükli G0 faasist S faasi. HPV-de puhul tagavad seda viiruse onkovalgud, millest E7 inaktiveerib raku RB1-valku, samal ajal kui E6 indutseerib p53-valgu lagundamist. Onkovalkude sünteesimise tõttu võivad mitmed HPV-d põhjustada pahaloomuliste kasvajate tekkimist, eriti oluline on HPV-de roll emakakaelavähi tekkimisel. 

			 

			Papilloomiviirused on sugukonda Papillomaviridae kuuluvad väikesed rõngakujulise dsDNA-genoomiga viirused, mis nakatavad epiteelkoe rakke. Nad on väga koe- ja liigispetsiifilised ja võivad põhjustada viirusinfektsioone epidermises (naha papilloomiviirused) ja limaskestades (limaskestade papilloomiviirused). Mõlemal juhul võivad papilloomiviirused põhjustada nakatunud rakkude vohamist ja tüügaste teket. Enamasti on tekkinud vohandid healoomulised, kuid mõningatel juhtudel võivad nad areneda pahaloomulisteks kasvajateks. Praeguseks (2020. a) kuulub sugukonda Papillomaviridae (selts Zurhausenvirales, klass Papovaviricetes, hõimkond Cossaviricota, riik Shotokuvirae, valdkond Monodnaviria) üle 130 tunnustatud viiruste liigi

			Esimene avastatud papilloomiviirus oli Shope papilloma virus (SPV, tuntud ka kui Cottontail rabbit papilloma virus, CRPV), mille eraldas Richard Shope 1930. aastal küülikutelt. Papilloomiviirused on väga laialt levinud, kui laialt täpselt, ei tea me ka praegu. Selle põhjuseks on asjaolu, et enamikul juhtudel on papilloomiviiruse nakkus asümptomaatiline ning elimineeritakse organismi immuunsüsteemi poolt. Papilloomiviiruseid on leitud imetajatel, lindudel ja roomajatel. Peremeesorganismist tulenevalt nimetatakse neid vastavalt inimese papilloomiviiruseks ehk HPV-deks (Human papillomavirus), veise papilloomiviiruseks ehk BPV-deks (Bovine papillomavirus) jne. Lisaks eksisteerivad ka süstemaatilised liiginimetused, mis on puhttehnilised ja seetõttu vaid harva kasutatavad (vt allpool). Papilloomiviirustele nimetuste andmine põhineb molekulaarsete, geneetiliste, ajalooliste ning meditsiiniliste tunnuste kombinatsioonidel. Ajalooliselt on välja kujunenud papilloomiviiruste jagamine genotüüpideks (ingl types); neid nimetatakse, lähtudes viiruse peremeesorganismist ja tüübi kirjeldamise järjekorrast (nt BPV1, HPV1, HPV16 jne). HPV-de puhul on levinud ka jagamine kõrge ja madala riskiga viirusteks vastavalt nende poolt põhjustatud patoloogiate iseloomule. Näiteks on HPV16 ja HPV18, mis võivad põhjustada emakakaelavähki, kõrge riski tüübid, samal ajal kui madala riski HPV11 põhjustab limaskestade healoomuliste vohandite teket. 

			Tänapäeval on papilloomiviiruste nomenklatuurse klassifikatsiooni aluseks L1 geeni, mis kodeerib viiruse peamist kapsiidivalku, nukleotiidne järjestus. Kriteeriumid on iseenesest lihtsad: perekonna sees on L1- geenide järjestuste identsus suurem kui 60%; sama perekonda kuuluvate liikide vahel jääb see vahemikku 60–70%. Ühte liiki kuuluvad genotüübid on 71–89% ulatuses identsed ja ühte genotüüpi kuuluvate alltüüpide identsus jääb vahemikku 90–98%. Kui järjestuste identsus on üle 98%, on tegemist sama alltüübi erinevate variantidega. Kui selline klassifikatsioon kehtestati, siis hakati papilloomiviiruste perekondi tähistama kreeka tähtedega, nagu näiteks perekond Alphapapillomavirus. Praeguseks on uute papilloomiviiruste avastamine muutunud niivõrd aktiivseks, et kirjeldatud on juba sadu inimese papilloomiviiruse tüüpe (neist u 200 on ka ametlikult tunnustatud) ja hoomamata arvul erinevaid loomi nakatavaid papilloomiviiruseid. Lähtudes ülalpool toodud kriteeriumitest, kasvab papilloomiviiruste perekondade arv kiiresti, ulatudes 2020. aastal juba 53-ni. Perekonnad jaotuvad – praegu väga ebavõrdselt – kahte alamsugukonda:

			-Firstpapillomavirinae: 52 perekonda, ametlikult tunnustatud liike üle saja;

			-Secondpapillomavirinae: 1 perekond ühe liigiga. 

			Nagu ka paljudel muudel viirustel ei lähe papilloomiviiruste ajaloolised nimetused ja süstemaatilised liiginimed kokku. Liiginimed on papilloomiviirustel väga tehnilised, näiteks kuulub Firstpapillomavirinae alasugukonna perekonda Alphapapillomavirus 14 viiruste liiki, mille nimed on Alphapapillomavirus 1–14. See on üks põhjusi, miks sagedamini kasutatakse viiruste ajaloolisi nimetusi. Teadaolevalt nakatavad inimesi viide erinevasse perekonda kuuluvad papilloomiviirused. Need on järgmised:

			-Alphapapillomavirus, kuhu kuuluvad valdavalt limaskesti nakatavad papilloomiviirused;

			-Betapapillomavirus, kuhu kuuluvad naha papilloomiviirused;

			-Gammapapillomavirus, Nupapillomavirus ja Mupapillomavirus, mis kõik tekitavad tüükaid.

			Papilloomiviirused levivad kontaktnakkuse teel. Limaskestade papilloomiviirused, näiteks HPV16, levivad ka sugulisel teel. HPV-d on laialt levinud patogeenid, mille esinemissagedus seksuaalselt aktiivsetel noortel naistel võib olla 60–80%. Valdaval osal inimestel vabaneb organism immuunsüsteemi abil papilloomiviirusest umbes aasta möödudes pärast nakatumist. Alla 1%-l juhtudest võib nakkus kõrge riski tüüpi kuuluva HPV-ga viia emakakaela düsplaasiate tekkele. >99%-s emakakaelavähi koeproovides leidub HPV-de DNA-d; seega on kõik või peaaegu kõik emakakaelavähi juhtumid alguse saanud just HPV-nakkusest. Et kõrge riskiga papilloomiviiruste levik ei ole ühesugune, on umbes 70% emakakaelavähi juhtudest põhjustatud kas HPV16 või HPV18 poolt. Lisaks emakakaela düsplaasiatele on HPV-d seotud ka naha, päraku, tupe, kõri ning meestel peenise pahaloomuliste kasvajate tekkega. 

			HPV-nakkuse eest saab end kaitsta vaktsineerimisega. Immuniseerimisel tekivad viirusevastased neutraliseerivad antikehad, mis ei lase viirusel rakku siseneda. Vaktsineerida tuleb enne suguelu algust, et nakkusega kokkupuutumisel oleksid organismis HPV-vastased antikehad juba olemas. See tuleneb asjaolust, et vaktsiini kuuluvad HPV kapsiidivalgud, kuid mitte onkovalgud. Seetõttu on HPV-vaktsiinid profülaktilised, mitte terapeutilised. Tänapäeval on 13–15-aastaste tüdrukute HPV-vastane vaktsineerimine lülitatud paljude riikide, alates 2018. aastast ka Eesti vaktsineerimisprogrammidesse. Paljudes riikides vaktsineeritakse HPV vastu ka poisse.

			 

			Virion ja genoom

			Papilloomiviirustel on ümbriseta, 55-nm läbimõõduga ikosaeedrilise kujuga (T = 7) virionid (Joonis 285). Kapsiid koosneb 72 pentameersest kapsomeerist, mille põhikomponendiks on viiruse peamine kapsiidivalk L1, mis moodustab 80% virioni valkudest. Lisaks kuulub viiruse valkudest virioni ka minoorne kapsiidivalk L2. Papilloomiviiruste virionides paiknev dsDNA rõngasmolekul on assotsieerunud peremeesrakust pärit histoonidega ja tal on on kromatiini omaga sarnane struktuur. L1-valgu ekspresseerimisel putuka- või pärmirakkudes assambleeruvad L1 molekulid viiruselaadseteks partikliteks ehk VLP-deks (ingl virus like particle), mis oma välimuselt sarnanevad papilloomiviiruste virionidega. VLP-dega immuniseerimisel tekkivad antikehad kaitsevad organismi HPV-nakkuse eest, mistõttu nad on kasutusel HPV-vastase vaktsiinina.
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			Joonis 285. Papilloomiviiruse virioni 3D-struktuuri rekonstruktsioon (PDB ID 5KEP) (A) ja ehituse skeem (B).

			 

			Papilloomiviiruste rõngakujulise dsDNA-genoomi pikkus on u 8 kbp. Kõik selles leiduvad avatud lugemisraamid (ingl open reading frame; ORF) paiknevad ühes ahelas (Joonis 286). Genoomi suurus, üldine ülesehitus ja selle poolt kodeeritavate peamiste valkude funktsioonid on kõikidel papilloomiviirustel sarnased. Papilloomiviiruse genoomis paikneb 8–10 ORF-i, mida jagatakse varasteks (E; early) ja hilisteks (L; late) vastavalt nendes kodeeritud valkude ekspresseerimise ajale ja lugemisraamide asukohale genoomis. Genoomi varane piirkond kodeerib viiruse DNA replikatsiooniks (E1, E2) ja transkriptsiooniks (E2) vajalikke valke, samuti valke, mis on vajalikud peremeesraku aktiveerimiseks ja transformatsiooniks (E5, E6, E7). Hiliselt piirkonnalt ekspresseeritakse viiruse kapsiidivalgud L1 ja L2. Varaste ja hiliste ORF-ide vahel asub umbes 1000 aluspaari pikkune mittekodeeriv ala, mida kutsutakse kas LCR-iks (ingl long control region) või URR-iks (ingl upstream regulatory region). See piirkond sisaldab raku ja viiruse transkriptsioonifaktorite seondumissaite, viiruse promootoreid, DNA replikatsiooni alguspunkti (ori-lõik) ning viiruse genoomi rakus säilimiseks ja segregatsiooniks ehk tütarrakkude vahel jagunemiseks vajalikke järjestusi. 
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			Joonis 286. Papilloomiviiruse genoomi ehituse skeem. Nooled näitavad lugemisraamide paiknemise suunda. LCR – long control region.

			 

			Papilloomiviiruse paljunemise tsükli eripära: paljunemine diferentseeruvas epiteelkoes.

			Kõikide papilloomiviiruste replikatsioonitsükkel on tihedalt seotud viiruse peremeheks olevate epiteelirakkude diferentseerumisega (Joonis 287). Infektsioosseks nakkuseks peavad papilloomiviirused jõudma epiteelkoe jagunemisvõimelistesse basaalkihirakkudesse, sinna pääsevad nad naha- või limaskestavigastuste ja -haavandite kaudu. Rakku sisenemiseks seondub papilloomiviirus raku pinnal olevatele hepariinsulfaadi ja integriini molekulidele, see käivitab viiruse rakku sisenemiseks vajaliku retseptorist sõltuva endotsütoosi raja. Rakku sisenenud viiruse kapsiid lagundatakse ja vabanenud viiruse genoom liigub raku tuuma, kus algab viiruse varaste geenide ekspressioon. Geeniekspressiooni viib läbi peremeesraku RNA polümeraas II. Esimestena sünteesitakse varastelt mRNA-delt viirusvalgud E1 ja E2, mis käivitavad viiruse muude geenide ekspressiooni ja genoomi replikatsiooni (Joonis 288).
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			Joonis 287. Papilloomiviirusinfektsioon ja epiteelirakkude diferentseerumine on omavahel seotud: viiruse infektsioonitsükli kindlad etapid toimuvad erinevates rakukihtides; tõenäoliselt põhjustab epiteelirakkude diferentseerumine viirusinfektsiooni erinevate etappide käivitamise.

			 

			Papilloomiviiruse genoomi replikatsiooni viivad läbi peamiselt rakulised replikatsioonivalgud; viiruse enda valgud E1 ja E2 on vajalikud replikatsiooni alguspunkti määramiseks, sellele seondumiseks ja replikatsioonikomplekside toomiseks viiruse genoomile. Esimest etappi viirusinfektsioonis nimetatakse viiruse genoomi amplifikatsiooniliseks replikatsiooniks ja see leiab aset epiteelkoe basaalrakkudes (Joonis 287, 288). Nimetus „amplifikatsiooniline replikatsioon“ tuleneb asjaolust, et selle protsessi käigus toimub viiruse genoomi koopiaarvu suurendamine ühelt rakku sisenenud genoomi koopialt 50–400 koopiani raku kohta. Papilloomiviiruse genoomi replikatsioon toimub valdavalt rakutsükli G2-faasis, kui raku enda DNA replikatsioon on juba lõppenud. Viiruse genoomi massiline paljundamine, võrreldes raku enda genoomiga, ja viiruse transformeerivate geenide E6 ja E7 ekspressioon, mis soodustab raku jagunemist, viibki rakuliste vohandite tekkele. 
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			Joonis 288. A. Papilloomiviiruse replikatsioonitsükli skeem (selgitused tekstis). B. Papilloomiviirustel on segregatsiooni-funktsioon, mis tagab selle, et nakatunud rakust tekkivatesse tütarrakkudesse sattub enam-vähem võrdne hulk viiruse genoome, mis liiguvad taas rakkude tuumadesse.

			 

			Esialgsele amplifikatsioonile järgneb stabiilne DNA replikatsioon ehk papilloomiviiruse säilimise faas. Selles staadiumis toimub viiruse genoomi paljunemine sünkroonselt rakkude jagunemisega (Joonis 288). Latentse infektsiooni faasis paiknevad papilloomiviiruse genoomid jagunevate rakkude tuumades episoomi ehk plasmiidi kujul, spetsiifilist integreerumist raku DNA-sse papilloomiviirustel ei ole. Selle asemel kinnitavad viiruse episoomid ennast viirusvalgu E2 vahendusel peremeesraku kromosoomide külge. Viiruse genoomilt ekspresseeritakse ka varaseid viirusvalke E6 ja E7, mida nimetatakse ka papilloomiviiruse onkovalkudeks. E6 ja E7 aktiveerivad rakutsüklit ja aitavad hoida rakke jagunemas, tagades sellega viiruse pikaajalise säilimise rakkudes. 

			Kolmas staadium, nn vegetatiivne replikatsioon, leiab aset diferentseerunud keratinotsüütides. Selles staadiumis toimub uuesti viiruse genoomi kiire paljunemine, millele järgneb selle pakkimine virionidesse ja virionide vabanemine rakust (Joonis 288). Diferentseerunud rakkudes lülitatakse sisse viiruse hiliste geenide, L1 ja L2, ekspressioon (Joonis 287). Kapsiidivalkudest L1 ja L2 assambleeritakse viiruse kapsiid, sellesse pakitakse viiruse genoom ja valminud viirusosakesed vabanevad koos surnud rakkudega epiteeli pindmisest kihist. Et papilloomiviirused kasutavad enda paljundamiseks ära rakkudes toimuvat epiteelirakkude diferentseerumisprogrammi ja rakkude loomulikku surma, siis ei põhjusta papilloomiviirusnakkus ise rakkudes tsütotoksilisi efekte. Ka ei ole enamik papilloomiviirusnakkusi sümptomaatilised ega põhjusta kliinilisi kaebusi; lisaks sellele jäävad papilloomiviirused tavaliselt organismi immuunsüsteemi eest varjatuks. Selline olukord võib viia latentse nakkuse tekkeni, kus viirus püsib organismis pikka aega ja võib indutseerida rakulisi muutusi alles aastate möödudes. 

			Papilloomiviiruste replikatsiooni seotus epiteelirakkude diferentseerumisega raskendab nende viiruste uurimist labori tingimustes. Ajalooliselt on kõige rohkem uuritud BPV1-te, mille genoom paljuneb näriliste fibroblastides, võimaldades uurida viiruse transkriptsiooni ja DNA replikatsiooni molekulaarsel tasemel. Tänapäeval kasutatakse HPV-de uurimiseks ja nakkuse modelleerimiseks palju inimese primaarseid keratinotsüüte ja nn raft-kultuure. Raft-kultuuris ei kasva rakud ühel tasapinnal, vaid kolmemõõtmelise kultuurina. Seetõttu saab sellist kultuuri kasutada epiteelkoes toimuvate protsesside modelleerimiseks ja uurimiseks.

			 

			Papilloomiviiruste genoomi transkriptsioon ja E2-valk kui transkriptsiooni aktivaator

			Papilloomiviiruste varaste geenide transkriptsioon toimub nende geenide ees paiknevas LCR- alas asuvatelt varastelt promootoritelt. Ka hiliste geenide promootor paikneb LCR-regioonis, kuid enne vegetatiivse replikatsiooni algust pole see aktiivne. Seega on hiline promootor aktiivne vaid diferentseerunud keratinotsüütides, tagades sellega viiruse kapsiidivalkude sünteesi ainult nendes rakkudes. Nii varaste kui ka hiliste geenide järel asub polüadenüülimissait. Kasutades varaseid promootoreid ja alternatiivset splaissingut, transkribeeritakse üle 20 erineva varase mRNA (Joonis 289). Ka varaste geenide transkriptsiooni aktiveerivad enhanser-elemendid paiknevad LCR-piirkonnas; seal asuvad nii rakuliste transkriptsioonifaktorite kui ka viiruse enda poolt kodeeritud transkriptsioonifaktori E2 seondumissaidid. 
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			Joonis 289. Papilloomiviiruse geenide ekspressiooni skeem. Lihtsuse mõttes on genoomi kujutatud lineaarsena ja välja toodud vaid osa mRNA-sid ning nende ekspressiooniks kasutatavaid promootoreid. Varased ja hilised transkriptid on sama polaarsusega, kuid erinevad teineteisest nii promootori (vastavalt P97 ja P670), splaissingu mustri ja polü(A) saidi (terminaatori) kasutamise poolest.

			 

			Viirusvalk E2 on papilloomiviiruste regulaatorvalk, mis osaleb nii viiruse geenide ekspressioonis kui ka genoomi paljunemisel ja selle rakkudes säilimise tagamisel. E2-valk seondub spetsiifilistele DNA järjestustele viiruse genoomis ja reguleerib selle kaudu varaste geenide transkriptsiooni. E2-valku seondav sait on palindroom (pööratud kordusjärjestus) järjestusega ACCN6GGT; sellele järjestusele seondub E2-valk dimeerina. Sõltuvalt E2-valku siduvate saitide arvust, nende asukohast teiste promootori koostisesse kuuluvate järjestuste suhtes ja E2-valgu kontsentratsioonist rakus võib selline seondamissait olla nii transkriptsiooni aktivaator kui ka repressor. Lisaks täispikale E2-valgule, mis koosneb transkriptsiooni aktivatsiooni domeenist ja DNA-sidumise domeenist, ekspresseeritakse ka lühemaid E2-valke, mis sisaldavad ainult DNA-sidumise domeeni. Et E2-dimeeride moodustumine toimub läbi DNA sidumise domeeni, siis moodustuvad lisaks kahest täispikast E2 molekulist koosnevatele dimeerile ka heterodimeerid, mis koosnevad ühest täispikast E2-valgust ja ühest trankeeritud E2-valgu molekulist. E2-valkude moodustatud homo- ja heterodimeeride aktiivsused võivad olla erinevad, näiteks on heterodimeerid aktiivsed papilloomiviiruse DNA replikatsiooni initsiatsioonil ja selle kiirel paljundamisel peremeesrakus, kuid ei osale viiruse genoomi pikaajalisel säilimisel rakus ja latentsuse kujunemisel. LCR-is asuvad E2-valku siduvad saidid on vajalikud ka papilloomiviiruse genoomide säilimiseks rakus stabiilse replikatsiooni faasi jooksul. Viiruse genoomi säilimiseks jagunevates rakkudes seotakse viiruse genoomid viirusvalgu E2 ja rakuvalgu Brd4, mis seondub omakorda peremeesraku kromosoomides paiknevate histooni molekulidega, vahendusel peremeesraku kromatiini külge. Selline seondumine tagab viiruse genoomi võrdse jaotumine tütarrakkude vahel ning selle liikumise raku tuumadesse (Joonis 288B). 

			HPV onkovalkude ekspressioon on tavatingimustes kontrollitud viirusvalgu E2 poolt. E2-valk seondub E6- ja E7-geeni ees olevale promootorile sellisel viisil, et see seondumine represseerib nende geenide ekspressiooni. Kasvajarakkudes selline repressioon aga puudub, sest siis on HPV genoom integreerunud peremeesraku genoomi, kusjuures HPV DNA rõngasmolekul on harilikult katkenud just E2 ORF-i seest. Selle tulemusena ei ekspresseerita integreerunud DNA-lt E2-valku, mis kontrolliks onkovalkude ekspressiooni. NB! Integreerumine peremehe genoomi ei ole HPV replikatsiooniks vajalik, pigem on tegu juhusliku ja suhteliselt harva sündmusega. Peremeesraku genoomi integreerunud HPV järjestusest ei ole enam võimalik vabaneda, see jaguneb koos raku kromosoomidega ja ekspresseerib pidevalt viiruse onkovalke (Joonis 290). Selline olukord võib viia rakkude kontrollimatule jagunemisele ja panna aluse pahaloomuliste kasvajate tekkele. 

			Papilloomiviiruse DNA replikatsioonikompleks ja E1-valk

			LCR-is asuv viiruse DNA replikatsiooni alguspunkt (ori-lõik) koosneb viiruse E2- ja E1-valkude seondumissaitidest ning nende läheduses paiknevast A/T nukleotiidijääkiderikkast piirkonnast. E2-valk, mis seondub DNA-le kõrge afiinsusega, aitab replikatsioon algussaidile laadida E1-valgu molekule. See on vajalik, sest E1-valk ise seondab DNA-d suhteliselt nõrgalt ega ole seetõttu võimeline üksi replikatsiooni initsieerima. Pärast piisava arvu E1-valgu molekulide ori-lõigule laadimist vabaneb E2.valk kompleksist ja edasisel replikatsioonil ei osale. Ori-lõigul moodustuvad E1-valgu heksameersed vormid, millel on DNA helikaasne aktiivsus. Sellega kaasneb ori-lõigu lahtihargnemine, üheahelalise regiooni laienemine ning DNA replikatsioonikahvlite moodustamine. E1-valk toimib replikatsioonikahvlis DNA-helikaasina ja toob viiruse replikatsiooni ori-lõigule kohale ka raku DNA replikatsioonikompleksi, sealhulgas primaasi, mis vastutab viiruse genoomi paljundamise eest. 

			Esialgu toimub papilloomiviiruse genoomi replikatsioon valdavalt theta-mudeli järgi, kus kaks replikatsiooni alguspunktis moodustunud replikatsioonikompleksi liiguvad mööda kaheahelalist DNA rõngasmolekuli teineteisest eemale või, kuna genoom on rõngas, samal ajal ka teineteise suunas (theta-replikatsiooni skeemi vaata joonisel 284, ptk II.38). Väga kõrgetel E1-valgu kontsentratsioonidel võib tekkida olukord, kus replikatsiooni initsiatsioonide arv on väga suur ja replikatsiooni kahvlid ei jõua enne uue initsieerimise toimumist eelmist protsessi lõpetada. Sellisel juhul tekivad PV-genoomi fragmendid, mis võivad indutseerida peremeesraku genoomis kaheahelalisi DNA katkeid ning põhjustada kromosoomide ebastabiilsust. Hilisemas infektsioonis replikatsiooni skeem muutub, replikatsiooni initsieerimine toimub nüüd peamiselt rekombinatsiooni teel. See pole papilloomiviirustele ainuomane, seesugune käitumine on iseloomulik ka paljudele teistele DNA genoomiga viirustele: klassikaliseks näiteks on bakteriofaag T4 (ptk II.5), sama teevad ka taimede geminiviirused (ptk II.34). Selline replikatsiooniskeemi muutumine toob kaasa rõngakujuliste genoomide multimeeride moodustamise. On ka arvatud, et vegetatiivses replikatsioonis võivad papilloomiviirused kasutada ka veereva rõnga replikatsiooni mudelit, kuid see ei pruugi vastata tõele. On võimalik, et genoomide multimeeride tekkimine on üks võimalusi, kuidas viirus tagab piisavalt efektiivse genoomi replikatsiooni diferentseerunud rakkudes, milles raku enda DNA replikatsiooni enam ei toimu. 

			 

			Papilloomiviiruste transformeerivad omadused 

			Papilloomiviirused ekspresseerivad kolme valku – E5, E6 ja E7 –, millel on rakke transformeerivad omadused. Sellise omaduse bioloogiline mõte – tähtsus viirusele – seisneb viiruse replikatsiooniks vajalike tingimuste loomises rakus. Selle poolest sarnanevad papilloomiviirused gemini-, nano-, polüoomi- ja adenoviirustega (ptk-d II.34, 35, 38 ja 40): kõik need viirused vajavad oma genoomi replikatsiooniks raku valke, mida G0-faasis paiknevates puhkavates rakkudes viirusele vajalikes hulkades lihtsalt ei leidu. Seega on transformeerivate valkude funktsiooniks sundida nakatunud rakku ühel ja/või teisel viisil rakutsüklit aktiveerima. Et siin on palju võimalusi, ei ole kõikide papilloomiviiruste onkovalkude funktsioonid identsed ja ka nende tähtsus erinevate viiruste jaoks varieerub suurel määral. Näiteks on BPV-l, mis on võimeline transformeerima näriliste fibroblaste, peamiseks transformeerivaks valguks E5. BPV E5-valk on membraaniseoseline valk, mis aktiveerib rakulisi kasvufaktoreid EGF (epithelial growth factor) ja PDGF (platelet-derived growth factor) seondavaid retseptoreid ning stimuleerib selle kaudu rakkude jagunemist. Üldjuhul ei toimu BPV-1 poolt tekitatud kasvajarakkudes viiruse genoomi integreerumist raku DNA-sse; viiruse genoomid püsivad ka kasvajarakkudes episoomide kujul.

			Kuigi ka HPV-del on E5-valk, on andmed selle valgu transformeerivate omaduste kohta vasturääkivad. Kindlasti on selge, et HPV-de puhul on põhilised transformeerivad valgud hoopis E6- ja E7-valgud (Joonis 290). Mõlematel nendel valkudel on suur hulk toimemehhanisme, millest olulisemad on järgmised. Onkovalk E7 seondub raku RB1- valguga ja temaga sarnanevate valkudega (nt RBL1 ja RBL2). Nagu ka polüoomiviiruse LTag- ja adenoviiruse E1A-valkude puhul toob ka E7-valgu seondumine RB1-valguga kaasa E2F transkriptsioonifaktorite vabanemise ja liikumise rakutuuma, kus nad aktiveerivad rakutsüklit aktiveerivate geenide transkriptsiooni (Joonis 290). Selle tulemuseks on nakatunud raku sisenemine rakutsükli S-faasi, kus toimub DNA replikatsioon. Seega hoiab E7-valgu kõrge ekspressioonitase rakud pidevas jagunemises ja takistab nende väljumist rakutsüklist. On näidatud, et kõrge ja madala riskiga HPV-de peamine erinevus seisnebki E7-valkude ekspressioonis ja nende omadustes. Rakutsüklit suudavad küll aktiveerida kõik HPV-d, kuid kõrge riskiga HPV-d teevad seda oluliselt efektiivsemat. 

			Rakutsükli kontrollimatu aktivatsioon on midagi sellist, mida rakud endale lubada ei saa. Seetõttu toob see kaasa mitmete kaitsemehhanismide sisselülitumise, mille üheks tagajärjeks on p53-tuumorisupressorvalgu stabiliseerumine, millega kaasneb tema kontsentratsiooni tõus. p53-valgu olemasolu rakus on vajalik raku kaitsmiseks DNA kahjustuste eest. p53 inhibeerib ka kasvajate teket, peatades DNA kahjustuste korral rakutsükli või, kui DNA kahjustusi ei suudeta kõrvaldada, suunates rakud apoptoosi. Viirusvalk E6 seondub raku p53-valguga ja suunab selle ubikvitiinist sõltuvale proteolüütilisele lagundamisele (Joonis 290). Sellisel viisil väldivad HPV-d p53 vahendatud rakutsükli seiskamist ja/või nakatatud rakkude apoptoosi minekut. 
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			Joonis 290. HPV-onkovalkude omadused toovad kaasa rakutsükli aktiveerimise (E7-valk) ja seda kontrolliva (takistava) p53-valgu lagundamise (E6-valk). Need protsessid on ette nähtud soodsate tingimuste loomiseks viiruse genoomi replikatsiooniks, kuid viiruse DNA peremehe genoomi integreerumise korral võivad need viia pahaloomuliste kasvajate tekkimisele.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on papilloomiviiruste virionid ja nende viiruste genoomi organisatsioon? 

			2.Kuidas on papilloomiviiruste infektsioonitsükkel seotud epiteelrakkude diferentseerumisega?

			3.Kuidas toimub papilloomiviiruste geeniekspressioon ja kuidas reguleerivad seda E2- valgud?

			4.Kuidas toimub papilloomiviiruste genoomi replikatsioon ja segregatsioon?

			5.Millised on papilloomiviiruste onkovalgud ja kuidas toimub kasvajate tekitamine papilloomiviiruste poolt?

			 

		

	
		
			II.40. ADENOVIIRUSED – SUGUKOND ADENOVIRIDAE

			Reet Kurg

			Kokkuvõte

			Adenoviirused on laialt levinud selgroogseid loomi, sealhulgas inimesi, nakatavad viirused. Adenoviirustel on ümbriseta ikosaeedrilised virionid, mille koostisesse kuulub kümmekond viiruse poolt kodeeritud valku. Peamised nendest on hekson ja penton, mis moodustavad virioni karkassi, ja fiibervalk, mis on antiretseptor. Adenoviiruse genoom on lineaarne dsDNA pikkusega u 35 kbp. Genoomi mõlema ahela 5’-otsa külge kinnitub kovalentse sidemega terminaalne valk. Genoomi otstes paiknevad umbes 150 bp pikkused inverteeritud korduvjärjestused, mis sisaldavad replikatsiooni ori-lõike. Geenid paiknevad mõlemas DNA-ahelas ja on grupeeritud transkriptsiooniühikuteks. Adenoviirused replitseeruvad raku tuumas. Genoomi transkriptsiooni teostavad raku RNA polümeraasid. Viiruse varased valgud aktiveerivad nii ülejäänud viiruse geenide ekspressiooni kui ka peremeesraku rakutsüklit, seda tehakse raku RB1- ja p53-valke mõjutades. Genoomi replikatsiooniks vajaliku DNA polümeraasi kodeerib adenoviirus ise, replikatsioon käivitatakse valkpraimeri abil ja DNA süntees toimub algse ahela väljatõrjumisega. Väljatõrjutud ssDNA-ahela otstes paiknevad korduvjärjestused paarduvad, moodustades uue kaheahelise replikatsiooni ori-lõigu, sellelt initsieeritud replikatsiooni käigus sünteesitakse uus dsDNA genoom. Hilised geenid ekpresseeritakse ühelt ja samalt promootorilt, erinevad mRNA-d saadakse alternatiivse splaissingu abil. Virionide moodustamine algab prokapsiidi moodustamisest, sellele järgneb genoomi pakkimine. Virionid vabanevad rakkude purunedes.

			 

			Adenoviirused avastati ja kultiveeriti esmakordselt 1953. aastal inimese adenoididest; sellest said nad ka oma nime. Nüüdseks on selgunud, et adenoviirused on laialt levinud, nad võivad tekitada inimestel ülemiste hingamisteede infektsioone. Adenoviiruste virionid on väliskeskkonnas stabiilsed ja levivad piisknakkuse teel, kuid võivad levida ka käte ja inimeste poolt kasutatud asjade vahendusel. Adenoviiruste uurimine muutus väga intensiivseks, kui avastati, et mõned inimese adenoviirused võivad vastsündinud hamstril tekitada pahaloomulisi kasvajaid. Siiski ei ole käesoleva ajani leitud mingeid veenvaid tõendeid, et adenoviirused oleksid seotud ka inimestel esinevate vähkkasvajatega. Adenoviirused on ajalooliselt olnud olulised molekulaarbioloogia uurimisobjektid ja -mudelid, nende abil avastati näiteks mRNA splaissing, intronid ja raku E2F transkriptsioonifaktorid. Tänapäeval on adenoviirused kasutusel geeniülekande vektoritena ja moodsate rekombinantsete vaktsiinikandidaatide, seal hulgas mitmed SARS-CoV-2 vaktsiinid/vaktsiinikandidaadid, koostisosana.

			Adenoviirused on väga liigispetsiifilised ja nakatavad vaid konkreetset peremeesorganismi. Adenoviiruseid on leitud kaladelt, kahepaiksetelt, roomajatelt, lindudelt ja imetajatelt. Nagu tänapäeval tavaline, on adenoviiruste puhul kasutusel raskesti arusaadav segu viiruste ajaloolistest nimetustest ja mõistetest (nt serogrupid, -tüübid) ning uutest taksonoomilistest liiginimetustest. Ka pole kahtlust, et aja jooksul muutub see oluliselt. Praeguse (2020. a) seisuga kuulub sugukond Adenoviridae seltsi Rowavirales (klass Tectiliviricetes, hõimkond Preplasmiviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria). Sugukonda kuulub 80 tunnustatud viiruste liigi, mis jagunevad viie perekonna vahel. Need on Mastadenovirus (perekonna tüüpesindajaks on Human mastadenovirus C), mille esindajad nakatavad imetajaid; Aviaadenovirus, mille esindajad nakatavad linde; Atadenovirus, mille esindajad nakatavad roomajaid, linde ja kukkurloomi; Siadenovirus, mille esindajad nakatavad roomajaid ja linde ning Ichtadenovirus, mille ainus teadaolev esindaja nakatab tuurakalu. 

			Inimesi nakatab seitse tunnustatud adenoviiruse liiki, mille liiginimetused on Human mastadenovirus A, -B, -C, -D, -E, -F ja -G. Praktikas kasutatakse neid nimetusi harva, levinum on adenoviiruste ajalooline jagamine serotüüpideks, mida eristatakse vastavalt nende võimele reageerida monoklonaalsete antikehadega. Praeguseks on isoleeritud ligi 60 inimese adenoviiruse serotüüpi, mida grupeeritakse serogruppideks (osa neist vastavad tunnustatud adenoviiruse liikidele, teised mitte). Hingamisteede infektsioone tekitavad adenoviiruse liigid A, B, C, D ja E. Enim uuritud adenoviirusteks on serogruppi C (Human mastadenovirus C) kuuluvad serotüübid 2 ja 5, mida sageli tähistatakse kui Ad2 ja Ad5. 

			 

			Virion ja genoom

			Adenoviirustel on ümbriseta, ikosaeedrilise kujuga (diameeter 90–100 nm) virionid, mis koosnevad välimisest kapsiidist ja DNA-d sisaldavast südamikust (Joonis 291). Virioni kuulub kokku kümmekond erinevat viiruse poolt kodeeritud valku. Kapsiid koosneb 252 allühikust, millest 240 nimetatakse hekson’iteks ja mis paiknevad virioni külgedel, ning 12 penton’iteks, mis paiknevad ikosaeedri tippudes. Igale pentonile kinnitub üks fiiber, mis on viiruse antiretseptoriks ning mille abil toimub virioni esmane interaktsioon peremeesrakuga. Kapsiidi sees oleva viiruse DNA-ga, mida ümbritsevad mitmed kapsiidivalgud (V, VII), on kovalentselt seotud kaks koopiat terminaalset valku (TP).
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			Joonis 291. Adenoviiruse virioni 3D-struktuuri rekonstruktsioon (PDB ID 6BIT) (A) ja ehituse skeem (B).

			 

			Adenoviiruse genoomiks on lineaarne dsDNA pikkusega 26–48 (enamasti 35–38) kbp. Viirusele on väga olulised genoomi otstes asuvad 40–160 bp pikkused inverteeritud (pöörd)kordusjärjestused (ITR-id): need sisaldavad replikatsiooni ori-lõike ning on vajalikud genoomi replikatsiooniks. Mõlema DNA-ahela 5’-otsa külge on kovalentse sidemega kinnitunud terminaalne TP-valk (Joonis 292). Viiruse DNA-d ja TP-valku ühendab fosfodiesterside, mis on moodustunud DNA 5’-nukleotiidi ja TP-valgus paikneva seriinijäägi hüdroksüülrühma vahel. 
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			Joonis 292. Inimese adenoviiruse genoomi ehituse skeem. Näidatud on kordusjärjestuste (ITR), terminaalse valgu (TP), transkriptsiooniühikute ja esimestena aktiveeritavate promootorite (nooled) paiknemine. Genoomi all on toodud viiruse geeniekspressiooni skeem.

			 

			Kõigi adenoviiruste genoomide ülesehitus on üldjoontes sarnane. Inimese adenoviiruste genoomis paikneb viis varast transkriptsiooniühikut (E1A, E1B, E2, E3 ja E4), neli hilisvarast transkriptsiooniühikut (IX, IVa2, L4 vahepealne ja E2 hiline, viimast kahte pole joonisel 292 näidatud) ja üks hiline (L) transkriptsiooniühik. Transkriptsiooniühikuid on mõlemas DNA-ahelas ja igaühte nendest kuulub mitu funktsionaalselt seotud geeni. millele vastavate mRNA-de tootmiseks kasutatakse erinevaid polü(A) saite ja alternatiivset splaissingut. Nii sünteesitakse hiliselt transkripsiooniühikult alternatiivse splaissingu abil viis klassi hiliseid mRNAsid (L1–L5, kokku vähemalt 18 erinevat mRNA-d). Kõikide ülalnimetatud ühikute transkriptsioon toimub raku RNA polümeraas II abil. Primaate nakatavate adenoviiruste genoomis leidub ka nn VA- (ingl virus associated) geene (Joonis 292), mida transkribeerib raku RNA polümeraas III. 

			Adenoviiruse geenid on organiseeritud transkriptsiooniühikutesse vastavalt nende funktsioonidele ja ekspressiooniajale rakus. Varaste transkriptsiooniühikute produktid on vajalikud peremeesraku viiruse poolseks aktiveerimiseks ning viiruse DNA replikatsiooniks; hilise transkriptsiooniühiku produktid on seevastu vajalikud virionide moodustamiseks ja rakust vabanemiseks. Ajas vaadatuna kulgeb transkriptsioon genoomi otstest genoomi siseosade suunas: esimesena transkribeeritakse genoomi vasakus otsas asuvad E1A- ja genoomi paremas otsas asuvad E4- geenid (Joonis 292). E1A-ühiku järel paikneva E1B- ühiku transkribeerimiseks on vajalik E1A-geeni nn läbilugemine, sellest tulenevalt saab E1B transkriptsioon toimuda alles pärast E1A transkriptsiooni. Geenide grupeerimine annab adenoviirusele võimaluse kasutada ühte transkriptsiooni regulatsiooni elementi paljude ühel ja samal ajal vajaminevate geeniproduktide tootmiseks. Eriti selgeks näiteks on siin adenoviiruse hilised geenid, mis kõik ekspresseritakse alternatiivse splaissinguga ühelt ja samalt hiliselt promootorilt (ingl major late promoter, MLP). Splaissinguga moodustub kõikidele hilistele mRNA-dele ühesugune kolmeosaline liider-järjestus (tripartite leader). Nagu dsDNA-genoomiga viiruste puhul tavaline, on MLP enne DNA replikatsiooni algust väheaktiivne ja aktiveeritakse hilises faasis pärast DNA replikatsiooni käivitamist rohkem kui sajakordselt. 

			 

			Viiruse replikatsioonitsükkel ja geeniekspressioon

			Adenoviiruse paljunemistsükli (Joonis 293), mis kestab kokku 20–24 tundi, saab jagada varaseks ja hiliseks faasiks. Infektsiooni varane faas algab viiruse rakku sisenemisega ja lõpeb viiruse genoomi replikatsiooni käivitumisega. Viiruse DNA replikatsiooni käivitumisega algab hiline faas, mis lõpeb raku surmaga ja umbes 10 000 uue viirusosakese vabanemisega rakust. 

			Rakku sisenemisel on esimeseks etapiks adenoviiruse fiibervalgu (antiretseptori) seondumine peremeesraku retseptorile. Inimese adenoviirustest kasutavad B-serogrupi viirused retseptorina CD46-valku, samal ajal kui ülejäänud (A, C, D, E, F ja G serogrupid) inimese adenoviirused seonduvad CAR- (ingl coxsackievirus adenovirus receptor) retseptorile. Rakku sisenemiseks on oluline ka retseptori seondumisele järgnev interaktsioon virioni pentonvalgu ja raku integriinide (adenoviiruse abiretseptor) vahel; see käivitab virioni rakku sisenemise klatriinist sõltuva endotsütoosi teel. Endosoomidest väljub adenoviirus protsessi abil, mida nimetatakse endosoomide lüüsimiseks ja mille toimumiseks on oluline virionis paiknev valk VI.. Vironid sisenevad tsütoplasmasse ja sealt edasi transporditakse nad mööda raku mikrotorukesi rakutuuma. Kogu seondumis- ja sisenemisprotsessiga kaasneb virionide järkjärguline lahtipakkimine; DNA lõplik vabanemine kapsiidivalkudest toimub tuumapooris. Kõik need protsessid on kiired ja umbes kaks tundi pärast rakule seondumist on viiruse DNA juba heksonvalkudest vabanenud ja asub rakutuumas. Edasi seonduvad adenoviiruse DNA-ga raku histoonid, viiruse genoom ankurdatakse TP-valgu abil tuumamaatriksi külge ja käivitub varaste geenide transkriptsioon. 
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			Joonis 293. Adenoviiruse infektsioonitsükli skeem (seletused tekstis).

			 

			Erinevate dsDNA-genoomiga viiruste poolt kodeeritud varaste valkude hulk varieerub suurel määral; sellele vaatamata on nende valkude ülesanded enamasti sarnased. Nii on ka adenoviiruse varaste geenide produktid vajalikud selleks, et luua optimaalsed tingimused viiruse genoomi replikatsiooniks. Selleks sunnitakse peremeesrakku sisenema rakutsükli S-faasi ja sünteesitakse viirusespetsiifiline osa DNA replikatsiooniks vajalikest valkudest. Lisaks viiruse geneetilise materjali paljundamisele osalevad adenoviiruse varased valgud ka peremeesraku elutegevuse ümberkorraldamisel. Näiteks kaitsevad nad nakatunud rakku viiruse seisukohast vaadatuna enneaegse apoptoosi ja organismi kaitsesüsteemide eest ning suruvad maha geeniekspressiooni, inhibeerides raku mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse. Adenoviiruste geenide transkriptsiooni käivitamiseks ja geeniekspressiooni koordineerimiseks on vajalikud transkriptsiooniühik E1A-lt poolt kodeeritud valgud, mida nimetatakse ka vahetult varasteks (või otseselt varasteks) valkudeks. E1A-valke on adenoviirustel 2–3 ja nende funktsioonid osaliselt kattuvad: tegemist on omapäraste transkriptsiooni aktivaatoritega. Erinevalt näiteks papilloomiviiruste E2-valgust (ptk II.39) ei seondu E1A-valgud ise otseselt DNA-le. Selle asemel inerakteeruvad nad mitmete rakuliste transkriptsioonifaktoritega ja modifitseerivad nende funktsioone. Adenoviiruse varased geenid jäävad aktiivseks ka hilises infektsioonifaasis, ehkki nende aktiivsus mõnevõrra langeb. Selle languse eest vastutavad negatiivse tagasisidemega mehhanismid; näiteks represseerivad E1A-valgud enhanserit, mis reguleerib E1A ühiku transkriptsiooni. 

			Adenoviiruse genoomi replikatsioon algab umbes 5–8 tundi pärast viiruse sisenemist rakku ja kestab nakatatud rakkude surmani. Viiruse DNA replikatsiooni toimumiseks on vajalik E2 transkriptsiooniühiku produktide, DNA polümeraasi, terminaalse valgu eelvalgu ja ssDNA-d siduva valgu kogunemine rakus. Koos DNA replikatsiooniga aktiveeritakse ka hiliste geenide ekspressioon, mille tulemusena sünteesitakse adenoviiruse struktuurivalgud. Esimeseks etapiks adenoviiruse virioni moodustumisel on trimeerse heksoni, pentoni ja fiibri struktuuride kokkupanek; need protsessid toimuvad tsütoplasmas pärast vastavate monomeeride sünteesi. Moodustunud kapsomeerid transporditakse tuuma, kus moodustub viiruse partikkel. Adenoviirustel pannakse alguses kokku tühi prokapsiid, millesse hiljem transporditakse DNA molekul, kasutades selleks adenoviiruse genoomi vasakus otsas paiknevat pakkimisignaali. DNA pakkimine kapsiidi algabki genoomi vasakust otsast ja selles osaleb hiline valk L1. Küpse virioni kapsiid moodustub ainult DNA juuresolekul. Virionide vabanemiseks rakust on vajalik raku tsütoskeleti lõhkumine ja rakkude purunemine (Joonis 293), mille eest vastutab adenoviiruse E3- (ingl adenovirus death protein) valk.

			Adenoviiruste paljunemise ajal toimub peremeesraku valgusünteesi mahasurumine viiruse poolt, mis võimaldab eelistatult transleerida viiruse enda valke. Mahasurumine toimub mitmel tasandil. Raku RNA polümeraase adenoviirus ei inaktiveeri, sest vajab neid oma geenide transkriptsiooniks. Selle asemel blokeeritakse viiruse hiliste mRNA-de sünteesi faasis raku mRNA-de transport tuumast tsütoplasmasse. Selle eest vastutavad viiruse E1B-55kDa ja E4orf6 valgud. Lisaks mRNA-de transpordi blokeerimisele toimub ka peremeesraku mRNA-de väljatõrjumine polüsoomidelt. Peremeesraku mRNA-de translatsiooni blokeerimiseks inaktiveeritakse defosforüülimise kaudu raku translatsioonifaktor eIF-4E, mis on eIF-4F kompleksi cap-struktuuri siduv allühik. Adenoviiruse enda hilised mRNA-d ei vaja translatsiooniks eIF-4F osalust, sest neil kõigil on mRNA 5’-otsas 201 b pikkune kolmeosaline liiderjärjestus (ingl tripartite leader), mis võimaldab adenoviiruse hiliste valkude translatsiooni ribosoomide möödajuhtimis- ehk šuntimis (ingl ribosomal shunting) mehhanismi abil. Selles protsessis osaleb adenoviiruse L4-100kDa-valk mis vahendab modifitseeritud eIF-4F-kompleksi seondumist kolmeosalist liiderjärjestust sisaldavatele mRNA-dele ja soodustab šuntimise toimumist.

			 

			Adenoviiruse E1A-valgud

			E1A poolt kodeeritud valgud ei seonda DNA-d. Selle asemel seondavad nad raku transkriptsiooni aktivaatoreid ja repressoreid, mis omakorda seonduvad nii viiruse kui ka raku geenide ees paiknevatele promootor- ja enhanserelementidele. Sellise mehhanismi abil reguleerivad E1A-valgud nende geenide aktiivsust. Samas võib aktiveerimine olla ka keerulisem. Üheks näiteks selle kohta on E1A-valkude sidumine raku RB1 ja teistele sellesse perekonna kuuluvatele valkudele. Nagu oleme seda juba näinud polüoomi- ja papilloomi, samuti gemini- ja nanoviiruste (ptk-d II.34, 35, 38 ja 39) puhul, toob selline seondamine kaasa E2F-perekonna transkriptsioonifaktorite vabanemise ja aktiveerumise. Selle üheks tulemuseks on nende faktorite liikumine raku tuuma, kus nad aktiveerivad rakutsükli S-faasi käivitavate geenide transkriptsiooni, suunates sellega rakud viiruse DNA sünteesiks sobivasse rakutsükli faasi. Adenoviiruse puhul on E2F-faktorite vabanemisel teinegi tähtis roll – nad aktiveerivad ka viiruse E2 transkriptsiooniühikult toimuvat mRNA sünteesi (Joonis 294). Tegelikult oli just see nende valkude esimeseks tuntud funktsiooniks ja on siiani jäänud püsima nende valkude nimetuses: E2F = adenoviiruse E2-geene aktiveeriv faktor.
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			Joonis 294. RB1-valgu sidumine adenoviiruse E1A-valgu poolt vabastab E2F transkriptsioonifaktorid, mis käivitavad nii viiruse E2-geenide kui ka peremehe geenide, mille produktid aktiveerivad rakutsüklit, transkriptsiooni. Normaalselt leiaks viimane aset tsükliinist sõltuvate kinaaside poolt läbiviidava RB1-valgu fosforüülimise tulemusena.

			 

			E1A-valkude toime soovimatuks tagajärjeks on p53-valgu sisalduse suurenemine rakus. Normaalses olukorras tooks see kaasa rakutsükli peatamise või, kui see ei õnnestu, rakkude apoptoosi. Adenoviirusega nakatunud rakkudes seda üldjuhul aga ei juhtu, sest ka adenoviirustel on mehhanismid enneaegse rakkude apoptoosi vältimiseks. Selleks kasutatakse E1B-transkriptsioonühiku poolt kodeeritud valke, mille ülesandeks on maha suruda nii p53-st sõltuvat kui ka p53-st sõltumatut apoptoosi. Sarnaselt polüoomiviiruste LTag-ga (ptk II.38) seob adenoviiruse E1B-55kDa valk p53 ja inaktiveerib seda; teine sama transkriptsiooniühiku valk (E1B-19kDa) on aga raku apoptoosi inhibeeriva Bcl2-valgu sarnane. Arvestades sellist rakutsüklit aktiveerivate/apoptoosi takistavate omaduste kombinatsiooni, pole üllatav, et adenoviirused on onkogeensed. Kõik inimese adenoviirused transformeerivad näriliste koekultuuri rakke ja on näidatud, et selle eest vastutavad E1A ja E1B transkriptsiooniühikute geenid. Tõsi, närilistel tekitavad kasvajaid vaid vähesed adenoviirused, näiteks A-serogruppi kuuluv Ad12. Vähemalt osaliselt tuleneb võime kasvajaid tekitada / mitte tekitada erinevate adenoviiruste E1A-valkude omadustest: 

			-mitteonkogeensete adenoviiruste (nt Ad5) E1A-valk on CTL-de sihtmärgiks;

			-onkogeense Ad12 E1A-valk surub maha MHC-1 valke kodeerivate geenide ekspressiooni takistades nakatunud raku äratundmist CTL-ide poolt. 

			 

			Adenoviiruse DNA replikatsioon 

			Adenoviiruste replikatsiooni alguspunktideks (ori-lõikudeks) on genoomi otstes paiknevad inverteeritud kordusjärjestused (Joonis 292, 295). DNA replikatsiooniks vajavad adenoviirused nii raku kui ka viiruse enda poolt kodeeritavaid valke. Viiruse valkudest on vajalikud kolm varase transkriptsiooniühiku E2 valku: viiruse DNA polümeraas, ssDNA-d siduv valk ja TP eel-valk pTP. pTP on replikatsioonil praimeriks ja replikatsiooni initsieerimine toimub järgmiselt: 

			-pTP moodustab kompleksi adenoviiruse DNA polümeraasiga ja seondub replikatsiooni ori-lõigule (Joonis 295).

			-pTP sulatab lahti genoomi otsas paikneva dsDNA lõigu, see võimaldab polümeraasil seonduda. 

			-Polümeraas sünteesib praimeri: pTP-valgule liidetakse kovalentse sidemega C-nukleotiidi jääk. 
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			Joonis 295. Adenoviiruse DNA replikatsiooni skeem (selgitused tekstis). Replikatsioon võib alata ka genoomi paremas otsas paiknevalt ori-lõigult või mõlemast genoomi otsast korraga. Näidatud on viiruse poolt kodeeritud genoomi replikatsioonis osalevad valgud. TP – terminal proteiin. Reaalselt toimib praimerina TP eelvalk pTP; valmis TP tekib virionide moodustamise käigus asetleidva proteolüüsi tulemusel.

			 

			Replikatsiooni initsieerimisel osaleb veel viiruse ssDNA-d siduv valk (Joonis 295) ja seda soodustavad kaks peremeesraku valku – NFI (ingl nuclear factor I) ja NFIII (ingl nuclear factor III), mis seonduvad replikatsiooni ori-lõigule ja seovad vastavalt viiruse DNA polümeraasi ja pTP valku.

			Adenoviiruse DNA süntees toimub kahes etapis. Replikatsiooni käigus toimub ainult juhtiva ahela süntees ja see on poolkonservatiivne: sünteesitud uus DNA-ahel paardub algse DNA-ahelaga. Esimeses etapis algatatakse replikatsioon ühelt genoomi otsalt ja sünteesitakse korraga terve uus DNA-ahel. DNA sünteesi eest vastutab viiruse DNA polümeraas, viiruse ssDNA-d siduva valgu ülesandeks on väljatõrjutava vanem-ahela sidumine ja stabiliseerimine (Joonis 295). Lisaks osaleb sünteesitava ahela elongatsioonil ka peremeesraku valk NFII (ingl nuclear factor II), millel on topoisomeraasne aktiivsus ja mis on vajalik replikatsiooni käigus tekkivate pikkade DNA molekulide superspiraliseerunud oleku lahtikeeramiseks. Seega moodustub replikatsiooni esimese etapi tulemusena uus DNA dupleks, kuhu kuulub üks vanemahelatest ja vastsünteesitud DNA-ahel ning vabaneb teine vanemahel (Joonis 295). Replikatsiooni teises etapis toimub algselt väljatõrjutud üheahelalisele DNA-le komplementaarse ahela süntees. Selleks on vajalik tsirkulaarse DNA molekuli, nn panni struktuuri moodustamine. Selleks on olulised DNA otstes paiknevad inverteeritud kordusjärjestused, mis on teineteise suhtes komplementaarsed ja paarduvad omavahel. Nii moodustatakse uus ori-lõigu struktuur, millelt initsieeritakse uue DNA-ahela süntees (Joonis 295). 

			Kokkuvõetuna on adenoviiruse replikatsiooni süsteem väga lihtne, replikatsioon toimub multimeerseid genoome moodustamata. Genoomi 3’–otste duplitseerimise probleem on lahendatud valk-praimeri kasutamise abil. Kuigi selline replikatsiooniskeem on inimesi nakatavate viiruste hulgas unikaalne, on see kasutusel ka muude viiruste puhul. Nendest tähelepanuväärseimad on baktereid nakatavad tectiviirused (ptk II.6), millel on ka teisi adenoviiruse omaga sarnaseid omadusi (nt virionide ehitus) ja mis seetõttu kuuluvad adenoviirustega samasse viiruste klassi Tectiliviricetes.

			 

			Adenoviiruse vastasmõjud peremeesraku kaitsesüsteemiga

			Viiruste maailmas on tavaline, et mida suurem ja keerulisema ehitusega viirus on, seda mitmekülgsemad ja keerulisemad on ka tema interaktsioonid peremehega. See ei tähenda muidugi seda, et väikeste viiruste interaktsioonid peremehega oleksid lihtsad: kaugeltki mitte! Suurematel viirustel on siiski rohkem valke ja ka muid geeniprodukte, mis sellistes interaktsioonides osalevad. Sellise mitmekesisuse tüüpiliseks tulemuseks on interaktsioonide paindlikkus, mis võimaldab viirusel väga erinevates tingimustes hakkama saada. Näiteks on adenoviirused võimelised püsima aastaid oma peremeesorganismi rakkudes, tõenäoliselt perifeersetes lümfotsüütides. Püsiv nakkus on võimalik tänu viirusepoolsetele vastumeetmetele, mida ta raku ja organismi kaitsesüsteemidega võitlemisel kasutab. Kuna need interaktsioonid on adenoviirusel mitmekesised, toome siin nende kohta vaid mõned näited.

			Peremeesorganismi üheks esmaseks vastuseks viirusinfektsioonile on TNF (ingl tumour necrosis factor) ja teiste tsütokiinide kogunemine viiruse poolt nakatatud kudedesse; see leiab aset juba viirusnakkuse varases faasis. Hilisemas faasis lisanduvad ka organismi raku adaptiivse immuunvastuse komponendid – tsütotoksilised T-lümfotsüüdid (ingl cytotoxic T lymphocyte, CTL-d, tuntud ka kui CD8+-lümfotsüüdid). On näidatud, et adenoviiruse E3 transkriptsiooniühiku produktide üheks ülesandeks on kaitsta nakatunud rakke CTL-ide ja TNF-i toime eest. Et CTL-id saaksid nakatatud rakke ära tunda, on vajalik viiruse valkudest pärinevate peptiidide eksponeerimine raku pinnale koos MHC-I antigeeniga. On näidatud, et adenoviiruse E3-19kDa–valk seondub MHC-I molekuliga ja takistab seeläbi MHC-I translokalisatsiooni plasmamembraanile ning inhibeerib selle kaudu viirusvalkude esitlemist immuunsüsteemi rakkudele. TNF-i poolt indutseeritud apoptoosile seisavad vastu E3-ühiku poolt kodeeritavad RID-valgud ja E3-14.7 kDa-valk; needsamad valgud põhjustavad ka Fas-retseptori degradeerimist ja kõrvaldamist membraanist ning blokeerivad sellega Fas-retseptori vahendatud apoptoosi. 

			Adenoviirused inhibeerivad ka I tüüpi (α- ja β-)interferoonide poolt indutseeritud raku kaitsemehhanisme. Selles osalevad varase transkriptsiooniühiku E1A valgud ja viiruse VA RNA-d. E1A valgud interakteeruvad transkriptsioonifaktor STAT1-ga ja inhibeerivad seeläbi interferoonide poolt aktiveerivate geenide indutseerimist. VA RNA-d on umbes 160 nukleotiidijäägi pikkused, stabiilse sekundaarstruktuuriga mittekodeerivad RNA-d. Enamikul adenoviirustel on neid kaks: VAI ja VAII. VAI RNA seob raku PKR-valku, mis on üks interferoonide poolt aktiveeritavate geenide produktidest, takistades selle aktiveerumist ning sellega ka eIF-2α fosforüülimist PKR-i poolt. Peale selle inhibeerivad nii VAI kui VAII RNA rakkude miRNA-de valmimist:

			1.VA RNA-d takistavad pre-miRNA-de transporti raku tuumast tsütoplasmasse. 

			2.VA RNA-d seonduvad Dicer-ensüümiga takistades miRNA-de valmimist. Lisaks sellele takistab see sidumine Diceril leida ja lõigata viiruse enda dsRNA-sid, mis võivad tekkida vastassuunaliste mRNA-de paardumise tulemusena, välistades nii viiruse mRNA-de vastu suunatud siRNA-de tekkimist.

			Diceri poolt moodustatavad VA RNA-de lõikamise produktid seonduvad küll RISC-i kompleksile, kuid sellised kompleksid ei mõjuta viiruse mRNA-de translatsiooni; seda põhjusel et VA RNA-dele vastavaid järjestusi viiruse valmis-mRNA-des ei leidu. 

			 

			Adenoviiruste kasutamine geeniteraapia ja vähivastase teraapia vektoritena

			Adenoviirused on leidnud laialdast kasutamist geenide ülekandevektoritena nii geenivaktsineerimises kui ka -teraapias; lisaks sellele on nad suure potentsiaaliga vähivastase teraapia vahendid. Paljuski tuleneb see asjaolust, et adenoviirused võivad siseneda paljudesse erinevatesse rakutüüpidesse ja seal oma geneetilist materjali paljundada. Tavalistesse adenoviirusvektoritesse on võimalik kloonida kuni 7,5 kbp suuruseid geene, mittereplitseeruvate vektorite puhul saab mahtu suurendada kuni 35 kbp-ni. Adenoviirusvektorite kasutamisel on osutunud kitsaskohaks nende vähene stabiilsus rakus; samas pole see probleem iseloomulik vaid nendele viirustele. Adenoviirusvektorid säilivad rakus episoomidena ega integreeru peremeesraku genoomi. See suurendab nende vektorite kasutamise ohutust, sest siin pole probleeme, mis on seotud integreerumisega ebasoovitavatesse kohtadesse peremehe genoomis, näiteks proto-onkogeenidesse. Medalil on siiski alati kaks külge: ülalkirjeldatud omaduste tõttu on geeniekspressioon nendelt vektoritelt suhteliselt lühiajaline, mis tingib korduva manustamise vajaduse. Samuti võivad nad raku jagunemise käigus kergesti kaduma minna. 

			Adenoviiruse lüütiline iseloom avab võimaluse kasutada teda kasvajarakkude tapmiseks. On arvukalt võtteid, kuidas muuta adenoviirus kasvajarakuspetsiifiliseks. Ajalooliselt esimeseks nendest oli E1B-valgu mutatsioon, mis takistas sellele p53-valguga seondumast. Normaalsetes rakkudes sellist mutatsiooni kandev viirus p53-valgu toime tõttu paljuneda ei saa, küll aga paljuneb see p53 negatiivsetes kasvajarakkudes. Teiseks lähenemiseks on E1A-geenide ekspressiooni kontrolliva promootori vahetamine kasvajarakule spetsiifilise promootori vastu. Et E1A ekspressioonist sõltub kõigi muude geenide ekspressioon, siis käivitub sellisel viisil muteeritud viiruse infektsiooniprotsess ainult kasvajarakkudes. Nende võtete asemel või neile lisaks, on kasutatud ka muid meetodeid, nagu adenoviiruse antiretseptori struktuuri muutmist viisil, mis soodustab seondumist kasvajarakkudele, miRNA-de sihtmärkjärjestuste lisamist viiruse mRNA-desse jne.

			Adenoviirusvektorite in vivo kasutamisel on osutunud suurimaks probleemiks nende immunogeensus, mille tõttu on geeniteraapia ja vaktsiinide katsetes olnud olulisi tagasilööke. Selle vältimiseks on välja arendatud nn teise põlvkonna vektorid, kust on eemaldatud E1A-, E1B- ja E3-geenid. Seetõttu ei ole sellised adenoviirused võimelised iseseisvalt paljunema, kuid on võimelised nakatama rakke ja transkribeerima sisseviidavaid DNA järjestusi. Mittereplitseeruvaid vektoreid paljundatakse inimese embrüonaalsete neerurakkude HEK293-rakuliinis, mis sisaldab adenoviiruse E1A ja E1B geene. Sellistest vektoritest on eraldatud ka viiruse genoomi pakkimiseks ja kapsiidi formeerumiseks vajalikud geenid, mistõttu nende tootmiseks on vajalik teise, nn helper-viiruse olemasolu. Loomulikult muudavad need asjaolud rekombinantsete viiruste tootmise keerulisemaks ja kulukamaks; samas on viiruse paljunemiseks vajalike geenide eemaldamine oluliselt vähendanud adenoviirusvektorite immunogeensust. Seega on rekombinantsed adenoviirused põhimõtteliselt ohutud, kuid samas tuleb arvestada, et nad võivad juhuslikult rekombineeruda mõne teise loodusliku adenoviirusega ja kutsuda organismis esile kaitsereaktsiooni.

			Lisaks takistab adenoviirustel põhinevate vaktsiinide ja vähivastaste süsteemide kasutamist eel-eksisteeriv immuunsus. Inimesed on tüüpiliselt läbi põdenud kümneid erinevate adenoviiruste põhjustatud infektsioone ja seetõttu on neil olemas inimese adenoviiruseid neutraliseerivad antikehad. Üheks võimaluseks vältida nende toimet on vaktsiinide ülesehitamine šimpanside adenoviiruse alusel – ka see viirus nakatab inimest, kuid sellevastaseid antikehi inimesel enamasti ei ole. Nii on üks hädaolukorras kasutamiseks lubatud vaktsiine, mis kaitseb ebolaviiruse nakkuse eest, hübriidne šimpansi adenoviirus, mis toodab ebolaviiruse pinnavalke. Ka nn Oxfordi/AstraZeneca COVID-19 vaktsiin kujutab endast rekombinantset šimpansi adenoviirust. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millistest komponentidest koosnevad adenoviiruste virionid ja kuidas toimub nende seondumine rakkudele ja rakku sisenemine?

			2.Milline on adenoviiruse genoomi ehitus ja kuidas toimub adenoviiruse geenide transkriptsioon?

			3.Kuidas aktiveerivad adenoviirused oma peremeesrakku ja kuidas nad kaitsevad nakatunud rakku ja organismi immuunsüsteemi eest? 

			4.Milline on adenoviiruse DNA sünteesi aparaat ja kuidas toimub tema genoomi replikatsioon? 

			5.Milles seisneb adenoviiruste tähtsus ja kuidas saab neid viiruseid kasutada geeniteraapias?

			 

		

	
		
			II.41. HERPESVIIRUSED – SELTS HERPESVIRALES

			Reet Kurg

			Herpesviiruste põhjustatud haigused olid tuntud juba antiikajal. Nende viiruste nimetus on tuletatud kreekakeelsest sõnast herpein (’roomama’), mis viitab neile viirustele iseloomulikule latentsele infektsioonile ja perioodiliselt korduvatele viiruse aktiveerumistele. Inimesi nakatavatest herpesviirustest on tuntud tavaohatise viirused 1 ja 2 (Herpes simplex virus; HSV), mis põhjustavad villide ja haavandite ehk rahvakeeles ohatise teket suu limaskestal ja näo piirkonnas (HSV-1), ning genitaalherpest (HSV-2). Tuulerõugeviirus- (Varizella zoster virus, VZV) nakkuse tagajärjeks on muidugi tuulerõuged, samal ajal kui selle viiruse re-aktiveerimisel tekkib hoopis teistsugune haigus – vöötohatis. Laiemalt on tuntud veel Epstein-Barr viirus (Epstein-Barr virus, EBV), mille nakkuse tulemused varieeruvad suuresti: lastel tekitab EBV peaaegu sümptomiteta nakkuse, täiskasvanutel enamasti aga infektsioonilise mononukleoosi. Väga levinud on ka inimese tsütomegaloviirus (Human cytomegalovirus; HCMV). Üldse on laialdane levik herpesviirustele väga iseloomulik: rohkem kui 90% inimestest on nakatunud vähemalt ühega neist viiest laialt levinud herpesviirusest. Lisaks eespool nimetatud viirustele on tavalised inimeste patogeenid veel HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 (nimetus HHV tuleneb sõnadest Human herpesvirus), mis kõik põhjustavad roseooli. Kaheksas inimest nakatav herpesviirus, Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV, tuntud ka kui HHV-8) on mõnevõrra vähem levinud. KSHV on ka selgelt onkogeenne viirus, mis on seotud tervetel inimestel haruldase, AIDSi-haigetel aga üsna tavalise Kaposi sarkoomi tekkega.

				Herpesviiruste süstemaatika on läbi teinud arvukalt olulisi muudatusi: algsest perekonnast Herpesvirus (1971. a) oli aastaks 2009 saanud selts Herpesvirales. Muudatuste põhjused on siin samad, mis ka muude viirusrühmade puhul: uute viiruste avastamine, sealhulgas kaladel ja molluskitel, ja uue informatsiooni kogunemine juba tuntud viiruste genoomide ehituse ning infektsioonitsüklite kohta. Kõiki seltsi Herpesvirales kuuluvate viiruste ühised jooned on järgmised.

			1.Suured (100 kbp ja rohkem) dsDNA genoomid. Genoomne DNA on virionis lineaarne, rakus rõngakujuline. Lineaarse DNA otstes ja sageli ka sisemistes regioonides leidub korduvjärjestusi, mille tüüp, arv ja pikkus erinevad herpesviiruste vahel väga suurel määral.

			2.Ümbrisega virionid, milles paikneval kapsiidil on sarnased mõõtmed (diameeter 100–110 nm) ja ehitus. Kapsiid on ikosaeedriline (sümmeetria T = 16) ja koosneb 162 kapsomeerist, millest 150 on heksameerid ja 12 pentameerid (Joonis 296). 

			3.Ümbrise ja kapsiid vahel paikneb vahekiht – tegument (Joonis 296). Tegumendikihi paksus varieerub ja selle tulemusena varieeruvad ka virionide mõõtmed.

			4.Replikatsioon toimub raku tuumas. DNA polümeraasikompleksi kuuluvaid valke kodeerivad herpesviirused ise; lisaks sellele kodeerivad need viirused ka ensüüme, mis osalevad nukleotiidide biosünteesil. Kapsiidi moodustumine toimub raku tuumas.

			5.Herpesviirused võivad põhjustada oma peremeesrakus nii lüütilist nakkust, millega kaasneb peremeesraku surm, kui ka latentset nakkust. Latentne ehk pidev nakkus on eluaegne ja rakku ning organismi oluliselt ei mõjuta. Küll aga võib latentne viirus teatud tingimustel uuesti aktiveeruda. 
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			Joonis 296. A. Herpesviiruste virioni ehituse skeem. B. Herpesviiruste kapsiidid elektronmikroskoobis vaadelduna (https://globalpharmaupdate.com/nobel-prize-winning-technology-reveals-common-herpes-virus-structure/). 

			 

			2020. a süstemaatika paigutas seltsi Herpesvirales klassi Herviviricetes (hõimkond Peploviricota, riik Heunggongvirae, valdkond Duplodnaviria). Seltsi Herpesvirales kuulus üle 120 tunnustatud viiruste liigi mis jagunesid kolme sugukonda. 

			-Herpesviridae, kuhu kuulub kolm viiruste alamsugukonda. Kokku on siin 13 perekonda kokku umbes 100 tunnustatud viiruste liigiga ning lisaks veel kaheksa viiruste liiki, mis ühtegi perekonda ei kuulu;

			-Alloherpesviridae, kuhu kuulub 4 viiruste perekonda 13 tunnustatud liigiga;

			-Malachoherpesviridae, kuhu kuulub 2 viiruste perekonda, milles kummaski on üks tunnustatud viiruse liik.

			Et kõik praegusel ajal tuntud inimest nakatavad herpesviirused kuuluvad sugukonda Herpesviridae, siis on allpool järjestikku vaadatud sellesse sugukonda kuuluvaid alfa-herpesviiruseid (alamsugukond Alphaherpesvirinae), beeta-herpesviiruseid (alamsugukond Betaherpesvirinae) ja gamma-herpesviiruseid (alamsugukond Gammaherpesvirinae). 

			 

			II.41.1. Alfa-herpesviirused, alamsugukond Alphaherpesvirinae

			Kokkuvõte

			Alfa-herpesviiruste hulka kuuluvad inimese tavaohatise viirused (HSV-1, HSV-2) ja tuulerõugeviirus (VZV). Koekultuuris paljunemisel iseloomustab neid viiruseid lai peremeeste ring; in vivo nakkusele on iseloomulik neuronites kulgev latentne infektsioon. Alfa-herpesviiruste produktiivne infektsioon on peremeesrakule fataalne; latentne infektsioon peremeesrakku ei kahjusta. Latentses infektsioonis on viiruse valkude tootmine ja genoomi replikatsioon maha surutud, ekspresseeritakse peamiselt mittekodeerivaid RNA-sid, seal hulgas miRNA-de eellaseid. Alfa-herpesviirustel on ümbrisega virionid, ümbrise ja ikosaeedrilise kapsiid vahel on tegumendikiht. dsDNA- genoomi pikkuseks on ligikaudu 150 kbp, geene on umbes 100. Geenid paiknevad genoomi mõlemas ahelas ega ole üldjuhul funktsionaalselt klasterdunud. HSV genoomis paiknevad korduvjärjestused põhjustavad genoomi osade (segmentide) inverteerumist. Infektsioon algab retseptori sidumisega, sellele järgneb ümbrise ja raku plasmamembraani liitumine. Kapsiidid transporditakse tuumapooridele, DNA vabaneb tuuma ja tsirkulariseerub. Transkriptsioon toimub raku RNA polümeraas II abil, seda reguleerivad viiruse poolt kodeeritud trans-aktivaatorid. Geenid jagunevad α- (otseselt varased), β- (varased) ja γ- (hilised) geenideks. Viirus kodeerib ise oma DNA replikatsioonikompleksi valgud ja ka mitmed DNA sünteesi substraate ettevalmistavad valgud. Herpesviirusevastane teraapia põhineb viiruse polümeraasi inhibeerimisel nukleotiidi analoogidega (atsüklovir jt). DNA replikatsioon algab ori-lõigult ja kulgeb alguses theta-skeemi järgi, minnes hiljem üle veereva rõnga skeemi järgi kulgevaks replikatsiooniks. Prokapsiidid pannakse kokku raku tuumas, DNA siseneb kapsiidi ikosaeedri tipu kaudu. Membraan omandatakse kõigepealt pungudes tuuma sisemembraanist, siis kaotatakse see tuuma välismembraaniga liitudes ja omandatakse uuesti pungudes Golgi kompleksi membraanide sisse (re-envelopment-mudel). Virionid vabanevad rakust eksotsütoosi teel. 

			 

			Alfa-herpesviiruste alamsugukonda kuulub umbes 40 viiruste liiki, mis jagunevad viie perekonna vahel. Nendest tuntumad on perekond Simplexvirus, mille esindajateks on HSV-1 ja HSV-2 (liiginimed vastavalt Human alphaherpesvirus 1 ja Human alphaherpesvirus 2) ning Varicellovirus, mille esindaja on VZV (liiginimega Human alphaherpesvirus 3). Mõlema perekonna esindajad nakatavad imetajate, sealhulgas inimese, epiteelrakke. Perekondade Iltovirus, Mardivirus ja Scutavirus esindajad nakatavad linde ja merekilpkonni. 

			Alfa-herpesviirustele on iseloomulik lai peremeesrakkude ring ning kiire paljunemistsükkel. Alfa-herpesviirused lüüsivad kiiresti oma peremeesraku ja in vivo tingimustes seavad ennast sisse ganglionides asuvates neuronites, tekitades seal latentse ehk pideva nakkuse kolde. Kõige rohkem on uuritud HSV-1, mida käsitlemegi siin kui alfa-herpesviiruste mudelit, molekulaarbioloogiat.

			 

			Virion ja genoom

			HSV virioni kuulub üle 30 erineva viiruse kodeeritud valgu. Osa neist paikneb virioni ümbrises, teised moodustavad viiruse kapsiidi ja suur hulk valke paikneb tegumendikihis. 

			1.Virioni pinnal (ümbrises) asuvad viirusvalgud on suhkrujääke sisaldavad glükovalgud. Neid on HSV-l kümmekond ja neid tähistatakse gB, gC, gD jne. („g“ tähendab siin glükovalku). Need valgud paigutuvad rakumembraanist pärinevasse ümbrisesse uute virionide moodustumise käigus. 

			2.Virioni kapsiid koosneb viiest erinevast valgust. Peamine kapsiidivalk, millest koosnevad nii heksa- kui ka pentameersed kapsomeerid, on VP5. 

			3.Kapsiidi ja ümbrise vahele jäävas tegumendis asub samuti terve rida olulisi viirusvalke, näiteks αTIF (α-trans-inducing factor) ja VHS (virion host shut-off protein), mis on vajalikud viiruse geeniekspressiooni kiireks käivitamiseks peremeesrakus ja raku kaitsemehhanismide mahasurumiseks. 

			Kapsiidi sisse on pakitud lineaarne dsDNA molekul koos polüamiinidega (spermine ja spermidine), mille ülesandeks on DNA negatiivset laengut neutraliseerida ja seeläbi tagada DNA kompaktne pakkimine. HSV genoomi pikkuseks on umbes 152 kbp. Lineaarse genoomi mõlemas otsas on üks paardumata nukleotiid, mille abil saab rakku sisenenud viiruse genoom moodustada rõngasmolekuli; selle poolest sarnaneb herpesviiruse genoom faag lambda omaga (ptk II.4). Genoom sisaldab nii otsmiseid kui ka sisemisi inverteeritud kordusjärjestusi, mis loovad võimalusi HSV genoomi sisesteks ümberpaiknemisteks; selle tulemusena on HSV-1 genoomil 4 isomeeri. Korduvjärjestustele on iseloomulik keeruline ehitus – suuremad korduvad elemendid koosnevad omakorda mitu korda korratud motiividest. HSV genoomis on vähemalt 84 avatud lugemisraami (ORF-i), millelt sünteesitakse lisaks valke kodeerivatele transkriptidele ka mittekodeerivaid transkripte, nagu LAT-transkriptid ja viiruse miRNA-de eelmolekulid (Joonis 297A).

			 

			HSV sisenemine rakku

			Kõik herpesviirused replitseeruvad nakatunud rakkude tuumades (Joonis 298). HSV on võimeline nakatama väga erinevaid imetaja rakke. HSV esialgne seondumine toimub virioni pinnal asuvate glükovalkude gC ja gD vahendusel raku glükoosaminoglükaani (GAG) molekulidele. Sellele järgneb gD-glükovalgu vahendusel teisane (sekundaarne) interaktsioon raku retseptoriga. HSV kasutab vähemalt kolme erinevat rakupoolset retseptorit, kuid ilmselt piisab virioni seondumiseks sellest, kui interaktsioon toimub ühega nendest. Kaks HSV retseptoritest on valgud: nectine ja HEVM (ingl herpesvirus entry mediator). Kolmas HSV retseptor on modifitseeritud heparaansulfaati (3-OS HS). Selline retseptorite mitmekesisus annabki viirusele võimaluse seonduda erinevatele rakutüüpidele. 
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			Joonis 297. A. HSV genoomi kaart (http://darwin.bio.uci.edu/~faculty/wagner/hsv3f.html). Kaart ei ole esitatud meeldejätmiseks, vaid selleks, et anda ettekujutus genoomi keerukast ehitusest! Genoomis on arvukalt korduvjärjestusi ja kolm replikatsiooni ori-lõiku. Geenid paiknevad mõlemas DNA ahelas ega ole reeglina funktsionaalselt klasterdunud. B. HSV geeniekspressioon on reguleeritud viirusespetsiifiliste trans-aktivaatorite poolt. Hiliste (γ-)geenide poolt kodeeritud trans-aktivaatorivalgud pakitakse virionidesse ja nad mõjutavad järgmises nakatunud rakus otseselt varaste (α-) geenide ekspressiooni. Rohelised nooled tähistavad aktiveerimist, punased ekspressiooni mahasurumist. Numbrid tähistavad vastavate aktiveerimiste/mahasurumiste järjekorda viirusinfektsiooni käigus.

			 

			HSV sisenemist rakku vahendavad glükovalk gB- ja gH/gL-valkude dimeer. Fusioonpeptiid paikneb gB-valgus. Tõenäoliselt on sündmuste jada järgmine: retseptori sidumine aktiveerib gD-valgu, mis omakorda aktiveerib gH/gL-valgu, mis järgnevalt aktiveerib gB-valgu. Selline mitmeetapiline protsess on väga efektiivne ja toob kaasa virioni ümbrise ja rakumembraani liitumise. Sõltuvalt peremeesraku tüübist võib membraanide liitumine toimuda kas otse plasmamembraanil või eelneb membraanide liitumisele endotsütoos. Seega, nagu ka retseptorite kasutamisel, on HSV-l rakku sisenemisel mitu valikut. Igal juhul järgneb membraanide liitumisele viiruse kapsiidi ja tegumendi valkude sisenemine raku tsütoplasmasse (Joonis 298). Tegumendi valgud lokaliseeruvad erinevatesse raku kompartmentidesse samal ajal, kui sisenenud kapsiid transporditakse mööda mikrotorukesi edasi tuumamembraanile. Viiruse DNA genoom siseneb raku tuuma tuumapoori kaudu; tühi kapsiid jääb tuumapoori kinni. Raku tuumas viiruse DNA tsirkulariseerub ja käivitatakse viiruse geenide ekspressioon. 
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			Joonis 298. HSV infektsioonitsükli skeem (seletused tekstis).

			 

			HSV geeniekspressioon

			HSV genoomi transkriptsiooni viib läbi peremeesraku RNA polümeraas II. Seetõttu on HSV geenidel traditsiooniline ülesehitus, mis on eriti nähtav viiruse otseselt varaste (α) geenide puhul. Igal sellisel geenil on 5’-otsas paiknev promootor/regulaatorala, kus paikneb TATA-box ja transkriptsiooni alguspunkt. Transkriptidel on 5’- ja 3’-mittekodeerivad järjestused ja nende 3’-otsas paikneb polü(A) saba. Erinevalt raku geenidest ei ole enamikus HSV geenides introneid, erandiks on mõned otseselt varased geenid. Enamus, kui mitte kõik, HSV transkripte on monotsitroonsed, st kodeerivad vaid ühte valku. 

				HSV genoom sisaldab oma suuruse kohta väga vähe varaseid promootoreid, eriti võrreldes peremeesraku enam kui 10 000 aktiivse promootoriga. Seega peab viirus oma promootorid raku transkriptsioonisüsteemile eriti atraktiivseks tegema. Selle saavutamiseks osalevad HSV transkriptsiooni regulatsioonil peale peremeesraku üldiste transkriptsioonifaktorite (SP1, TATA-binding protein) ka viiruse enda kodeeritud transkriptsiooni aktivaatorid. Enamik, kuid mitte kõik, HSV transkriptsiooni aktiveerivaid valke seondub viiruse promootoris asuvatele spetsiifilistele DNA järjestustele.

			Nagu suurtel dsDNA genoomsetel viirustel ikka, on ka HSV geeniekspressioon ajaliselt reguleeritud (Joonis 297B). Esimesena ekspresseeruvad vahetult varased (ingl immediate early; IE) ehk α-geenid. Nende geenide poolt kodeeritud valkude süntees algab 2–4 tundi pärast raku nakatumist ega sõltu muude viirusevalkude sünteesist. Küll aga sõltub see eelmises rakus sünteesitud ja koos virioniga uude rakku sisenenud tegumendi valgust αTIF (ingl α trans-inducing factor, tuntud ka kui virion protein 16, VP16). α-geenide promootorialas paiknevad lisaks raku transkriptsioonifaktorite seondumissaitidele ka αTIF seondumis-järjestused, millele seondudes aktiveerib αTIF koostöös rakuliste transkriptsioonivalkudega α-geenide ekspressiooni. α- geene on HSV-l alla kümne ja mitmed nende poolt kodeeritud produktid, näiteks ICP0, ICP4 ja ICP27, on omakorda viiruse geeniekspressiooni regulaatorid. Nendest kõige olulisem on ICP4, mis on absoluutselt vajalik teiste viirusgeenide – β- ja γ-geenide ekspressiooni käivitamiseks. Nende geenide promootorid on teistsuguse ehitusega kui α-geenide omad. Peale selle on ICP4 ka α-geenide repressoriks: seondudes α-geenide promootoraladele surub ICP4 nende, sealhulgas ka iseenda, ekspressiooni maha (Joonis 297B). β-geenide ehk hilinenud varaste geenide (early; E) ekspressioon toimub 4–8 tundi pärast raku nakatumist ja sõltub α-geenide poolt kodeeritud valkude olemasolust rakus. β-geenide hulka kuuluvad nukleotiidide biosünteesil ja viiruse DNA replikatsioonil osalevaid valke kodeerivad geenid. Viimastena ekspresseeruvad hilised (late; L) ehk γ-geenid. Nende geenide ekspressioon sõltub lisaks α-geenide valkudest ka viiruse DNA replikatsiooni toimumisest ja sellega ka β-geenidest: DNA replikatsiooni puudumisel γ-geenide ekspressiooni ei toimu. HSV hilised geenid kodeerivad virioni struktuurivalke ja teisi virionide moodustamiseks vajalikke valke. 

			 

			HSV DNA replikatsioon

			HSV DNA replikatsioon algab umbes kolm tundi pärast viiruse rakku sisenemist. Esimene viiruse DNA paljunemise etapp toimub DNA rõngasmolekulidelt kahesuunaliselt theta- skeemi järgi, hiljem lülitatakse replikatsioon ümber veereva rõnga mehhanismile. 

			HSV genoom sisaldab kolme replikatsiooni algupunkti ehk ori-lõiku (Joonis 297A), millest viirus kasutab korraga ainult ühte. Ori-lõigud on oma järjestustelt kahte tüüpi: kaks nendest asuvad korduvjärjestustes ja on seetõttu identsed, kuid erinevad kolmandast, genoomi unikaalses regioonis asuvast ori-lõigust. Neid kõiki ühendab asjaolu, et nad sisaldavad viirusvalgu UL9 seondumisjärjestusi.

			Enamuse või isegi kõik, oma DNA replikatsiooniks vajaminevatest valkudest kodeerib HSV ise. Minimaalne DNA replikatsiooniks vajalik kompleks koosneb seitsmest valgust ja moodustub järgmise protsessi tulemusena (Joonis 299).

			1.UL9 on ori-lõike äratundev valk, mis omab ATP-st sõltuvat DNA-d lahtikeeravat ehk helikaasset aktiivsust. UL9 on esimene valk, mis seondub HSV genoomis paiknevale ori-lõigule ja alustab dsDNA molekuli lahtikeeramist. 

			2.Lahtiharutatud ori-lõigule seondub viiruse helikaas-primaas-kompleks (UL5-UL8-UL52); see harutab dsDNA lahti ja sünteesib replikatsiooniks vajalikud praimerid.

			3.ICP8, mis on HSV ssDNA-d siduv valk, seondub tekkinud üheahelalistele DNA-lõikudele ja stabiliseerib neid.

			4.DNA polümeraas (UL30), mis moodustab kompleksi oma protsessiivsusfaktoriga (UL42), seondub ori-lõigule ning käivitab uute DNA ahelate sünteesi. 

			Tegelikult ei toimu need sündmused ilmtingimata sellises järjestuses; viiruse valgud seonduvad üksteisega ja mõjutavat vastastikku teineteise aktiivsuseid; näiteks soodustab interaktsioon polümeraasi protsessiivsusfaktoriga ori-lõiku äratundva valgu seondumist ori-lõikudele.

			Alguses moodustub viiruse genoomil kaks replikatsioonikahvlit ja nagu theta- skeemi järgi kulgeval replikatsioonil ikka, tekib selle protsessi lõpptulemusena ühest rõngasmolekulist kaks uut dsDNA molekuli. Sellisel viisil suureneb viiruse replikatsioonikomplekside arv raku tuumas. Järgnevalt lülitub replikatsioon ümber „veereva rõnga“ mehhanismile, mille tulemusena sünteesitakse pikad DNA konkatemeerid, mis koosnevad paljudest üksteisele järgnevatest viiruse genoomi koopiatest. Seega võimaldab „veereva rõnga“ mehhanismi kasutamine sünteesida ühe tsükli käigus palju uusi viiruse genoome. Ka on just konkatemeerid substraadiks viiruse genoomi pakkimissüsteemile.
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			Joonis 299. A. HSV genoomi replikatsiooni initsieerimise skeem. B. HSV replikatsioonikahvel hilise infektsiooni (veereva rõnga) faasis. Näidatud on rõngasgenoomi ja genoomide multimeeride (konkatemeeri) ahelad. Okazaki fragmentide ühendamist teostavat DNA ligaasi HSV ise ei kodeeri.

			 

			HSV DNA replikatsiooni inhibiitorid

			Alfa-herpesviiruste võime sünteesida ise viiruse DNA paljundamiseks kasutatavaid ensüüme ja nende vahendusel toimuv viiruse DNA replikatsioon on andnud võimaluse välja töötada spetsiifilised inhibiitorid, mis suruvad alla viiruse paljunemist, aga ei mõjuta seejuures peremeesraku DNA replikatsiooni (täpsemalt vt ptk I.7). Esimeseks tõeliselt efektiivseks alfaherpesviiruste DNA replikatsiooni inhibiitoriks, mis on siiani kasutusel, oli atsüklovir (aciclovir, zovirax), mis surub maha HSV-1, HSV-2 ja VZV DNA replikatsiooni. Atsüklovir on DNA sünteesiks vajaliku substraadi guanosiini analoog, kus suhkrumolekul on modifitseeritud (Joonis 20, 300). Atsüklovir on väga efektiivne ja väga selektiivne inhibiitor. See tuleneb asjaolust, et tema toime on vahendatud kahe viiruse ensüümi poolt. Esiteks, atsüklovir on väga heaks substraadiks HSV poolt kodeeritud ensüümile nimetusega tümidiinkinaas, mis sünteesib temast atsüklovirmonofosfaadi. Raku ensüümid seda molekuli aga praktiliselt ei sünteesi, seetõttu tekib see vaid viirusega nakatatud rakkudes. Järgnevalt sünteesivad raku ensüümid atsüklovirmonofosfaadist atsüklovirtrifosfaadi, mille lülitamisel DNA-ahelasse blokeeritakse viiruse DNA süntees (Joonis 300). Et atsükloviril puudub 3’-hüdroksüülgrupp, millele saaks lisada järgneva nukleotiidi, siis on atsüklovir väga efektiivne DNA sünteesi inhibiitor. Seda tüüpi viiruse replikatsiooni inhibiitoreid nimetatakse ahela terminaatoriteks (ingl chain terminators). On tähelepanuväärne, et HSV DNA polümeraas, mis on proofreading’uga ensüüm, ei suuda seda viga parandada – atsükloviri DNA-st eemaldamise asemel jääb polümeraas ise selle kompleksi külge kinni. Rakul endal aga selliseid probleeme pole: atsüklovirtrifosfaati kasutab substraadina ainult herpesviiruse DNA polümeraas, seega seda peremeesraku DNA-sse ei lülitata ja kui lülitataksegi, siis saab selle eemaldada. Seetõttu atsüklovir peremeesraku DNA replikatsiooni ei inhibeeri. Atsüklovir tuli kasutusele 1980-ndatel ja on tänaseni laialdaselt kasutusel; välja on töötatud ka teisi analoogse toimega ühendeid (gantsülovir, pentsülovir; Tabel I.7.2). Atsüklovir ja temaga sarnased ravimid ei suuda aga likvideerida HSV-d ega muude herpesviiruste latentset infektsiooni, sest latentse infektsiooni käigus ei toimu viiruse replikatsioonikompleksi poolt läbiviidavat DNA replikatsiooni (vt allpool).
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			Joonis 300. Atsükloviri struktuur, tema aktiveerimine viiruse (HSV TK) ja raku kinaaside abil ning toimimine viiruse DNA sünteesi inhibiitorina.

			 

			Virionide valmimine ja vabanemine

			Samal ajal HSV DNA replikatsiooniga käivitub ka viiruse kapsiidivalkude ekspressioon; sünteesitud valgud ja nende poolt moodustatud multimeerid transporditakse rakutuuma, kus nad formeeruvad viiruse kapsiidiks. Nagu suurtele DNA-genoomiga viiruste puhul tavaline, moodustuvad kõigepealt tühjad prokapsiidid. HSV-genoomi pakkimiseks prokapsiidi sisse on vajalikud replikatsiooni tulemusena tekkinud konkatemeerid. Pakkimissignaaliks on HSV-genoomi otstes paiknev kordusjärjestus, mis seondub prokapsiidi ühes tipus paikneva pakkimiskompleksi külge. Pakkimisega kaasneb terminaalse kordusjärjestuse ebasümmeetriline lõikamine, mille tulemusena tekivad genoomi otstesse ühenukleotiidsed üleulatuvad (kleepuvad) otsad. 

			Kapsiidid, kuhu on pakitud terviklik genoom, seonduvad nüüd tuumamembraanis paiknevate lamellidega ja punguvad tuuma sisemembraanist sisemise ja välise tuumamembraani vahele (Joonis 298). Järgnevalt liitub sellise protsessi käigus omandatud virioni ajutine membraan tuuma välismembraaniga, mille tulemusena membraan eemaldatakse ja tsütoplasmasse sisenevad ilma membraanita kapsiidid, mis transporditakse Golgi kompleksi. Golgi kompleksi membraanides paiknevad HSV membraansed glükovalgud ja toimub uus pungumine, mille tulemusena omandab viirus lõplikult virioni ümbrise, mis seekord pärineb Golgi kompleksi membraanist. Sellist protsessi, mis iseloomustab kõiki põhjalikult uuritud herpesviiruseid, nimetatakse re-envelopmentprotsessiks. Valmis virionid pakitakse vesiikulitesse, mille vahendusel nad transporditakse raku pinnale, kus nad vabanevad (Joonis 298).

			 

			HSV-infektsiooni toime peremeesrakusse

			HSV produktiivne nakkus on peremeesrakule surmav. HSV-ga nakatunud rakkudes leiavad aset suured morfoloogilised muutused, nagu tuumakese suurenemine ja seejärel fragmenteerumine, kromatiini kondenseerumine, tuumasiseste inklusioonkehade teke ja tsütoskeleti ümberkorraldused. 

			HSV-infektsiooniga kaasnevad ka olulised muutused raku metabolismis. Juba nakkuse esimestel tundidel aeglustuvad peremeesraku enda DNA süntees; peremehe RNA ja valkude süntees blokeeritakse. Peremeesraku valgusünteesi mahasurumises osalevad HSV-virionidega rakku sisenenud VHS-valk, mis on mRNA-sid degradeeriv ensüüm, ja hiljem ka viiruse varased valgud. Raku mRNA-de sünteesi takistatakse splaissingu mahasurumise teel, seda teeb ICP27. Splaissing on oluline raku mRNA-de sünteesiks, kuid mitte viiruse β- ja γ-geenide, milles pole introneid, ekspressiooniks. Erinevalt väikestest dsDNA-genoomiga viirustest blokeerib HSV rakutsüklit. Ka siin toimub see RB1 ja temaga sarnaste valkude vahendusel, kuid erinevalt näiteks papilloomiviiruse infektsioonist (ptk II.39) ei põhjusta HSV- infektsioon E2F-faktorite vabanemist, vaid hoopis nende tugevamat RB-valkudega seondumist. Sarnaselt paljude teiste viirustega surub HSV varases infektsioonis maha raku apoptoosiradasid. Nende tegevuste eesmärk on hoida peremeesrakku viirusele vajaliku aja jooksul elus ja kasutada samal ajal kõiki peremeesraku ressursse oma geneetilise materjali paljundamiseks ja uute viirusosakeste moodustamiseks. 

			Herpesviirustel on võime efektiivselt blokeerida organismi immuunvastust. Ka selleks on neil mitu mehhanismi. Näiteks moodustavad HSV-virionide pinnal paiknevad glükovalgud gE ja gI raku IgG Fc retseptori sarnase molekuli, mis seob viiruse vastu suunatud antikehi ja takistab seeläbi viirusevastase immuunvastuse kujunemist. HSV blokeerib ka komplemendi aktiivsust; see toimib tänu glükovalgu gC interaktsioonile komplemendi komponendi C3b-ga. Kaitsemehhanismides osalevad ka virionidesse mittekuuluvad valgud. Nii kaitseb viirusevalk ICP47 nakatunud rakke tsütotoksiliste T-lümfotsüütide (CTL, tuntud ka kui CD8+-rakud) eest: ICP47 toimel leiab aset MHC-I-kompleksi translokatsioon raku plasmamembraanilt tsütoplasmasse; samuti blokeeritakse antigeene transportiva süsteemi TAP (ingl transporter associated with antigen processing) toimet. Nende sündmuste tõttu ei saa nakatunud rakk esitleda immuunrakkudele viirusvalkudest pärinevaid peptiide.

			 

			HSV latentne infektsioon

			Kui peremehe immuunsüsteemi oskavad suuremal või vähemal määral petta kõik viirused, siis on herpesviirused välja arendanud ka veel teise ja väga efektiivse lahenduse, milleks on täielik immuunsüsteemi eest peitumine. HSV-l ja teistel herpesviirustel on võime tekitada oma peremeesorganismis eluaegne latentne nakkus. Lihtsustatult toimub see järgmiselt: viirus siseneb organismi epiteelirakkude kaudu; esmases nakkuskohas viirus paljuneb ja tekivad uued viiruspartiklid. Edasi liiguvad moodustunud viirusosakesed sensoorsetesse närvidesse ja viirus seab ennast sisse kolmiknärviganglionides. Viiruse DNA paikneb rõngasmolekulina neuronite tuumas, püsides seal kogu organismi eluea jooksul. Teatud tingimustel, nagu külmetamine, UV-kiirgus, immuunsupressioon, stress jne viirus aktiveerub, paljuneb ja liigub tagasi perifeersetesse kudedesse. Seal toimub uuesti viiruse paljunemine ja virionide moodustamine (Joonis 301). Kõigi eelduste kohaselt aktiveerub viirus iga kord vaid väikeses hulgas neuronites, mistõttu aktiveerumine võib korduda.
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			Joonis 301. HSV latentse nakkuse kujunemise ja viiruse re-aktiveerumise skeem.

			 

			HSV latentse infektsiooni uurimine on keeruline. Kõigepealt, see toimub ainult in vivo tingimustes ega ole kuigi efektiivne – HSV genoome kannab vaid 0,1–10% kõigist kolmiknärvi ganglionide neuronitest. Teiseks, neuronite uurimine ei ole lihtne. Kolmandaks, HSV latentse infektsiooni adekvaatseks uurimiseks saab kasutada vaid ligikaudseid mudeleid (laborihiired), mis ei pruugi adekvaatselt kajastada latentset infektsiooni pärisperemehes ehk inimeses. Selle pärast pole latentse infektsiooni detailid – ja paljudel juhtudel isegi fundamentaalsed aspektid – kuigi hästi tuntud. On teada, et latentse nakkuse tekkeks on vaja ainult HSV virione, mitte viiruse geenide ekspressiooni. Neuronites ei käivitata HSV α-geenide ekspressiooni ja seega ei toimu ka ülejäänud viiruse geenide ekspressiooni. Selle üheks võimalikuks põhjuseks on asjaolu, et viiruse trans-aktivaatorvalk ICP4 seotakse neuronispetsiifilise repressorvalguga REST (NRSF), millega kaasneb ICP4 aktiivsuse mahasurumise. Pole selge, kas enne latentse seisundi tekkimist või latentse infektsiooni lõppedes toimub viiruse DNA replikatsioon. Kui see toimub, siis pole aru saada, kuidas nimelt: neuronites viiruse polümeraasi ei sünteesita ja ka raku DNA polümeraasi on neuronites, mis on postmitootilised rakud, väga vähe. Re-aktiveerumise käigus aktiveeritakse viiruse geeniekspressioon ja toimub virionide, või vähemalt kapsiidide, moodustumine. Mis saab peremeesrakust (neuronist) ei ole üheselt teada. Mõni aeg tagasi arvati, et need rakud alati surevad. Praegu tundub tõenäolisem variant, et need rakud ei sure. 

			See, kuidas HSV latentset seisundit hoiab, on teada mõnevõrra paremini. Kõigepealt, latentses seisundis eksisteerib HSV genoom kromatiini kujul, milles lüütilise infektsiooni käivitamiseks vajalikud promootorid on „kinni metüleeritud“. Peamiseks geeniproduktiks latentse nakkuse faasis on HSV transkript LAT, mis on vajalik HSV lüütilise programmi mahasurumiseks. Lisaks sellele sünteesitakse LAT-regioonist mitu miRNA-d, mis osalevad HSV varaste geenide ekspressiooni allareguleerimises ja on olulised peremeesraku elus hoidmiseks. 

			 

			II.41.2. Beeta-herpesviirused, alamsugukond Betaherpesvirinae

			Kokkuvõte

			Beeta-herpesviiruseid iseloomustab kitsas peremeesrakkude ring ja aeglane infektsioon. Infektsiooni alguses aktiveerib viirus rakkude metabolismi, põhjustades selle kaudu nende suurenemist ehk tsütomegaaliat. Teada on neli inimest nakatavat beetaherpesviirust, mis kõik on väga laialt levinud. Enim on uuritud inimese tsütomegaloviirust (HCMV), mille tekitatud infektsioon on ohtlik vastsündinutel ja ka immuunpuudulikkuse korral. HCMV produktiivne infektsioon toimub süljenäärmetes ja neerurakkudes, latentne infektsioon monunukleaarsetes leukotsüütides ja nende eellasrakkudes. HCMV virionid sarnanevad alfaherpesviiruste omadega, kuid tema genoom on mõnevõrra suurem, seda osalt peremehelt omandatud geenide arvelt, mida viirus kasutab sageli immuunsüsteemi petmiseks. Viiruse DNA replitseerub raku tuumas, seal toimub ka viiruse geeniekspressioon. HCMV geenid jagunevad kolme klassi, viiruse varajaste trans-aktivaatorite ekspressiooniks kasutatakse tugevat promootorit, mis on laialdaselt kasutusel ka geenitehnoloogias. HCMV DNA replikatsioon erineb alfaherpesviiruse omast selle poolest, et puudub ori-lõike äratundev valk. Selle asemel aktiveerib DNA replikatsiooni ori-lõikude transkriptsioon. Replikatsiooniks vajalikud valgud, samuti mitmed substraate ettevalmistavad ensüümid kodeerib viirus ise. Samas ei ole HCMV-l tümidiinkinaasi, mistõttu ta ei ole tundlik atsükloviri toimele. Virionide kapsiidid moodustuvad tuumas, ümbris omandatakse re-envelopment mehhanismi abil ja virionid vabanevad eksotsütoosi teel. 

			 

			Võrreldes alfaherpesviirustegaon beetaherpesviirustel aeglasem infektsioonitsükkel, kitsam peremeeste ring ja erinev latentse nakkuse toimumiskoht: kui alfaherpesviiruste latentne nakkus leiab aset neuronites, siis beetaherpesviiruste oma kujuneb välja lümfotsüütides. Beetaherpesviiruste alamsugukonda kuulus 2020. aasta seisuga 25 viiruste liiki, millest enamik jagunes nelja perekonna vahel. Kaks beetaherpesviirust praegu perekondadesse ei kuulu. Beeteherpesviiruste perekonnad erinevad üksteisest bioloogiliste omaduste poolest suurel määral. Kahe perekonna, Cytomegalovirus ja Roseolovirus, esindajad nakatavad primaate, Muromegalovirus’e esindajad nakatavad närilisi ja Proboscivirus esindajad nakatavad elevante. Tuntumaid perekonna Cytomegalovirus esindajad on tsütomegaloviirused; enim uuritud on inimese tsütomegaloviirus (Human cytomegalovirus, HCMV; liiginimetus Human betaherpesvirus 5). Inimesi nakatavad ka perekonda Roseolovirus kuuluvad HHV6a, HHV6b ja HHV7 (liiginimetused vastavalt Human betaherpesvirus 6A, -6B ja -7). 

			HCMV on väga laialt levinud patogeen, millega on nakatunud 60–70% arenenud maade elanikest ja peaaegu kõik arengumaades elavad inimesed. HCMV nakatab süljenäärmerakke ja tema infektsioon põhjustab varases staadiumis rakkude suurenemist ehk tsütomegaaliat; sellest tuleneb ka viiruse nimi. HCMV-infektsioon jääb enamikul inimestel üldse märkamata või kulgeb olulisi sümptomeid põhjustamata. Paraku võib HCMV-infektsioon olla immuunsupresseeritud indiviididele, nagu näiteks AIDSi haiged ja siiratud organitega inimesed, eluohtlik. HCMV on ohtlik ka vastsündinutele, kelle immuunsüsteem pole veel välja kujunenud; neil võib nakkus põhjustada raskeid kesknärvisüsteemi kahjustusi. HCMV levib otsesel kokkupuutel teise nakatunud inimesega ning ka emalt lootele, seetõttu on eriti ohtlik HCMV-ga nakatumine raseduse ajal. 

			 

			Virion ja genoom

			HCMV virionid on 150–200-nm läbimõõduga osakesed, mis sarnanevad oma struktuurilt HSV-virionidega (Joonis 296A). HCMV-virioni kuulub 30–40 erinevat viiruse poolt kodeeritud valku.

			-Kapsiidi moodustavad viis valku, mis kõik on homoloogsed vastavatele HSV- valkudele. Kapsiidi sisse on peale dsDNA genoomi pakitud ka peremeesrakust pärinevad RNA-d, mis on seotud viiruse genoomi replikatsiooni ori-lõigule.

			-HCMV ümbris pärineb rakusisestest membraanidest ja sisaldab viiruse poolt kodeeritud glükovalke. 

			-Tegumendis paikneb üle 20 erineva viirusevalgu, kaasa arvatud trans-aktivaatorvalgud, mis on vajalikud viiruse geenide ekspressiooni käivitamiseks. Osa tegumendi valke pärineb ka peremeesrakust ja on ilmselt samuti uute rakkude nakatamiseks vajalikud. 

			Beetaherpesviiruste genoom on 180 kuni 240 kbp pikkune lineaarne dsDNA. HCMV looduslikul isolaadil on see enamasti 236 kbp pikkune ja koosneb kahest unikaalsest regioonist, mis on ümbritsetud inverteeritud kordusjärjestustega. Genoomi tähistatakse skemaatiliselt ab-UL-b`a`c`-US-ca, kus UL ja US tähistavad pikka (ingl unique long) ja lühikest (ingl unique short) unikaalset regiooni ning ba/b`a` ja ca/c`a` inverteeritud kordusjärjestusi. Genoomi otstes ja sees paiknevaid kordusjärjestusi tähistatakse ka kui TRL/TRS (ingl terminal repeat long/short) ning IRL/IRS (ingl internal repeat long/short). Beetaherpesviirused on võimelised kohanema oma peremehega, seetõttu võivad erisuguste HCMV isolaatide genoomid olla erineva suurusega (228–244 kbp); täpne genoomi suurus sõltub viiruse eraldamise ja/või paljundamise ajaloost. HCMV isolaatide erinevused on eelkõige seotud membraaniseoselisi ja sekreteeritavaid valke kodeerivate aladega. 

			HCMV genoom sisaldab üle 250 geeni (ORF-i), millest vaid umbes 40 on homoloogsed nii alfa- kui ka gammaherpesviiruste geenidega. Nende konserveerunud geenide hulka kuuluvad peamiselt DNA sünteesil ja virionide moodustamisel osalevaid valke kodeerivad geenid. HCMV genoom on oluliselt suurem kui HSV genoom (236 kbp versus 152 kbp) ja kodeerib rohkem valke. Selle üheks põhjuseks on asjaolu, et HCMV genoomis leidub arvukalt peremeesraku geenide homolooge, nagu MHC-I klassi raske ahela homoloog ja G-valgu ning kemokiinide retseptorite homoloogid. Ilmselt on tegemist järjestustega, mille viirus on aja jooksul peremehelt omastanud. Ka kodeerib HCMV oluliselt rohkem glükovalke kui alfaherpesviiruste esindajad. 

			 

			HCMV geenide klassid

			Kõikide HCMV geenide ekspressiooni viib läbi peremeesraku RNA polümeraas II. Nagu ka alfaherpesviirustel jagunevad HCMV geenid sõltuvalt ekspressiooni ajast kolme klassi (α, β, γ). Lisaks valke kodeerivatele mRNA-dele ekspresseeritakse HCMV genoomilt ka mitmeid regulatoorseid miRNA-sid.

			HCMV α-geenide (ingl immediate early, IE) geenide aktivatsiooniks on vajalikud virioni tegumendikihi osana rakku sisenenud trans-aktivaatorid ja peremeesraku valgud; seetõttu ei sõltu α-geenide ekspressioon muude viirusevalkude sünteesist. IE-geenide ekspressioon toimub 4–8 tundi pärast nakatumist ning sünteesitud mRNA-delt kodeeritakse viiruse transkriptsiooni aktiveerivad valgud IE1 ja IE2. Peale selle sünteesitakse apoptoosi inhibiitoreid ja viirusvalke, mis kaitsevad nakatunud rakke organismi immuunsüsteemi rünnaku eest. Olulisim α-geeni poolt ekspresseeritud valk on HCMV peamine transaktivaator IE2. IE2 aktiveerib paljusid viiruse promootoreid, tehes seda läbi interaktsioonide rakuliste transkriptsioonifaktoritega TBP, TFIIB ja SP1. IE1/IE2-valgud aktiveerivad ka osade peremeesraku geenide ekspressiooni. IE1/IE2-geenide transkriptsiooni kontrollib väga tugev enhanser-promootorregioon, mis sisaldab terve rea erinevate rakuliste transkriptsioonifaktorite (YY1, NF1, AP1, SP1 jne) seondumissaite. See nn CMV varane promootor on leidnud geenitehnoloogias laialdast kasutust. Viirusinfektsiooni puhul on see promootor represseeritav IE2-valgu poolt (negatiivne tagasiside), promootori kasutamisel geenitehnoloogias selline repressioon loomulikult puudub. 

			HCMV β-geenide (ingl delayed early, DE) ekspressioon sõltub α-geenide poolt kodeeritud valkudest: DE-geenide promootoreid aktiveerivad IE1/IE2-valgud. Seetõttu käivitub β-geenide ekspressioon alles pärast IE1/IE2-valkude sünteesi. Siia geenide gruppi kuuluvad peamiselt viiruse DNA replikatsioonil osalevaid valke kodeerivad geenid, millest 23 on viiruse rakukultuuris paljunemiseks absoluutselt vajalikud.

			HCMV γ-geenid (ingl late, L) geenide ekspressioon sõltub nii IE1/IE2-valkudest kui ka viiruse DNA replikatsioonist. Enamik selle klassi geene kodeerib viiruse struktuurivalke, mis on vajalikud uute virionide moodustamiseks. 

			HCMV infektsioonitsükkel rakus 

			HCMV nakatab produktiivselt limaskestade epiteelrakke. Tema paljunemistsükkel on oluliselt aeglasem kui alfaherpesviiruste esindajatel (nt HSV-l): uued virionid moodustuvad alles kolm ööpäeva pärast rakkude nakatamist. Erinevalt HSV-st ei suru tsütomegaloviirused maha raku metabolismi; nakkuse algfaasis toimub isegi peremeesraku mRNA-de ja valkude sünteesi aktiveerimine. Selline raku metabolismi stimuleerimine soodustab ka viiruse enda paljunemist ja põhjustab tsütomegaaliat.

			HCMV seondumine rakule toimub virioni pinnal asuvate glükovalkude abil. Esmaseks retseptoriks on rakupinnal laialt levinud heparaansulfaat; selle sidumisele järgneb teisene seondumine raku valgulistele retseptoritele, milleks on integriinid ja anneksiin. HCMV sisenemine rakku toimub virioni ümbrise ja raku plasmamembraani liitumise teel, selle tagajärjel pääseb viiruse kapsiid rakku. Järgneb kapsiidi liikumine tuumapooridele ja genoomi transport raku tuuma. HCMV geeniekspressioon ja DNA replikatsioon toimuvad tuumakehakestes – PML-kehades ehk nuclear domain 10 (ND10) regioonides. Ilmselt pole siiski tegemist viiruse „vaba valikuga“, pigem on tegu rakupoolse katsega suruda viirus kohtadesse, kus rakk temaga toime tuleks. Ehkki surumine ND10 regioonidesse tõesti vähendab HCMV paljunemise efektiivsust, tuleb ta sellega üldjuhul siiski piisavalt hästi toime. Nendes tuumasisestes kehakestes algab viiruse varaste (IE) geenide ekspressioon, millele järgneb DE-geenide ekspressioon ja DNA replikatsioon. Samal ajal DNA replikatsiooniga käivitatakse ka hiliste geenide ekspressioon ning vastavatelt mRNA-delt toimub virioni valkude süntees. 

			Tsütomegaloviiruste virionide moodustamine toimub sarnaselt teiste herpesviiruste virionide moodustamisega. Kapsiid pannakse kokku rakutuumas ja viirusliku DNA pakkimise kapsiididesse käivitab pakkimisvalkude interaktsioon HCMV genoomis paiknevate terminaalsete kordusjärjestustega (a järjestusega). Pakkimine toimub replikatsioonil moodustunud konkatemeeridest ja selle käigus moodustuvad genoomi otstesse mittepaardunud nukleotiidid. Viiruse genoomi sisaldavad kapsiidid liiguvad tuuma sisemembraanile, kust nad punguvad kahe membraani vahelisse alasse. Beetaherpesviirused omandavad lõpliku ümbrise raku sisemembraanidest (re-envelopment), see toimub ajal, kui nad läbivad peremeesraku ER-võrgustikku ja Golgi kompleksi. Kõiki neid protsesse kontrollivad viiruse poolt kodeeritud valgud ja selle käigus liituvad kapsiidiga ka tegumendi valgud. Beetaherpesviiruste virionid vabanevad rakkudest eksotsütoosi teel. 

			 

			HCMV DNA replikatsioon

			HCMV DNA replikatsioon algab 14–16 tundi pärast raku nakatumist viirusega. HCMV peamine replikatsiooni ori-lõik OriLyt asub UL-piirkonna keskel ja replikatsiooni initsieerimiseks on vajalik selles piirkonnas toimuv RNA süntees. Selle poolest erineb tsütomegaloviiruste DNA replikatsiooni algus alfaherpesviiruste omast, kus DNA sünteesi käivitab ori-lõiku äratundva valgu seondumine ori-lõigu DNA-järjestusele (Joonis 299). HCMV-l ori-lõiku äratundev valk puudub ja tema DNA replikatsioonis osaleb kuus (mitte seitse, nagu HSV-l) viiruse kodeeritud valku. Kõik need kuus valku on homoloogsed vastavate HSV replikatsioonivalkudega:

			-ssDNA-d siduv ja stabiliseeriv valk UL57;

			-DNA polümeraas UL54 ja selle protsessiivsusfaktor UL44;

			-helikaasi-primaasikompleks UL105-UL70-UL102. 

			HCMV DNA replikatsiooni skeem sarnaneb teiste herpesviiruste DNA replikatsiooniga. Kuna seda on juba kirjeldatud alfaherpesviiruste DNA replikatsiooni kirjeldavas peatüki osas, siis siin seda ei korrata. Erinevalt HSV-st ei kodeeri aga HCMV tümidiin-kinaasi ja seega ei saa kasutada tema vastu HSV DNA replikatsiooni inhibiitorit atsüklovir’i. Küll aga on efektiivne üks teine guanosiini analoog, gantsüklovir. Üsna arusaamatul põhjusel fosforüülib gantsüklovir’i üks HCMV poolt kodeeritud proteiinkinaas. Tekkiv gantsüklovirmonofosfaat muudetakse rakus gantsüklovir-trifosfaadiks, mis on ahela terminaatoriks ja inhibeerib efektiivselt tsütomegaloviiruse DNA sünteesi rakus (mehhanism on analoogne joonistel 20 ja 300 näidatuga). 

			 

			HCMV toime peremeesrakusse, immuunvastusest hoidumine ja latentne nakkus

			Organismis toimub HCMV produktiivne infektsioon peamiselt süljenäärmete ja neerude rakkudes. Nakatunud rakkudes põhjustab HCMV tsütopaatilisi efekte, mille tulemusena toimuvad rakkude struktuuri muutused ja tekivad suurenenud, nn öökullisilmadega rakud, kus on näha inklusioonkehadega rakutuum, mille ümber on tühi ala. Nakkuse varases staadiumis mõjutavad tsütomegaloviirused aktiivselt peremeesraku metabolismi, aktiveerides energia tootmist, takistades raku DNA sünteesi ja kontrollides tsütoskeleti formeerumist; kahtlemata on selle kõige eesmärgiks endale soodsate paljunemistingimuste loomine. Samal ajal toimub ka rakkude apoptoosi inhibeerimine; nagu ka teiste viiruste puhul on see vajalik takistamaks raku enneaegset suremist. Kõigi nende aktiivsuste eest vastutavad HCMV varased valgud. Nakkuse hilises staadiumis raku metabolism vähenemine, millele järgneb nakatatud rakkude surm.

			HCMV-infektsiooni mahasurumisel osalevad CTL (tsütotoksilised T-lümfotsüüdid) ja NK- (natural killer) rakud, samuti interferoonid ja muud tsütokiinid ning mingil määral ka antikehad, ehkki nende tähtsus on väiksem. HCMV võimekus immuunsüsteemi rünnakute eest kõrvale hoida on viiruste maailmas erakordne: erinevaid teadaolevaid mehhanisme on kümneid ja kümneid. Seetõttu nõuab HCMV infektsiooni kontrolli all hoidmine organismi immuunsüsteemi pidevat aktiivsust ja immuunsupressiooni korral võib viirus aktiveeruda. HCMV võime immuunsüsteemi petta tuleneb paljuski sellest, et viiruse suur genoom võimaldab sünteesida arvukalt valke, mis vastutavad peremehe immuunsüsteemi mahasurumise eest. Suure osa neist valkudest on HCMV üle võtnud peremeesorganismilt endalt ja kasutab nüüd neid organismi vastu. Mõned näited HCMV rikkalikust meetodite arsenalist on järgmised.:

			-HCMV takistab interferoone aktiveerivate signaalradade tööd. 

			-HCMV kodeeritud valgud takistavad MHC-I-kompleksi transporti plasmamembraani ja põhjustavad nii MHC-I antigeenide kõrvaldamise membraanist. 

			-HCMV takistab MHC-II klassi valkude ekspressiooni, indutseerides nende lagundamist. 

			-HCMV kodeerib peremeesraku MHC-I raske ahela homoloogi, mis elimineerib NK-rakkude rünnaku nakatunud rakkudele. 

			-HCMV kodeerib mitmeid transmembraanseid retseptoreid, mis toimivad kemokiinide retseptoritena ning põhjustavad muutusi nakatunud rakkude käitumises.

			Lisaks sellele on HCMV-l, nagu ka teistel herpesviirustel, võime tekitada latentne infektsioon ja jääda selle jooksul immuunsüsteemile nähtamatuks. HCMV võib tekitada eluaegse latentse nakkuse mononukleaarsetes leukotsüütides ja nende eellasrakkudes. Latentse infektsiooni faasis on HCMV-ga nakatunud umbes 0,01% perifeerse vere ja luuüdi monotsüütidest. Sellised nakatunud monotsüüdid sisaldavad oma tuumas 2–15 HCMV rõngakujulise DNA koopiat, millelt toimub väga madalal tasemel hiliste transkriptide süntees. Teatavates tingimustes, näiteks immunosupressiooni korral, võib HCMV sporaadiliselt aktiveeruda. 

			 

			II.41.3. Gammaherpesviirused, alamsugukond Gammaherpesvirinae

			Kokkuvõte	

			Gammaherpesviiruseid iseloomustab lümfotsüütides toimuv latentne infektsioon, sageli on neil ka võime kasvajaid tekitada. Alamsugukonda kuulub kaks inimesi nakatavat viirust – EBV ja KSHV. EBV-virionid sarnanevad teiste herpesviiruste virionidega, erandiks on mažoorse gp350-glükovalgu olemasolu virioni ümbrises. Genoom on umbes 184 kbp pikkune, sisaldab mitmeid korduvjärjestusi ning umbes 90 geeni; nendest 12 ekspresseeruvad latentses infektsioonis ja on ilmselt peremeesraku päritolu. Lümfotsüüte nakatades tekitab EBV latentse nakkuse. Sellele on iseloomulik EBNA- ja LMP-valkude ekspressioon ja rakutsükli aktiveerimine; hiljem surutakse viiruse geeniekspressioon maha. Latentse infektsiooni peamine trans-aktivaator on EBNA2. DNA replikatsioon latentses faasis toimub üks kord rakutsükli S-faasi jooksul; replikatsioon initsieeritakse oriP-lõigult EBNA1 (ori-lõiku äratundev valk) poolt; ülejäänud replikatsioonikompleksi valgud pärinevad peremehelt. EBNA1 vahendab ka genoomide segregatsiooni. EBV ekspresseerib ka >20 miRNA-d, mis on vajalikud latentse infektsiooni kujunemiseks. Lüütiline infektsioon toimub peamiselt epiteelkoe rakkudes, kuid seda saab indutseerida ka latentselt nakatatud lümfotsüütides. Sündmused lüütilises infektsioonis on üldjoontes samad kui teistel herpesviirustel. Lüütilises infektsioonis initsieeritakse DNA replikatsioon lüütilistelt ori-lõikudelt, kasutades transkriptsioonilist aktiveerimist; DNA sünteesi viivad läbi viiruse kodeeritud ensüümid. Kapsiidid moodustuvad tuumas, DNA pakkimine toimub replikatsioonil moodustunud konkatemeeridest, ümbris omandatakse re-envelopment mehhanismi kasutades. 

			 

			Gammaherpesviiruste alamsugukonda kuulub 2020. aasta seisuga 39 viiruste liiki, millest enamik jaguneb 4 erineva perekonna, Lymphocryptovirus, Rhadinovirus, Macavirus ja Percavirus, vahel. Inimese patogeenid on perekonda Lymphocryptovirus kuuluv Epstein-Barr virus (EBV; liiginimetus Human gammaherpesvirus 4) ja perekonda Rhadinovirus kuuluv Kaposi sarcoma herpesvirus (KSHV; liiginimetus Human gammaherpesvirus 8). Gammaherpesviirused replitseeruvad ja tekitavad latentse nakkuse lümfotsüütides, kuid nende lüütiline nakkus toimub epiteelirakkudes. Mitmed gammaherpesviirused, sealhulgas EBV ja KSHV, on oma peremeestele onkogeensed ja võivad põhjustada kasvajate teket. 

			Alamsugukonna kõige tuntum esindaja on EBV. Alfa- ja beetaherpesviirustest erineb EBV selle poolest, et koekultuuris tekitab EBV alguses latentse nakkuse ja lüütiline tsükkel käivitub hiljem või, sagedamini, selle käivitumist on vaja indutseerida. Tegemist on väga laialt levinud viirusega ja enamik inimesi on EBV-ga nakatunud. Viirus saadakse enamasti lapseeas ja et nakkusega erilisi sümptomeid ei kaasne, jääb see tihtipeale märkamata/diagnoosimata. Nagu ka teised herpesviirused tekitab EBV ka in vivo latentse infektsiooni: EBV-ga latentselt nakatunud B-lümfotsüüdid satuvad vereringesse ja on seal detekteeritavad kogu elu jooksul. Kui EBV-nakkus saadakse täiskasvanuna, põhjustab viirus tõsisemaid sümptomeid. Enim levinud haiguseks on infektsiooniline mononukleoos, mis on tuntud ka kui „kissing disease“; see nimetus kajastab asjaolu, et EBV levib peamiselt süljega. Immuunsupressiooni puhul võib EBV põhjustada B-lümfotsüütide klonaalset paljunemist ja ka kasvajaid: Burkitti lümfoomi ja Hodgkini lümfoomi. Allpool on vaadeldud just EBV-infektsiooni. Ehkki osa sellest kehtib ka KSHV puhul, tuleb arvestada, et need viirused pole eriti sarnased (kuuluvad erinevatesse perekondadesse); EBV ja KSHV vahed on suuremad latentse ja väiksemad lüütilise infektsiooni puhul.

			 

			Virion ja genoom

			EBV-virionide (diameeter 120–180 nm) ehitus sarnaneb teiste herpesviiruste virionide omaga (Joonis 296). Virioni kuuluv kapsiid koosneb viiest valgust, mis kõik on homoloogsed teiste herpesviiruste kapsiidivalkudega. Virioni ümbritseb peremeesraku membraanidest pärinev ümbris, milles paiknevad glükovalgud gB, gM, gN, gL on taas homoloogsed teiste herpesviiruste samanimeliste valkudega. Lisaks paikneb ümbrises gamma-herpesviirustele spetsiifiline mažoorne glükovalk gp350, mis on BLLF1- geeni produkt; geeni keeruline nimetus tuleneb EBV-geenide ajaloolisest nummerdamisest. Kapsiidi ja ümbrise vahel asuvasse tegumentkihti kuulub hulgaliselt viiruse valke, millest osa on gammaherpesviirustele spetsiifilised (nt BNRF1), samal ajal kui osa neist valkudest on homoloogsed teiste herpesviiruste tegumendikihi valkudega. Nagu ka teistel herpesviirustel leidub tegumendikihis ka peremeesraku valke.

			EBV genoomiks on 184 kbp pikkune dsDNA, mille otstes paiknevad terminaalsed kordusjärjestused (TR, ingl terminal repeats) ja keskel sisemised kordusjärjestused IR (ingl internal repeats). Suurimaks selliseks elemendiks on IR1-järjestus; seda moodustava korduselemendi pikkuseks on 3 kbp ja koopiarvuks 6–12 elementi IR1-järjestuse kohta; seega on kogu IR1-lõik 18-36 kbp pikkune. TR-järjestused ja IR1-element jagavad EBV-genoomi lühikeseks ja pikaks unikaalseks domeeniks, mida nimetatakse vastavalt US ja UL. Kaardil kujutatakse EBV-genoomi nii lineaarsena kui ka rõngasmolekulina. See tuleneb sellest, et virionis on viiruse DNA lineaarne, latentses infektsioonis moodustab ta aga rõngakujulise episoomi (Joonis 302). Genoomis on kolm replikatsiooni alguspunkti: kaks ori-lyt-järjestust, mida kasutatakse lüütilise infektsiooni, ja üks oriP-järjestus, mida kasutatakse latentse infektsiooni puhul.

			 

			[image: ]

			Joonis 302. A. EBV genoom lineaarsel kujul. B. EBV genoom rõngasmolekuli kujul. Näidatud on peamiste latentse infektsiooni geenide paiknemine. TR – terminaalne korduvjärjestus; IR1 – 18–36 kbp pikkune sisemine korduvjärjestus; IR2, IR3 ja IR4: lühemad sisemised korduvjärjestused. Näidatud on lüütiliste (ori-lyt) ja plasmiidse (oriP) replikatsiooni ori-lõikude paiknemine.

			 

			EBV genoomis paikneb umbes 90 geeni, mida saab jaotada latentse ja lüütilise infektsiooni geenideks. Latentses faasis ekspresseerub 12 valke kodeerivat geeni (Joonis 302B), mis on kõik on teatud määral sarnased peremeesraku geenidega ja mida teistel herpesviirustel ei ole. Lisaks ekspresseeritakse latentses infektsioonis mittekodeerivaid transkripte, millest osad on miRNAde eellased. EBV lüütilises faasis ekspresseeruvaid geene on umbes 80; paljud nendest on homoloogsed teiste herpesviiruste geenidega ja nende produktidel on EBV-infektsioonis samad funktsioonid kui ka teiste herpesviiruste puhul.

			 

			EBV sisenemine rakkudesse

			Koekultuuris nakatab EBV peamiselt B-lümfotsüüte ja nendest pärinevaid kasvajarakke. In vivo võib EBV nakatada nii B-lümfotsüüte, kus tekib kohe latentne nakkus, kui ka epiteelirakke, milles üldjuhul käivitub lüütiline nakkus. In vivo toimub esmane infektsioon suuõõnes paiknevates epiteelirakkudes ja et viirus levib süljega, siis on tõenäoline, et seal leiavad aset ka aeg-ajalt toimuvad reaktiveerumised (Joonis 303). 
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			Joonis 303. EBV in vivo infektsiooni skeem. Viiruse esialgne infektsioon ja re-aktivatsioon toimuvad suu epiteelirakkudes, latentne infektsioon ja viiruse säilimine aga B-lümfotsüütides.

			 

			EBV sisenemine lümfotsüütidesse ja epiteelirakkudesse toimub erinevate retseptorite vahendusel. 

			-B-lümfotsüütidesse sisenemiseks on kõigepealt vajalik virioni glükovalgu gp350 interaktsioon raku retseptori CD21-ga. Seejärel interakteerub teine glükovalk – gp42 – raku pinnal asuva MHC-II molekuliga ja algatab viiruspartikli ümbrise ja rakumembraani liitumise, mille tagajärjel viirus pääseb rakku. 

			-Epiteelirakkudes CD21-retseptor puudub ja rakkudesse sisenemiseks peab virioni valk BMRF-2 kõigepealt seonduma β1-integriiniga. Sellele järgneb valkude gH/gL- interaktsioon αvβ6/αvβ8-integriini retseptoritega, mis käivitab membraanide kokkusulamise ja viiruse sisenemise rakku. Epiteelirakkudesse sisenemiseks gp42 molekuli seega vaja ei ole.

			Oluline on märkida, et epiteelirakkudest vabanenud virionide pinnal paikneb suurel hulgal gp42-valku. Seetõttu on epiteelirakkudest vabanenud virionid eelkõige infektsioossed B-lümfotsüütidele. Lümfotsüütidest vabanenud viirusepartiklid sisaldavad vaid vähesel hulgal gp42-antiretseptorit ja on seetõttu infektsioonilised eelkõige epiteelirakkudele. Niisugune omapära on tingitud sellest, et EBV infektsioonis osalevad vaheldumisi mõlemad rakutüübid (Joonis 303).

			Ka viiruse ja rakumembraanide liitumine sõltub nakatava raku tüübist; see võib toimuda pärast viiruse endotsütoosi teel sisenemist või otseselt raku plasmamembraanil. Nii ühel kui teisel juhul vabanevad virioni ja raku membraanide kokkuliitumise tulemusena rakku tegumendi valgud ja kapsiid. EBV kapsiid transporditakse tuumapooridele ja nende kaudu siseneb viiruse genoom tuuma, kus ta moodustab rõngasmolekuli. EBV geeniekspressioon on reguleeritud rakuliste transkriptsioonifaktorite poolt. Kaks erinevat peremeesrakkude tüüpi, B-lümfotsüüdid ja epiteelirakud, ekspresseerivad erinevaid transkriptsioonifaktoreid. Seetõttu arvatakse, et erinevad raku transkriptsioonifaktorid määravad selle, kas nendes rakkudes käivitub latentne või lüütiline nakkus.

			 

			EBV lüütiline nakkus

			Ehkki EBV lüütiline nakkus toimub eelkõige epiteelirakkudes, võib see aset leida ka latentselt nakatatud lümfotsüütide indutseerimisel. Nagu herpesviirustel ikka, lõpeb selline nakkus uute, nakatamisvõimeliste viiruspartiklite vabanemisega rakust. Ka muus osas on EBV lüütiline infektsioon sarnane teiste herpesviirustele omaga: kõigepealt ekspresseeritakse varased geenid (immediate early), siis hilinenud varased geenid (early), millele järgneb viiruse DNA replikatsioon viiruse enda kodeeritud DNA polümeraasi abil, siis hiliste (late) geenide ekspressioon, uute genoomide pakkimine kapsiidi, ümbrise omandamine rakumembraanidest ja uute viirusosakeste vabanemine rakust. 

			EBV varaste geenide produktidest on olulisemad BZLF1, mis on tuntud ka kui Zta, ja BRLF1. Mõlemad valgud kujutavad endast viiruse trans-aktivaatoreid, mis aktiveerivad nii omaenda kui ka hilinenud varaste geenide promootoreid. BZLF1 valgu üheks omapäraseks omaduseks on see, et ta toimib oluliselt efektiivsemalt metüleeritud (võrreldes metüleerimata) DNA järjestustel. Enamiku transkriptsioonifaktorite puhul on asjad vastupidi, s.t nad toimivad metüleerimata DNA-l. See BZLF1 omadus on ilmselt üks asjaoludest, mis soodustab lümfotsüütides kohest latentse infektsiooni tekkimist: rakku sisenenud viiruse DNA on metüleerimata, mistõttu BZLF1 on väheaktiivne. Üleminekul latentselt infektsioonilt lüütilisele on olukord aga vastupidine: latentse infektsiooni käigus viiruse DNA-d metüleeritakse (vt allpool), mis võimaldab BZLF1 valgul hilinenud varast transkriptsiooni efektiivselt aktiveerida.

			Hilinenud varaste geenide hulgas ekspresseeritakse viiruse DNA polümeraas (BALF5), ssDNA-d siduv valk (BALF2) ning teised replikatsioonikompleksi valgud: helikaas-primaas ning polümeraasi protsessiivsusfaktor. Kokku on neid valke kuus ja nendest moodustunud kompleks viib läbi viiruse DNA replikatsiooni, kasutades replikatsiooni alguspunktina EBV lüütilisi ori-lõike (ori-lyt). Selliseid elemente on EBV genoomis kaks ja neid nimetatakse ka DL- ja DR-elementideks. Sarnaselt HCMV-ga puudub EBV-l lüütilisele ori-lõigule seonduv valk, replikatsiooni käivitamiseks on vajalik transkriptsiooni toimumine ori-Lyt piirkonnas. Viiruse DNA replikatsioon algab theta-skeemi järgi ja lülitub hiljem ümber veereva rõnga mehhanismile. 

			DNA replikatsiooni algus võimaldab käivitada hiliste geenide ekspressiooni, mis kodeerivad virionide valmimiseks vajalikke valke. Viiruse kapsiid pannakse kokku rakutuumas ja sarnaselt teiste herpesviirustega moodustatakse ja pakitakse genoomid spetsiaalseid pakkimissignaale kasutades replikatsioonil tekkinud konkatemeeridest. Esialgne membraan omandatakse, pungudes tuuma sisemembraanist tuumamembraanidevahelisse ruumi, seejärel toimub sellest vabanemine ja lõplik membraan omandatakse plasmamembraanist väljapungumise käigus (re-envelopment). 

			Sarnaselt teiste herpesviirustega kodeerib ka EBV lüütilise infektsiooni jooksul mitmeid valke, mis kaitsevad nakatunud rakke organismi immuunsüsteemi eest. Selliste valkude hulka kuulub IL-10 homoloog (BCRF1), mis blokeerib makrofaagide ja NK-rakkude aktiivsust.

			 

			EBV latentne nakkus

			Latentselt nakatunud B-lümfotsüütides paikneb EBV genoom rõngasmolekulina ehk episoomina raku tuumas. Latentses faasis toimub ainult väheste viiruse geenide ekspressioon ja uusi virione ei teki. EBV DNA episoomide, mida on keskmiselt 10 molekuli nakatunud raku kohta, replikatsioon toimub üks kord rakutsüklis S-faasi jooksul; seda replikatsiooni viib läbi peremeesraku DNA polümeraasi kompleks. Latenste infektsiooni käigus toimub viiruse DNA metüleerimine ja pakkimine nukleosoomidesse. Viiruse DNA metüleerimine surub täiendavalt maha viiruse geenide ekspressiooni ja soodustab latentse oleku püsimist. 

			Latentse nakkuse korral ekspresseeritakse viiruse genoomilt EBNA- (ingl Epstein-Barr nuclear antigen) valke EBNA1, EBNA2, EBNA3A, EBNA3B, EBNA3C ja EBNA-LP (ingl EBNA leader protein) ning transmembraanseid LMP- (ingl latent membrane protein) valke LMP1 ja LMP2A/2B. Lisaks valkudele osalevad latentsuse tekkimisel ka viiruse genoomilt ekspresseeritavad raku tuumas paiknevad väikesed RNA-d, mida nimetatakse EBER-iteks; genoomi BART-piirkonnalt sünteesitud RNA-st moodustub üle 20 erineva miRNA. 

			Latentse geeniekspressiooni käivitamine on organiseeritud protsess. Esimesena aktiveeritakse IR1-regioonis paiknev Wp-promootor, millelt sünteesitakse EBNA-LP ja EBNA2 mRNA-d. EBNA2 on EBV latentse infektsiooni faasi peamine trans-aktivaator, mis aktiveerib nii LMP1 ja LMP2A/2B mRNA-de sünteesi kui ka Wp promootorist ülalpool asuvat Cp promootorit. Cp promootor kontrollib nii EBNA-LP ja EBNA2 edasist ekspressiooni kui ka ülejäänud EBNA-valkude (EBNA1, EBNA3A, EBNA3B ja EBNA3C) mRNA-de sünteesi. Ka ülejäänud EBNA-valgud osalevad oma promootorite aktiivsuse reguleerimisel. Erinevate EBNA-valkude ekspressiooni reguleerivad seega kaks promootorit (Cp ja Wp; EBNA1-l on ka individuaalne promootor Qp) ning selle käigus kasutatakse palju alternatiivset splaissingut ja alternatiivseid polüadenüülimise saite. Nii transkribeeritakse latentses infektsioonis peaaegu kogu EBV genoomi, kuid valmis mRNA-desse kuuluvad vaid lühikesed valke kodeerivad pre-mRNA-de lõigud. 

			 EBV latentse nakkuse korral eristatakse kolme tüüpi latentsust:

			1.III tüüpi latentsuse korral ekspresseeritakse kõiki eelpool nimetatud valke ja RNA-sid. Sünteesitud produktide mõjul hakkab seni puhkefaasis olev lümfotsüüt jagunema. Seda tingivad arvukad mehhanismid, mille hulka kuuluvad raku geenide aktiivsuse reguleerimine (EBNA2, miRNAd), RB1-valgu sidumine ja membraanilt alguse saava signaaliülekande modifitseerimine (LMP1). Erinevalt väikeste DNA-viiruste põhjustatud rakkude aktiveerimisest ei näe EBV poolt aktiveeritud rakud välja patoloogilised; pigem meenutavad nad tsütokiinide toimel paljunevaid lümfotsüüte. Sellele vaatamata on latentsuse III faasis olevad rakud sihtmärgiks inimese immuunsüsteemi rakkudele ja seetõttu hakkab viiruse geenide ekspressioon järk-järgult vähenema (Joonis 304).

			2.Latentsuse II faasi ajal jätkub EBNA1, LMP1/2 ja väikeste RNA-de ekspressioon.

			3.Latentsus I faasi ajal ekspresseeritakse vaid EBNA1 valku ja mittekodeerivaid EBER ja BART RNA-sid. 

			Kasutades erinevaid latentsuse tüüpe, saab viirus ennast märkamatult säilitada puhkavates B-mälurakkudes (latentsuse tüüp I), indutseerida B-rakkude diferentseerumist (latentsuse tüüp II) või aktiveerida B-rakke (latentsuse tüüp III) (Joonis 304). Tüüp III latentsuse iseloomulik geeniekspressioon on detekteeritav infektsioosse mononukleoosi korral ja kultiveeritavate B-lümfotsüütide nakatamisel EBV-ga. 
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			Joonis 304. EBV latentse infektsiooni tüübid. Iga latentse infektsiooni tüüp toimub teatavas seisundis olevates B-lümfotsüütides ja sellele on iseloomulik erinev latentse infektsiooni geenide ekspresseerimine.

			 

			EBNA1 on ainus EBV-valk, mille ekspressioon toimub kõigi kolme latentsuse tüübi jooksul. EBNA1 on DNA-d siduv valk, mis seob viiruse genoomi plasmiidse replikatsiooni ori-lõiku (oriP) ja transkriptsioonilise enhanseri FR (ingl frequent repeat) piirkonnas. EBNA1 interaktsioon oriP piirkonnaga on oluline EBV DNA replikatsiooniks lümfotsüütides, sest EBNA1 toimib ori-lõiku seonduva ja DNA replikatsiooni käivitava valguna. Kõik muud valgud, mida kasutatakse latentses faasis EBV genoomi replikatsiooniks, pärinevad peremeesrakult. Peale selle on EBNA1 vajalik ka viiruse episoomide ankurdamiseks mitoosi ajal peremeesraku kromosoomide külge. Raku valk, mida EBNA1 seob, kannab nimetust EBNA1 BP2. Nagu juba ülal papilloomiviiruste E2-valgu puhul on kirjeldatud (ptk II.39), on sellise seondumise eesmärgiks tagada viiruse genoomi säilimine jagunevates rakkudes. Lisaks sellele osaleb EBNA1 FR-piirkonnale seondumise kaudu ka viiruse latentse transkriptsiooni aktiveerimisel. Tähelepanuväärne on ka EBNA1-valgu võime alla suruda temast pärinevate antigeensete peptiidide presenteerimist nakatatud raku pinnal. Täpsemalt, inhibeeritud on EBNA1 degradatsioon proteosoomide poolt, mistõttu ei teki presenteeritavaid peptiide ja latentsuse I faasis olevad nakatunud rakud jäävad organismi immuunsüsteemile nähtamatuks. See võimaldab eluaegse latentsuse teket nakatunud B-rakkudes. 

			LMP1- ja LMP2A/B-valke ekspresseeritakse latentsuse III ja II tüübi ajal ja nad vastutavad B-rakkude proliferatsiooni käivitamise eest. LMP1 on transmembraanne valk, millel on rakke transformeerivad omadused. LMP1 interakteerub raku kasvufaktorite retseptoritega ja aktiveerib selle kaudu rakkude paljunemist. Peale selle konverteerib ta raku surmale viiva signaaliülekande ümber mittesurmavaks rakke aktiveerivaks ülekandeks. LMP2-valgud blokeerivad EBV infektsiooni üleminekut latentsest faasist lüütilisse ja toimivad lümfotsüütide elushoidmise faktoritena.

			EBV ekspresseerib väga suurel arvul miRNA-sid (23–25 erinevat), mis on klasterdunud kahte peamisesse klastrisse: BART-regiooni (umbes 20 miRNA-d) ja BHRF1 regiooni (3 miRNA-d). EBV miRNA-d reguleerivad viiruse ja raku geenide ekspressiooni. Nende kõik funktsioonid pole selged, kuid mitmed tööd on näidanud, et EBV miRNA-d on vajalikud latentse infektsiooni tekitamisel, sealhulgas rakutsükli aktiveerimisel ja apoptoosi mahasurumisel. Samas ei ole miRNA-d olulised latentsuse säilitamiseks.

			 

			Kordamisküsimused teema Herpesvirales kohta

			1.Milliseid on inimesi nakatavad herpesviirused, nende levik ja süstemaatiline kuuluvus?

			2.Milline on alfaherpesviiruse (HSV-1) virioni ja genoomi ehitus?

			3.Kuidas toimub HSV-1 sisenemine rakku ka tema geeniekspressioon?

			4.Millised valgud osalevad alfaherpesviiruste DNA replikatsioonis ja kuidas toimivad alfa-herpesviiruste DNA sünteesi inhibiitorid?

			5.Kus toimub ja mille poolest on iseloomulik HSV-1 latentne infektsioon?

			6.Mille poolest erinevad ja mille poolest sarnanevad HCMV virionid ja genoomid HSV omadega?

			7.Milliste mehhanismide abil väldivad HSV, HCMV ja EBV immuunsüsteemi toimet?

			8.Mille poolest erinevad ja mille poolest sarnanevad EBV virionid ja genoomid HSV omadega?

			9.Kuidas toimub EBV latentse infektsiooni korral viiruse geeniekspressioon ja DNA replikatsioon?

		

	
		
			II.42. POKSVIIRUSED – SUGUKOND POXVIRIDAE

			Reet Kurg

			Kokkuvõte

			Poksviirused on suured lineaarsete dsDNA genoomide ja vaadikujuliste virionidega viirused, mis replitseeruvad nakatatud rakkude tsütoplasmas. Poksviirused nakatavad selgroogseid loomi ja putukaid. Leidub ka mitmeid inimesi nakatavaid poksviiruseid, millest tuntuim on loodusest likvideeritud rõugeviirus. Poksviirused moodustavad mitut tüüpi virione, nendest olulisemad on rakusisesed valmisvirionid (IMV-d) ja rakuvälised membraaniga virionid (EEV-d); nende erinevuseks on täiendava membraani olemasolu EEV-del. Virioni kuulub peaaegu sada erisugust viiruse poolt kodeeritud valku, sealhulgas arvukalt membraanivalke ning ensüüme. Ensüümide pakkimine tuleneb osaliselt sellest, et virioni on pakitud kogu mRNA-de sünteesi süsteem. Poksviirused seovad erinevaid retseptoreid ja võivad rakku siseneda nii plasmamembraanil toimuva membraanide liitumise kui ka makropinotsütoosi teel. Viiruse ja rakumembraanide liitumiseks vajalik kompleks koosneb 12 valgust ja paikneb IMV membraanis. Rakku sisenenud osakeses käivitatakse viiruse mRNA-de süntees. Geene on kolm klassi (varased, vahepealsed ja hilised) ning kõik need ekspresseeritakse viirusespetsiifilisi promootoreid ja viiruse enda RNA polümeraasi kasutades. Sünteesitud mRNA-del on 5’-cap-struktuurid ja nad on 3’-otsast polüadenüülitud. DNA replikatsiooni läbiviivad valgud on samuti viiruse kodeeritud. Replikatsiooni ori-lõike ei ole, replikatsiooni skeeme on tõenäoliselt mitu ja nende tulemuseks on multimeersete genoomide (konkatemeeride) moodustamine. Need lõigatakse monomeerideks virionide moodustamisest sõltumatult. Virionide moodustamine on keeruline protsess ja erineb teiste tuntud viiruste puhul toimuvast. Poksviirusinfektsiooniga kaasneb peremeesraku metabolismi mahasurumine. EEV-d vabanevad rakust pungumise ja/või eksotsütoosi teel, IMV-d vabanevad rakkude purunemisel.

			 

			Poksviirused on suured dsDNA-genoomiga viirused, mis erinevalt suurest enamusest DNA- genoomiga viirustest paljunevad nakatunud raku tsütoplasmas. Kõige (kuri)kuulsam poksviirus on kindlasti rõuge- ehk variolaviirus, mis on aegade jooksul põhjustanud suuri epideemiaid. Esimesed tõendid rõugete kohta on leitud juba Egiptuse muumiatel. Keskajal iseloomustas rõugeepideemiaid suur suremus (20–60% täiskasvanutest ja üle 80% väikelastest); paljud ellujäänud jäid pimedaks või sandistusid. Rõugeviirus oli ka esimene viirus, mille vastu hakati inimesi vaktsineerima. Ligi 1000 aastat tagasi hakati Hiinas kasutama primitiivset vaktsineerimist – varioleerimist; siit tuleneb ka rõugeviiruse ingliskeelne nimetus: variola virus. Varioleerimine oli küllaltki ohtlik, sest selleks kasutati looduslikku rõugeviirust, täpsemalt rõugevillidest võetud lima. Siiski tehti varioleerimist päris laialdaselt ja ka kõrgel tasemel: näiteks laskis Venemaa keisrinna Katariina II 1765. aastal niiviisi vaktsineerida ennast, oma perekonna- ja tähtsamaid õukonna liikmeid. 1796. a kasutas Edward Jenner Inglismaal esmakordselt inimeste vaktsineerimiseks lehma rõugeviirust; et ta avaldas seda kirjeldava töö 1798. aastal, siis peetakse vaktsineerimise algusaastaks sageli just nimetatud aastat. Efektiivse vaktsineerimise tulemusena vaibusid rõuged Euroopas 20. sajandi alguseks, kuid Aafrikas ja Aasias jäi rõugeviirus ülimalt oluliseks patogeeniks; 20. sajandi algusest kuni viiruse loodusest likvideerimiseni suri rõugetesse 300–500 miljonit inimest. Võrdluseks: 2020. aasta alguseks oli HIV-infektsiooni tagajärjel surnud u 40 miljonit inimest. Praeguseks on rõuged loodusest likvideeritud, maailma viimane (mittelaboratoorne) rõugete juhtum leidis aset 1977. aastal Somaalias. Looduslikku rõugeviirust säilitatakse kahes (USA ja Venemaa) laboratooriumis.

			Sugukonda Poxviridae (selts Chitovirales, klass Pokkesviricetes, hõimkond Nucleocytoviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria) kuulus 2020. a 83 viiruste liiki, mis jagunesid kahte alamsugukonda: Chordopoxvirinae ja Entomopoxvirinae. 

			-Alamsugukonda Entomopoxvirinae kuulub 31 tunnustatud viiruste liiki, mis kõik nakatavad putukaid; need viirused jagunevad nelja perekonda: Alpha-, Beta-, Delta- ja Gammaentomopoxvirus. 

			-Alamsugukonda Chordopoxvirinae kuulub kokku 52 tunnustatud viiruste liiki, mis nakatavad selgroogseid. Sugukond jaguneb 18 perekonnaks. Nelja perekonna – Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Yatapoxvirus ja Molluscipoxvirus – esindajad võivad nakatada ka inimesi. 

			Tuntumad ja enim uuritud viirused kuuluvad perekonda Orthopoxvirus. Nendeks on rõugeviirus (Variola virus, VARV), Vaccinia virus (VACV), Cowpox virus (CPXV) ehk lehma rõugeviirus ning laboratoorse mudelina kasutatav Ectromelia virus (ECTV) ehk hiirte rõugeviirus. Meditsiiniliselt oluline on ka perekonda Molluscipoxvirus kuuluv Molluscum contagiosum virus (MOCV). Austraalias küülikute hävitamiseks kasutatud Myxoma virus (MYXV) kuulub perekonda Leporipoxvirus. Kuigi rõugeviirus on kahtlemata kõige olulisem poksviirus, on tema uurimine praegusel ajal piiratud nende kahe laboriga, kus vastavaid proove hoitakse. Seetõttu on kõige rohkem uuritud poksviiruseks VACV, mis on rõugeviiruse lähedane sugulane ja perekonna Orthopoxvirus tüüpesindaja. 

			 

			Virion ja genoom

			Poksviirustele on iseloomulikud suured ja keerulise ehitusega virionid, mis on nähtavad ka valgusmikroskoobis. Vaktsiiniaviiruse virion on 360 × 270 × 250 nm mõõtmetega vaadikujuline osake, mis on ümbritsetud membraani(de)ga (Joonis 305). Poksviirustel on mitut tüüpi virione, morfoloogiliselt saab eristada rakusisest valmisvirioni (ingl intracellular mature virion, IMV, aga ka MV) ja rakuvälist membraaniga virioni (ingl extracellular enveloped virion, EEV, aga ka EV). Need virionide tüübid erinevad ümbrise poolest, samuti erinevad nende funktsioonid infektsioonis:

			-IMV tüüpi virionidel on üks kahekihiline membraan (Joonis 305). IMV-d on kõige arvukam poksviiruse virionide tüüp. Keskkonda vabanevad IMV-d rakkude purunemisel ja nad on ette nähtud levikuks ühest organismist teise organismi. 

			-EEV tüüpi virionidel on täiendav kahekihiline membraan (Joonis 305). EEV-d väljuvad rakust pungumise teel ja on olulised viiruse levimisel organismi sees. 

			Virioni sees asuvad läätsekujulised lateraalsed kehad ning hantlikujuline südamik ehk core, millesse omakorda on pakitud viiruse genoom ja valgud, mis on vajalikud viirusnakkuse varases faasis (Joonis 305).
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			Joonis 305. A. Poksviiruste virionide ehituse skeemid; vasemal on kujutatud IMV-d, paremal EEV-d. B. Poksviiruse virioni vaadikujuline kuju on nähtav krüoelektronmikroskoobis (https://web.stanford.edu/group/virus/pox/2005/index2.html).

			 

			Poksviiruse virioni kuulub umbes 80 erinevat viiruse poolt kodeeritud valku. IMV membraanis on vähemalt 12 (võimalik, et isegi 30) erinevat valku. On tähelepanuväärne, et erinevalt suurest enamikust ümbrisega virionides leiduvatest membraanivalkudest ei ole IMV membraanivalgud glükosüleeritud. Nagu ülalpool kirjas, on EEV-del veel täiendav (välimine) membraan (Joonis 305), milles paiknevad sellele virionitüübile iseloomulikud täiendavad membraanivalgud, mis IMV-des puuduvad: 5 glükovalku ja üks glükosüülimata membraanivalk. Virioni südamiku ehk core struktuuri moodustavad neli viirusvalku, millest kaks seovad genoomset DNA-d. Lisaks mažoorsetele viirusvalkudele, mis moodustavad virioni struktuuri, paikneb core regioonis veel ligikaudu 50 erinevat viirusevalku, neist 30 kujutab endast ensüüme. Muu hulgas paiknevad virionis mRNA transkriptsiooniks vajalikud valgud, sealhulgas ensüümid, mis osalevad polüadenüleeritud ja cap-struktuure sisaldavate mRNA-de sünteesil. See on oluline, sest kui rakutuumas paljunevad viirused kasutavad mRNA-de sünteesiks üldjuhul peremeesraku valke, siis on tsütoplasmas paljuneval poksviirusel vaja omi, viiruse enda poolt kodeeritud ja virionis kaasaskantavaid mRNA-de sünteesi ja modifitseerimise ensüüme. 

			 

			Genoom

			Poksviiruste genoomiks on 134–300 kbp pikkune lineaarne dsDNA molekul. DNA ahelad on omavahel seotud kovalentse sideme abil (Joonis 306). Ahela otstes asuvad A/T-rikkad piirkonnad pikkusega umbes 100 bp moodustavad juuksenõelastruktuure, mille piirides leidub ka mittepaardunud aluseid. See genoomi regioon on poksviirustel väga konserveerunud ja sisaldab multimeersete genoomide (konkatemeeride) lahtilõikamiseks vajalikke järjestusi. Genoomi otstes asuvad inverteeritud kordusjärjestused (ITR), mille pikkused varieeruvad erinevatel poksviirustel 700 bp-st kuni 10 kbp-ni (Joonis 306). ITR-id on keerulise ehitusega ja koosnevad omakorda lühematest, 70 bp pikkustest tandeemsetest korduvmotiividest ja nende vahele jäävatest unikaalsetest järjestustest. ITR-i pikkuse varieerumine tuleneb peamiselt nendes leiduvate korduvmotiivide erinevast arvust.
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			Joonis 306. Poksviiruse genoomi ehituse skeem. Genoomi otstes paiknevad varieeruva pikkusega inverteeritud korduvjärjestused (ITR). Genoomsel DNA-l ei ole vabu 3’- ja 5’-otsi; selle asemel on nad omavahel seotud fosfodiestersidemega. Genoomi terminaalne piirkond moodustab juuksenõelastruktuuri ja sisaldab mittepaardunud aluseid. 

			 

			Vaktsiiniaviiruse genoomis on kokku 185 geeni. Geene nimetatakse vastavalt nende paiknemisele genoomse DNA Hind III restriktaasiga lõikamise tulemusel tekkinud fragmentides. Kokku vastab VACV genoomile 16 sellist fragmenti, mida tähistatakse suuruse järjekorras A–P. Lisaks viitab geeni nimetus tema orientatsioonile viiruse genoomis (vasak või parem suund, vastavalt L või R). Geenide kodeerivad alad üldjuhul üksteisega ei kattu. Ka teiste uuritud poksviiruse genoomides paikneb umbes 180–190 avatud lugemisraami. Üldised reeglid on järgmised.

			-Genoomi keskosa (umbes 100 kbp) kodeerib valke, mis on erinevate alamsugukondade vahel konserveerunud ja mis osalevad geeniekspressioonis ning genoomi replikatsioonil. 

			-Genoomi mõlemad „õlad“ sisaldavad peamiselt lugemisraame, mille järjestused varieeruvad erinevate poksviiruste vahel suurel määral. Nendes piirkondades kodeeritud valgud osalevad viiruse interaktsioonides peremeesraku ja -organismiga ning on olulised viiruse nakatamisvõime kujunemisel ja peremeesraku kaitsesüsteemide mõjutamisel.

			Alamsugukonda Chordopoxvirinae kuuluvatel viirustel on umbes 100 ühist geeni, millest pooled on ka Entomopoxvirinae esindajatel. Seni uuritud ortopoksviiruste esindajatel on homoloogsete geenide poolt kodeeritud valgud ligi 90% ulatuses identsed. Näiteks on rõugeviirusel 187 geeni, millest 150 on homoloogsed vaktsiiniaviiruse vastavate geenidega. Rõugeviiruse genoomis ei ole ühtegi geeni, mida ei esineks ühegi teise poksviiruse genoomis. Seega ei saa rõugeviiruste erakordselt kõrget patogeensust siduda mingi kindla geeni olemasoluga. Ortopoksviiruste genoomide analüüs on näidanud, et ainult lehmarõugeviirusel on olemas kõik seni uuritud ortopoksviirustel leitud geenid; kõigil ülejäänuil on mõni nendest geenidest puudu. Seetõttu on võimalik, et just lehmarõugeviirus on perekonna Orthopoxvirus ürgseim esindaja.

			 

			Vaktsiiniaviiruse sisenemine rakku

			Nagu suurte viiruste puhul tavaline, on poksviiruse virionide rakule seondumiseks ja rakku sisenemiseks mitmeid võimalusi. Lisaks sellele sõltub seondumise/sisenemise mehhanism virioni tüübist (IMV või EEV). See on ilmselt ka üks põhjusi, miks vaktsiiniaviirusel on rakukultuuris lai peremeeste ring.

			IMV seondumist rakule võivad vahendada nii raku valgud (laminiin) kui ka GAG-id (glycosoaminoglycanes): chondroitinsulfaat ja heparaansulfaat. IMV membraanis on vähemalt 4 rakule seondumist vahendavat valku (antiretseptorit), neist suvalise eemaldamine virionide seondumist oluliselt ei mõjuta. IMV rakku sisenemine võib toimuda makropinotsütoosi teel, sisenemisele järgneb pH taseme langus endosoomides. Makropinotsütoosi abil rakku sisenemine võimaldab viirusel siseneda mitmetesse erinevat tüüpi rakkudesse ja vältida peremeesorganismi immuunsüsteemi aktiveerimist. Peale selle võib rakku sisenemine toimuda ka virioni ümbrise ja raku plasmamembraani liitumise teel.

			Liikumisel nakatunud rakust teise rakku kasutavad poksviirused EEV-sid. EEV-d võivad kolme viiruse kodeeritud valgu vahendusel kinnituda aktiinile. Sellise juhul paigutuvad nad koos aktiinidega mikrofilamentide tippudesse ja liiguvad edasi järgmisse rakku või, mõnel juhul, algsest rakust mitme rakukihi kaugusel asuvasse rakku. Rakke suudavad nakatada ka rakust väljunud (aktiin-sabadeta) EEV-d, ainult et nende liikumine rakkude vahel on aeglasem. Kuidas EEV-d täpselt rakule kinnituvad, pole selge. EEV-de rakku sisenemine toimub makropinotsütoosi ja sellele järgneva endosoomide pH taseme languse kaudu. 

			Virioni ümbrise liitumist rakumembraaniga vahendab universaalne sisenemiskompleks (ingl entry fusion complex, EFC). EFC koosneb 12 erinevast valgust ja paikneb IMV membraanis. Sellest tulenevalt tuleb EEV puhul enne liitumist rakumembraaniga virioni välimine membraan eemaldada. Erinevalt enamiku viiruste fusioonivalkudest pole EFC-valgud glükovalgud; ka pole neil olulist sarnasust muude viiruste fusiooni-valkudega.

			 

			Poksviiruste geeniekspressioon

			Kohe pärast viiruse sisenemist rakku käivitatakse varaste geenide ekspressioon (Joonis 308). Poksviiruste transkriptsiooni viib läbi viiruse enda poolt kodeeritud RNA polümeraasi kompleks, mis on pakitud rakku sisenevatesse virionidesse. See koosneb kaheksast allühikust, millest kuus on homoloogilised raku RNA polümeraas II allühikutega. 

			Varane transkriptsioon on detekteeritav juba mõni minut pärast viiruse sisenemist rakku ja on maksimaalselt aktiivne 1–2 tundi pärast raku nakatamist. Selline suur kiirus tuleneb asjaolust, et kõik varase transkriptsiooni läbiviimiseks vajalikud valgud on poksviiruse virionis olemas: peale RNA polümeraasi kuuluvad nende hulka RNA polümeraasi siduv valk RAP94, varane transkriptsioonifaktor VETF (ingl vaccinia early transcription factor), viiruse mRNA-de cap-struktuuride sünteesi/mRNA termineerimise ning cap-metüülimise/polü(A)saba sünteesi ensüümid, DNA-st sõltuv helikaas, mis on vajalik sünteesitud mRNA vabastamiseks transkriptsioonikompleksist ja rida muid valke (topoisomeraas, nukleotiid fosfohüdrolaas I ja II jt). Nagu ka teistel viirustel, mille geeniekspressioon toimub tema enda kodeeritud RNA polümeraasi abil, erinevad poksviiruse genoomis paiknevad promootorid ja terminaatorid oma järjestuselt raku omadest (Joonis 307). Viiruse varasel promootoril on A/T-rikas core–järjestus, mis paikneb transkriptsiooni algussaidist 12–17 nukleotiidijääki ülalpool (Joonis 307); promootori aktiivsust mõjutavad ka core elemendi ja transkriptsiooni algussaidi vahelised järjestused. Varase transkriptsiooni terminaatoriks on TTTTTNT-järjestus, täpsemalt, sellele vastav UUUUUNU-järjestus mRNA-s. Terminatsiooni toimumist mõjutavad ka muud järjestused. Nagu võib juba järeldada virionis paiknevatest ensüümidest, on poksviiruse varased mRNA-d 5’-cap- struktuuridega ja 3’-otstest polüadenüülitud. Mõnevõrra üllatuslikult on cap-struktuuri sünteesiv ensüüm samal ajal ka mRNA-de sünteesi termineerimise ensüümiks; cap-struktuuri koostisesse kuuluvat riboosi jääki metüleeriv ensüüm on ühtlasi ka polü(A) järjestust sünteesivaks ensüümiks. Varases geeniekspressioonis osaleb umbes pool poksviiruse genoomist ja selle käigus sünteesitakse DNA replikatsioonis ja vahepealses transkriptsioonis osalevad valgud ning peremehe immuunsüsteemi toimet blokeerivad valgud. Varane transkriptsioon lakkab seoses virionist pärineva südamiku lagundamisega ning viiruse genoomi vabanemisega tsütoplasmasse (Joonis 308). Tõenäoliselt tuleneb see asjaolust, et südamiku lagundamine toob endaga kaasa varaseks transkriptsiooniks vajalike viirusevalkude funktsioneerimiseks oluliste struktuuride (või komplekside) lagunemise. Kui varaseid transkripte enam ei toodeta, lakkab kiiresti ka vastavate valkude süntees. Seda põhjustavad viiruse kodeeritud ensüümid, mis eemaldavad mRNA-delt 5’-cap-struktuure. Nende toimemehhanism erineb küll HSV VSH valgu omast, mis toimib kui nukleaas ja lagundab mRNA-sid, kuid nende tähtsus viirusele on sellele vaatamata üsna sarnane: üheaegselt tagatakse konkureerivate raku mRNA-de lagundamine ning kiire üleminek viiruse ühe klassi valkude tootmiselt järgmise klassi valkude tootmisele. 
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			Joonis 307. Vaktsiiniaviiruse varaste (early), keskmiste (intermediate) ja hiliste (intermediate/late ja late) promootorite nukleotiidne kasutus. Kõik promootori variandid on A/T-rikkad ja erinevad järjestuselt raku omadest. Joonis pärineb Yang et al., 2013. Virology. https://doi.org/10.1016/j.virol.2013.09.007.

			 

			Vahepealsete (intermediate) geenide ekspressioon algab pärast DNA replikatsiooni algust. See tuleneb ilmset asjaolust, et nende geenide ekspressiooni käivitamiseks on vajalik viiruse genoomi vabanemine core-struktuurist (Joonis 308), mis võimaldab varaste valkude, sealhulgas spetsiaalsete trans-aktivaatorite (ingl vaccinia intermediate transcription factor, VITF), juurdepääsu vahepealsetele promootoritele. VITF-valkude hulka kuuluvad nii viiruse poolt kodeeritud valgud kui ka – üsna suure üllatusena – mõned raku valgud, näiteks stressigraanulite valk G3BP. Üsna pikka aega arvati, et vahepealseid geene on poksviirustel väga vähe ja et need on ette nähtud peamiselt hiliste geenide ekspressiooni käivitamiseks. Praeguseks on selgunud, et vahepealses transkriptsioonis osaleb palju rohkem (üle 50) geene ja et nende produktide funktsioonid on oluliselt mitmekesisemad. Tõepoolest, vahepealsete valkude hulka kuulub nii DNA-d siduvaid/pakkivaid valke kui ka virioni core-struktuuriga seotud valke. Oma järjestuselt erineb poksviiruse vahepealne promootor varasest promootorist: sinna kuulub 14 bp pikkune „core element“ ja temast 10 bp allpool paiknev transkriptsiooni initsiatsiooni element, mille järjestuseks on TAAA (Joonis 307). Transkriptsiooni alguspunkt paikneb AAA-järjestuses, kuid kus täpselt, on raske öelda, sest vahepealse transkriptsiooni initsiatsiooni käigus polümeraas „libiseb“ ja mRNA-de 5’-otsa lisatakse täiendavaid A-jääke. Näib, et vahepealsetel geenidel puudub kindel termineerimise järjestus: sünteesitud mRNA-d on oma 3’-otstest heterogeensed. 
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			Joonis 308. Poksviiruse infektsioonitsükli üldskeem (seletused tekstis). Skeemi lihtsustamiseks pole joonisel vahepealset transkriptsiooni eraldi välja toodud.

			 

			Hiline transkriptsioon algab umbes 2,5 tundi pärast raku nakatumist ja kestab kuni rakkude surmani. Poksviirusel on umbes 40 hilist geeni, mis kodeerivad virioni struktuurivalke, sealhulgas varase transkriptsiooni faktoreid (VETF, RAP94) ning teisi virionidesse pakitavaid ensüüme. Hiliste geenide ekspressioon sõltub kolme vahepealse geeni poolt kodeeritud trans-aktivaatoritest (ingl vaccinia late transcription factor, VLTF-d), osaleb ka üks varase geeni produkt ning võimalik, et ka mõned raku valgud. Hilise promootori ehitus erineb vahepealsest selle poolest, et promootori järjestuse moodustavad 20 bp core-element milles paikneb T-jääkiderikas klaster ja core regioonist 6 bp allpool asuv transkriptsiooni initsiatsiooni element, mille konsensusjärjestuseks on TAAAT (Joonis 307). Sellele konsensusele järgneb A- või G-jääk, viimasel juhul (TAAATG-järjestus) kuulub translatsiooni initsiatsioonikoodoni (allajoonitud) promootori stardijärjestusse. Normaalselt peaks see tähendama, et vastavatel mRNA-del puudub üldse 5’-UTR. Poksviiruse puhul see siiski nii ei ole – ka hilise geeni transkriptsiooni alustav viiruse polümeraas „libiseb“ A-jääkidel ja selle tulemusena sünteesitakse transkriptide 5’-otsa umbes 40-st nukleotiidijäägist koosnev polü(A) saba mille 5’-otsa lisatakse cap-struktuur. Hiliste mRNA-de 3’-otsad on samuti polüadenüülitud ja sarnaselt vahepealsete mRNAde 3’-otstele pole need enamasti fikseeritud, s.t kindel terminaatorsait puudub. 

			 

			Poksviiruste DNA replikatsioon

			Kõik poksviiruse DNA replikatsioonil osalevad valgud sünteesitakse viiruse varastelt transkriptidelt. DNA replikatsiooniks on absoluutselt vajalikud vähemalt neli viiruse kodeeritud valku; kõik nad peremeesraku valkudega homoloogsed. Üks nendest on, nagu võibki eeldada, viiruse DNA polümeraas, mis sarnaneb raku DNA polümeraasiga ning omab proofreading aktiivsust. Absoluutselt vajalike valkude hulka kuuluvad veel ka nukleosiidtrifosfataas/primaas (geen D5R), mille tähtsus poksviiruse replikatsioonis pole üheselt selge (vt allpool) ning kaks valku, millel on vähe ühist „traditsiooniliste“ viiruse kodeeritud replikaasikompleksi valkudega: proteiinkinaas (geen B1R) ja uratsüül-DNA glükosülaas (geen DR4). Lisaks neile osalevad DNA replikatsioonil veel polümeraasi protsessiivsusfaktor (geen A20), mis interakteerub ka teiste replikatsiooniks absoluutselt vajalike valkudega, I3, mis on ilmselt viiruse ssDNA-d siduv valk ja DNA ligaas. On võimalik, et ka I3 on replikatsiooniks absoluutselt vajalik, samal ajal kui viiruse DNA ligaasi saab asendada ka raku kodeeritud ensüüm. Lisaks otseselt DNA replikatsioonis osalevatele valkudele kodeerivad mitmed poksviirused ka nukleotiidide sünteesil osalevaid valke, mis viiruse DNA replikatsiooni võimendavad. Selliste valkude komplekt on erinevatel poksviirustel erinev, samuti leidub poksviiruseid, millel seesugused abivalgud puuduvad.

			Poksviiruste DNA replikatsioon toimub raku tsütoplasmas moodustuvates replikatsioonitsentrites. DNA süntees algab 1–2 tundi pärast raku nakatamist ja selle käigus sünteesitakse umbes 10 000 uut viiruse genoomi, millest umbes pooled pakitakse uutesse virionidesse. Poksviirustel puudub klassikaline DNA replikatsiooni ori-lõik, kuid replikatsiooni alustamist soodustavad genoomi otstes paiknevad terminaalsed järjestused. Poksviiruste DNA replikatsiooni skeemi osas praegu täielikku selgust ei ole; on olemas kolm võimalust. On täiesti võimalik, et viirus kasutab neid kõiki, kas siis kõiki korraga või igaühte mingites kindlates tingimustes. Võimalikud mudelid on järgmised.

			1.Poksviiruste klassikaline replikatsioonimudel (Joonis 309) lähtub sellest, et poksviiruse genoom on struktuurilt, ehkki mitte pikkuselt ega järjestustelt identne autonoomsete parvoviiruste replikatsioonil tekkiva dsDNA intermediaadiga (Joonis 278). Seetõttu on oletatud, et sarnaselt parvoviirustega toimub ka poksviiruste DNA replikatsiooni initsiatsioon isepraimimise teel: genoomi otsa lähedal tekib DNA-ahelasse katke ja tekkinud vaba 3’-hüdroksüülrühm toimibki praimerina. Replikatsiooni käigus sünteesitakse ainult juhtivat DNA-ahelat ja selle tulemusena moodustuvad pikad lineaarsed konkatameerid (Joonis 309). Arvukad tööd on näidanud, et sellised molekulid tõesti eksisteerivad ja sellised andmed toetavad seda mudelit. Samas, erinevalt parvoviirustest ei ole poksviirustel leitud DNA-d nikeerivat ensüümi, samuti ei mahu sellesse skeemi viiruse poolt kodeeritud primaas. 

			2.Teine oletus on see, et poksviiruse DNA replikatsioon toimub juhtiva ja mahajääva ahela sünteesi teel. Siia skeemi mahuvad hästi ära nii viiruse primaas kui DNA ligaas, mis mõlemad on mahajääva ahela sünteesil vajalikud. Samas ei seleta see skeem, kuidas moodustuvad konkatemeerid.

			3.Kolmas oletus põhineb tähelepanekul, et poksviirusega nakatatud rakkudes moodustuvad mitte ainult lineaarsed, vaid ka hargnevad konkatemeerid. Nende tekkimist saab seletada vaid sellega, et vähemalt mingil etapil praimeeritakse poksviiruse DNA replikatsiooni, analoogselt faag T4 DNA replikatsiooniga (ptk II.4) rekombinatsiooni teel

			Sõltumata sellest, millist või milliseid replikatsiooniskeeme poksviirus kasutab, on replikatsiooni produktiks alati genoomide multimeerid ehk konkatemeerid (Joonis 309). Konkatemeeride lõikamist monomeerseteks genoomideks teostab viiruse poolt kodeeritud ensüüm resolvaas (A22R). Konkatemeeride lahtilõikamise järjestused vastavad viiruse genoomi otstes paiknevate silmustele. Kahtlemata pole see juhuslik, sest need järjestused on ka DNA lõigud, mille kaudu on genoomi monomeerid konkatemeerides üksteisega kokku liidetud. Erinevalt peaaegu kõikidest teistest tuntud viirustest ei ole poksviirustel konkatemeeride lahtilõikamine seotud genoomide pakkimisega: tegelikult sõltub hoopis virionide moodustamine monomeersete genoomide tekkimisest.
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			Joonis 309. Poksviiruse genoomse DNA replikatsiooni klassikaline mudel. See mudel eeldab, et poksviirus kasutab isepraimimist ehk siis replikatsiooni algatab katke tekkimine viiruse genoomis. DNA süntees toimub vaid juhtiva ahela sünteesi teel ning sünteesi kulgemiseks ning konkatemeeride moodustamiseks on olulised genoomi terminaalsete järjestuste poolt moodustatavad juuksenõelastruktuurid. Teineteisele komplementaarsed järjestused on joonisel tähistatud suurte ja väikeste tähtedega; see tähendab järjestus „A“ on komplementaarne järjestusele „a“, järjestus „B“ järjestusele „b“ jne. 

			 

				Nagu ka teistel viirustel, toimub ka poksviirustel DNA rekombinatsioon. See võib toimuda erinevate viiruste vahel, viiruse ja peremehe geenide vahel ja isegi viiruse enda terminaalsete järjestuste vahel. Rekombinatsioon ei ole poksviirusel eraldiseisev sündmus, vaid on sarnaselt pigem RNA kui DNA viirustega, seotud DNA replikatsiooniga. 

			 

			Virionide moodustamine

			Poksviiruse virionide moodustamine toimub replikatsioonitsentrite läheduses ja selles osaleb suur hulk viiruse poolt kodeeritud valke. IMV-de formeerumise esimeseks etapiks on kuplikujulise membraanse struktuuri moodustumine (Joonis 310). Ehkki varem arvati, et kupli moodustavad kaks kahekihilist membraani, on praeguseks selge, et tegemist on siiski ühe kahekihilise membraaniga. Kust see täpselt pärineb, on ebaselge: virioni moodustav membraan tekib ilmselt mingi rakumembraani purunemisel. Kupli välisküljel paikneb viiruse kodeeritud tugivalk D13, mis moodustab omamoodi membraani stabiliseerivad „tellingud“, mille pind meenutab struktuurilt meekärge. Edasi koguneb kupli nõgusasse ossa granulaarne materjal ja moodustub mullikujuline struktuur. Vahetult enne mulli täielikku sulgumist liigub selle sisse ka valkudega seotud viiruse genoom. Transkriptsioonikompleksi pakkimiseks moodustab VETF kõigepealt kompleksi varase promootoriga, VETF-ile seondub omakorda RAP94 ja sellele ülejäänud transkriptsiooniensüümid. Osa virioni moodustamisel osalevatest valkudest on eelvalgud ja virioni moodustamise käigus toimub lõigatakse need valmisvalkudeks. See protsess käivitab pakitud materjali kondenseerumise ning sellega kaasneb D13-valgust koosnevate „tellingute“ eemaldamine. Kui see on toimunud, omandab valminud virion iseloomuliku vaadikujulise vormi. Enamikul juhtudel jäävad sellised virionid – IMV-d – rakku ja vabanevad alles selle purunemisel.

			EEV-d moodustatakse IMV tüüpi virionidest. Sõltuvalt viirusest ja peremeesrakust on EEV-sid 1–30% IMV-de arvust. Täiendava membraani omandamiseks on kaks võimalust. Üks nendest on IMV pungumine läbi plasmamembraani, millega omandatakse täiendav membraan. Mõnel poksviirustel on see peamine EEV moodustamise mehhanism. Teistel viirustel, sealhulgas ka VACV-l, moodustub enamus EEV-sid nn wraping-mehhanismi teel. Selle käigus liiguvad IMV-d raku perifeeriasse ja omandavad sealt täiendavalt kaks kahekihilist membraani, mis pärinevad Golgi kompleksi või endosoomide membraanidest. See ei toimu pungumise teel, pigem mähitakse need raku membraanid IMV ümber (Joonis 310). Loomulikult sõltub see protsess viirusevalkudest: vajalik on EEV välimise membraani valkude ja vähemalt kahe abivalgu, mis ise valmis EEV-desse ei kuulu, osalemine. Mähitud virionid (ingl wrapped virions, WV), millel on seega kolm kahekihilist membraani, transporditakse raku plasmamembraanile. Siin leiab aset eksotsütoosisarnane protsess: WV välimine membraan ja raku plasmamembraan liituvad ja vabaneb kahe kahekihilise membraaniga EEV (Joonis 310). 
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			Joonis 310. Poksviiruse virionide moodustamise skeem (selgitused tekstis)

			 

			Poksviiruste vastasmõjud peremeesrakuga

			VACV-nakkus lõpeb enamasti peremeesraku surmaga. Viirusnakkusega kaasnevad arvukad tsütopaatilised efektid, rakumembraanide läbilaskvuse muutumine ning peremeesraku DNA, RNA ja valgu sünteesi mahasurumine. Kuna poksviirused kiirendavad mRNA-de lagundamist (vt ülal), on paar tundi pärast raku nakatumist peaaegu kogu tsütoplasmas leiduv mRNA juba viiruslikku päritolu. Peremeesraku valgusünteesi mahasurumisel osalevad nii virionidega rakku sisenenud valgud kui ka varastelt geenidelt sünteesitud valgud, samuti viiruse poolt sünteesitud lühikesed polüadenüleeritud RNA-d. Valgusünteesi inhibeerimiseks kasutatakse ribosoomivalkude fosforüülimist. 

			Samas on mitmetele poksviirustele iseloomulik ka rakkude kasvu stimuleerimine. Vastuolu ülal kirjeldatud tsütotoksiliste efektide tekitamisega on tegelikult näiv: poksviirused panevad paljunema nakatatud rakkude naaberrakud, mis ise ei ole veel viirusega nakatunud. Selleks sekreteerivad paljud poksviirused peremehelt omistatud geenidelt sünteesitud kasvufaktoreid. Üheks selliseks on VGF (ingl vaccinia virus growth factor), mis on homoloogne raku EGF-ga ja aktiveerib sarnaselt EGF-le raku retseptoreid. See põhjustabki nakatunud rakkude naaberrakkude paljunemist. Mõne poksviirusinfektsiooni puhul võib rakkude kasvu aktiveerimine viia ka nahakasvajate tekkele. 

			Poksviirusel on praktiliselt võimatu oma tegutsemist raku ja organismi kaitsesüsteemide eest varjata: replikatsioon tsütoplasmas ei jäta selleks võimalusi. Seega pole üllatav, et nakkuse tulemusena aktiveeritakse organismi immuunsüsteem: interferoonid, komplemendisüsteem, NK-rakud, CTL-id; samuti käivitatakse antikehade tootmine. Et viirus ei saa seda vältida, on ta „panustanud“ nende süsteemide toime neutraliseerimisele: kõikide nende mehhanismide vastu on poksviirusel omapoolsed kaitsemehhanismid. Näiteks on vaktsiinia viirusel vähemalt kaks valku, mis inaktiveerivad komplemendi komponente C4b ja C3b. Interferoonide toime mahasurumisel osalevad vaktsiinia viiruse geenide poolt kodeeritavad PKR inhibiitorid ning viiruse poolt kodeeritud interferoonide, interleukiinide ja kemokiinidega interakteeruvad valgud. Lisaks sellele osalevad poksviiruse poolt kodeeritud valgud ka raku apoptoosi mahasurumisel. 

			 

			Kordamisküsimused.

			1.Milline on vaktsiinia viiruse virionide (IMV ja EEV) ehitus ja milles seisnevad nende funktsioonid?

			2.Kuidas toimub vaktsiinia viiruse virioni seondumine ja rakku sisenemine?

			3.Millised on vaktsiinia viiruse RNA sünteesil osalevad komponendid ja kuidas toimun viiruse geeniekspressioon?

			4.Millised valgud osalevad ja kuidas toimub vaktsiinia viiruse DNA replikatsioon?

			5.Kuidas moodustuvad vaktsiinia viiruse virionid?

			 

		

	
		
			II.43. SUGUKOND ASFARVIRIDAE: AAFRIKA SIGADE PALAVIKU VIIRUS

			Aare Abroi

			Kokkuvõte 

			Sugukonna Asfarviridae ainus tunnustatud esindaja on African swine fever virus (ASFV). Tegemist on ainsa tuntud DNA genoomse viirusega, mis levib lülijalgsete vektorite abil. Ehkki ASFV ei põhjusta oma looduslikel peremeestel (Aafrika sigalased) haigusi, on tegemist majanduslikult tähtsa viirusega; seda põhjusel, et Euraasia mets- ja kodusigadele on ASFV- nakkus enamasti surmav. Sellele vaatamata on nimetatud viiruse huvitavat molekulaarbioloogiat vähe uuritud. ASFV virionid on suured, diameeter u 200 nm. Virionide ehitus on omapärane: nii ikosaeedrilise kapsiidi all kui ka peal on lipiidsed membraanid. Virionides leidub palju erisuguseid viiruse kodeeritud valke. Genoomiks on lineaarne dsDNA pikkusega 165–191 kbp; selle otstes on tandeemsed korduvjärjestused. Nagu ka poksviirustel on genoomi mõlemas otsas DNA-ahelate 5’- ja 3’-otsad kovalentse sidemega ühendatud. Virion siseneb rakku endotsütoosi teel; lahtipakkimine ja genoomi vabanemine toimub endosoomides. Virioni on pakitud mRNA sünteesi ensüümid, mis käivitavad varase transkriptsiooni. DNA replikatsiooni valgud on viiruse poolt kodeeritud ja genoomi replikatsioon toimub, vähemalt osaliselt, tsütoplasmas paiknevates viirusvabrikutes. DNA replikatsioon käivitab viiruse hilise geeniekspressiooni. Virionide moodustamine algab viirusevabrikutes, sisemine membraan omandatakse ER-ist ja välimine membraan plasma membraanist pungumise käigus.

			 

			Sugukond Asfarviridae kuulub seltsi Asfuvirales mis koos seltsiga Chitovirales (kuhu kuuluvad ptk II.42 käsitletud poksviirused) moodustab klassi Pokkesviricetes. Seega näitab kaasaegne (2020. a) süstemaatika nende viiruste kauget sugulust. Hõimkonna (Nucleocytoviricota) tasemel lisanduvad kaugete sugulaste hulka ka phycodnaviirused, ascoviirused iridoviirused ja mitmed hiidviirused (mimiviirused, marseilleviirused); pole kahtlust, et see nimekiri pikeneb lähiajal oluliselt. Hõimkond Nucleocytoviricota ise kuulub riiki Bamfordvirae valdkonnas Varidnaviria.

			Asfarviridae sugukonna nimetus on tuletatud seni ainukese sugukonda kuuluva viiruse nimest: Asfar – African swine fever and related virus. African swine fever virus (ASFV, perekond Asfivirus) on ainus teadaolev dsDNA genoomne viirus, mida levitavad lülijalgsed, konkreetsel juhul puugid (soft ticks) perekonnast Ornithododoros. Nagu ka teistel arboviirustel on ASFV-le iseloomulik looduslik ülekandetsükkel (metsatsükkel). Oma looduslikus levialas Aafrikas põhjustab ASFV sealsetel sigalastest peremeestel asümptomaatilist infektsiooni. Viiruse nimetus tuleneb aga asjaolust, et osa ASFV isolaate on kodusigadele ja Euraasia metssigadele peaaegu 100% letaalse toimega. On tähelepanuväärne, et Euroopas (ka Eestis) levib see viirus puukide abita: siin leiduvaid puuke ASFV nakatada ei suuda. Kuigi ASFV tähtsus loomakasvatuses ja jahinduses on suur ning osa viiruse isolaate on adapteeritud replitseeruma koekultuuri rakuliinides, on ASFV molekulaarbioloogiat seni siiski vähe uuritud.

			ASFV puhul tekib küsimus, kuidas teda eesti keeles õigesti nimetada. Otsetõlge ametlikust nimest oleks Aafrika sigade palaviku viirus või, arvestades asjaolu, et Aafrika sigadel see viirus palavikku ei põhjusta, sigade Aafrika palaviku viirus. Samas on veterinaarses praktikas ja ajakirjanduses kasutusel saksa keele vahendusel tekkinud tõlge: sigade Aafrika katku viirus; seda nimetust on järjepidevuse huvides kasutatud ka õpiku veterinaarviroloogia osas. Aeg-ajalt esinev nimekuju – Aafrika sigade katku viirus – on päris kindlasti ebatäpne sest, nagu eelpool öeldud, on selle viirus infektsioon Aafrika sigalastel asümptomaatiline. 

			 

			Virioni struktuur ja koostis

			ASFV partiklid on väga stabiilsed. Nii 4 kui ka 20 kraadi juures võib nende infektsioonilisus säilida aastaid; ka säilitavad virionid infektsioonilisuse laias pH vahemikus (pH 5–12). Virionid inaktiveeruvad kuumutamisel või töötlemisel membraane mõjutavate ainetega, eeter, kloroform või deoksükolaat. Viimane omadus tuleneb sellest, et ASFV-l on ümbrisega virionid.

			Teadaolevalt sisaldab ASFV virion 68 erisugust viiruslikku valku, sealhulgas ensüüme, mis on vajalikud varaseks mRNA transkriptsiooniks ja modifitseerimiseks. Virioni koostisest on leitud ka 21 erisugust rakulist valku. Enamik virionis olevaid valke ei ole virioni arhitektuursed komponendid. Kõik need omadused meenutavad poksviiruste virione, kuid sellega sarnasused piirduvad: ASFV virionid on selgelt teistsuguse ehitusega (Joonis 311).

			-Virioni südamik koosneb nukleokapsiidist, mille diameeter 70–100 nm. Nukleokapsiidi, mida antud viirusel nimetatakse ka nukleoidiks, koostisesse kuulub ka histoonisarnane DNA-ga seonduv viiruse valk. Nukleokapsiid on kaetud õhukese valgulise kihiga (ingl core shell), mida võib funktsionaalselt vaadelda kui maatriksit. Maatriksi funktsioone täitev kiht koosneb kahe liitvalgu lõikamisel moodustuvatest küpsetest valkudest:

			a.pp220 lõikamisel moodustuvad p150-, p37-, p34- ja p14-valgud; 

			b.pp62 lõikamisel moodustuvad p35, p15 ja p8. 

			-Maatriksit ümbritseb omakorda sisemine membraan, milles paikneb vähemalt seitse viiruse poolt kodeeritud valku.

			-Kapsiid, mille diameeter on umbes 170–190 nm, paikneb sisemise membraani ümber. Kapsiidil on ikosaeedriline sümmeetria (T = 189–217) ning selle moodustavad 1892–2172 kapsomeeri. Virioni peamiseks kapsiidivalguks on valk p72, lisaks sellele sisaldab kapsiid kahte täiendavat valku. 

			-Kapsiidi ümbritseb veel välimine membraan, mis annab virioni lõplikuks väliseks diameetriks 175–215 nm. Virioni välimises membraanis on leitud vaid üks viiruse poolt kodeeritud valk. See valk, mida on nimetatud kui CD2V või pE402R, on glükosüülitud valk. Virioni ümbris sisaldab ka glüko- ja fosfopeptiide. Virioni väline membraan ei ole ASFV nakkuslikuseks vajalik.
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			Joonis 311. ASFV virionid elektronmikroskoobis (Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853). Must nool näitab välimise membraani ja valge nool sisemise membraani asukohta. Skaalajoon 200 nm (A) ja virioni ehituse skeem (B). Membraanid on skeemil tähistatud helesinise värviga. 

			 

			Genoomi organisatsioon/struktuur

			Virionis paiknevaks genoomiks on lineaarne dsDNA molekul, mille pikkus on eri isolaatidel 165–191 kbp. Genoomi otstes paiknevad tandeemsed kordusjärjestused kogupikkusega 2,1 kbp. Vabu 5’- ja 3’-otsi ei ole: sarnaselt poksviirustega (ptk II.42) on need nii genoomi vasakus kui ka paremas otsas üksteisega kovalentse sidemega seotud. Seetõttu on ASFV genoom denatureeritud kujul (nt lahtisulatatult) üheahelalisest DNA-st koosnev rõngas. 

			Genoom sisaldab 151–167 avatud lugemisraami (ORF-i). Lugemisraamid paiknevad tihedalt genoomi mõlemas ahelas; vahemaad geenide vahel on üldiselt lühemad kui 200 bp. Genoomi otste lähedal asuvad geenid kodeerivad viide multigeensesse perekonda (MGF 11, MGF 360, MGF 530/505, MGF 300, MGF 100) kuuluvaid valke. Erinevate isolaatide genoomide erisugune pikkus tulenebki ennekõike multigeensetesse perekondadesse kuuluvate geenide koopiaarvust. Näiteks on MGF 110 perekonnas 12 liiget ja individuaalsed ASFV isolaadid sisaldavad 5–11 selle perekonna geeni. MGF 360 perekond on 22-liikmeline ning neid leidub erinevate isolaatide genoomides 11–18 koopiat. Umbes 20% ASFV genoomist kodeerib geene, mille produktid on seotud transkriptsiooni ja mRNA-de modifitseerimisega. Introneid ei ole ASFV-l seni veel leitud; see viitab tsütoplasmas toimuvale transkriptsioonile.

			 

			Peremeeste ring ja rakkude nakatamine

			Viiruse looduslikeks reservuaarideks Aafrikas on tüügassead (Phacochoerus spp.) ja laanesead (Hylochoerus spp.), kellel ASFV-nakkus kulgeb tavaliselt asümpomaatiliselt. Nakatuvad ka jõesead (Potamochoerus larvatus ja Potamochoerus porcus), kodusead ja Euraasia metssead (Sus scrofa scrofa); kahel viimasel juhul lõpeb nakkus tavaliselt surmaga. Loomade nakatamine toimub kas füüsilise kontakti või suu kaudu (söögiga) – nii levib ASFV näiteks Eestis. Oma looduslikul levialal levib ASFV peamiselt perekonda Ornithodoros kuuluvate puukide abil. Viiruse organismi sattudes toimub esmane nakkuse ring; see leiab aset mononukleaarsetes fagotsüütides, kaasa arvatud kudedes paiknevates makrofaagides ja retikulaarsetes rakkudes. Eriti efektiivselt replitseerub ASFV makrofaagides. 

			Rakkude tasandil on teada, et ASFV virionid sisenevad peamiselt klatriinist ja dünamiinist sõltuva retseptor-vahendatud endotsütoosi teel, aga võivad siseneda ka makropinosünteesi kasutades. Sõltumata raku sisenemise mehhanismist peab virion sattuma endosomaalsele rajale (Joonis 312). See tuleneb asjaolust, et lahtipakkimiseks ja edukaks nakkuseks peab virion läbima erinevad endosoomide populatsioonid. Seega pakitakse virionid lahti endosoomide läbimisel rakuliste faktorite toimel:

			-mõned minutid pärast rakule seondumist paiknevad sisenenud virionid varastes endosoomides;

			-kapsiidi lahtipakkimine toimub küpsete endosoomide luumenis happelise pH juures;

			-hilistes endosoomides viiruse kapsiidi ei ole täheldatud. Selles kompartmentis liitub virioni sisemine membraan endosoomi membraaniga. Membraanide liitumisel on oluline viiruse sisemembraani valk. 

			Nende protsesside tulemusena väljub virioni südamik (nukleokapsiid ja maatriks) endosoomist. Järgnevalt osaleb maatriksi ja nukleokapsiidi lagundamises ning „palja“ DNA vabastamises raku ubikvitiin-proteosoomi süsteem. Virioni ja sellest vabaneva genoomi rakusisese transpordi esmaseks sihtkohaks on perinukleaarne piirkond. Et ASFV-d on vähe uuritud, ei ole selle nähtuse põhjuse(ed) selged. Praegu on üks levinumaid arvamusi see, et transport tuuma juurde on vajalik tagamaks viiruse genoomi ja sellega seondunud valkude transporti raku tuuma. Selle arvamuse kohaselt toimub viiruse genoomi esmane ekspressioon ja võimalik, et ka replikatsioon rakutuumas.
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			Joonis 312. ASFV-infektsiooni tsükkel imetaja rakus. Viirus siseneb rakku läbi klatriinist ja dünamiinist sõltuva retseptori vahendatud endotsütoosi. Virioni lahtipakkimine toimub endosoomaalse raja läbimisel. Nakkuse käigus tekivad perinukleaarsed nn viirusevabrikud, kus toimub viiruse genoomi transkribeerimine, viiruse DNA replikatsioon ja virionide kokkupanek. Siiski ei saa täielikult välistada võimalust, et ASFV esmane geeniekspressioon toimub raku tuumas (seda võimalust tähistab küsimärgiga nool).

			 

			ASFV geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			ASFV-geenide varane transkriptsioon algab kohe pärast viiruse rakku sisenemist. Viiruslikud transkriptid on 5’-otsas cap-struktuuriga ja 3’-otsast polüadenüleeritud. Sarnaselt poksviirustega viivad mRNA-de modifitseerimised läbi viiruse kodeeritud ja virioni pakitud valgud, milleks on mitmeallühikuline RNA polümeraas, polü(A)polümeraas, guanülüültransferaas jt mRNA modifitseerimise ensüümid. Promootorelemendid on ASFV-l suhteliselt lühikesed ja paiknevad vahetult ORF-idest ülalpool. Nende omaduste poolest ja ka oma RNA polümeraasi struktuurilt sarnaneb ASFV taas poksviirustele. Nii on ASFV RNA polümeraasil mitmeid allühikuid, mille funktsioonid vastavad raku RNA polümeraas II allühikute omadele (Joonis 313). Teadaolevalt on ASFV RNA polümeraas ka ainus antud viiruse RNA-de sünteesil osalev ensüüm, seega on sarnaselt poksviirustega kõik ASFV geenid viirusliku RNA polümeraasi poolt transkribeeritud. Geenide ekspressiooni ajastuse alusel jaotatakse ASFV-geenid nelja klassi: 

			-Vahetult varased ja varased geenid ekspresseeritakse enne DNA sünteesi algust ning neid transkribeerib virioni kooseisus rakku sisenenud viiruslik RNA polümeraas. 

			-Vahepealsete geenide ekspressioon kattub DNA replikatsiooniga, kuid sellest ilmselt ei sõltu.

			-Hiliste geenide ekspressioon sõltub viiruse DNA replikatsiooni alustamisest ning nende transkriptsiooni viib läbi nakatunud rakus de novo sünteesitud viiruse RNA polümeraas. 

			Arvestades ülal toodud poks- ja asfarviiruste transkriptsiooniaparaadi sarnasusi, pole üllatav, et ASFV geeniekspressioon on ajas reguleeritud sarnaselt poksviiruste omaga: 

			-faktorid, mis on vajalikud vahepealsete geenide ekspressiooniks, on kodeeritud varases faasis transkribeeritavate geenide poolt ja sünteesitakse seega infektsiooni varases faasis; 

			-faktorid, mis on vajalikud hiliste geenide ekspressiooniks, sünteesitakse infektsiooni vahepealses faasis; 

			-faktorid, mida on vaja vahetult varaste geenide ekspressiooniks, sünteesitakse infektsiooni hilises faasis ning pakitakse koos genoomiga virionidesse.
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			Joonis 313. Raku RNA polümeraas II ja sellega seondunud transkriptsioonifaktorite (vasakul) võrdlus ASFV RNA polümeraasi ja sellega seondunud faktoritega (paremal). Raku ja viiruse poolt kodeeritud homoloogsed valgud on sama värvi. 

			 

			Viiruse vahetult varased transkriptid on detekteeritavad juba 1 tund pärast raku nakatamist. Vahetult varaste ja varaste geenide ekspressioon toimub maksimaalsel tasemel umbes 2–6 tunni jooksul pärast infektsiooni algust. Nende süntees väheneb järsult infektsiooni 8.–10. tunnil: see on aeg, mil algab viiruse DNA replikatsioon. Oluline roll ASFV geeniekspressiooni regulatsioonis on ka posttranskriptsioonilistel mehhanismidel, eelkõige viiruslike mRNA-de kontrollitud lagundamisel viiruse enda kodeeritud valkude poolt. Ka selle poolest on ASFV-l ilmsed sarnasused poksviirustega. Küll aga eristab ASFV-d poksviirustest asjaolu, et mitmed ASFV struktuurivalgud ekspresseeritakse eelvalkude kujul, mis hiljem lõigatakse küpseteks (valminud) valkudeks. Selline käitumine on iseloomulik paljudele positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustele, kuid on dsDNA- genoomiga viirustel haruldane või isegi unikaalne. 

			 

			Genoomide replikatsioon

			ASFV on üks vähestest viirustest, mille puhul ei osata praegusel ajal täpselt öelda, kas tema DNA replikatsioon toimub tsütoplasmas või raku tuumas. Infektsiooni alguses näib viiruse DNA transporditama tuuma või vähemalt selle juurde; samas paiknevad rakus moodustuvad replikatsiooniorganellid (viirusevabrikud) tsütoplasmas (Joonis 312). Nende vastuoluliste andmete seletamiseks on välja käidud teooria, et ASFV-genoomi varane replikatsioon toimub tuumas, kuid hiline replikatsioon leiab aset tsütoplasma perinukleaarses piirkonnas; need andmed on jõudnud ka õpikutesse. Samas tundub üsna küsitavana, kas see on tõesti nii. Mõni aeg tagasi oletati, et sarnast replikatsiooniskeemi, kus DNA replikatsioon toimub algul tuumas, siis aga tsütoplasmas, kasutab ka mimiviirus. Hilisemad tööd on aga veenvalt näidanud, et vähemalt mimiviiruse puhul ei pea oletus tuumas replitseerumise kohta paika (ptk II.44). Kas see on sama moodi ka ASFV puhul, pole paraku veel teada. Perinukleaarses regioonis paiknevad ASFV viirusevabrikud on ümbritsetud vimentiinist, mis on mesenhüümi rakkude tsütoskeleti peamine komponent ja intermediaalsete filamentide üks olulisemaid koostisosi, koosneva „puuriga“. Eraldi replikatsioonikompartmendi tekitamine on iseloomulik paljudele viirustele. Erinevatel viirustel nimetakse seda eri moodi: viirusevabrikuks, viroplasmaks, virogeenseks stroomaks, viiruse replikatsiooniorganelliks, replikatsioonisaidiks, tsütopaatiliseks vakuooliks jne. Siiski on sellel moodustisel alati vähemalt kaks olulist funktsiooni: kontsentreerida viirusele vajalikke faktoreid ja hoida raku kaitsesüsteemid viiruse paljunemise kohast eemal. ASFV viirusevabrikute vahetus läheduses leidub ka palju mitokondreid; see viitab sellele, et viirusevabrikus asetleidvad protsessid tarbivad ohtralt energiat. 

			Ülaltoodud küsitavus replikatsiooni kohta näitab hästi, et tegelikult on ASFV-genoomi replikatsioonist veel väga vähe teada. Viiruse DNA replikatsioon algab 8–10 tundi pärast raku nakatamist. Tõenäoliselt toimub see üsna sarnaselt poksviiruste DNA replikatsiooniga. Genoomi replikatiivseks vahevormiks ja produktiks on pea-pea tüüpi konkatemeerid. Kuna selle dsDNA-genoomiga viiruse replikatsioon toimub vähemalt osaliselt tsütoplasmas, siis on kõik selleks vajalikud valgud, sealhulgas DNA polümeraas, ribonukleotiid-reduktaas, tümidiinkinaas, tümidülaat kinnas, desoksüuridiintrifosfataas, DNA polümeraas X, DNA ligaas ja topoisomeraas II, kodeeritud viiruse enda poolt. 

			 

			Virionide kokkupanemine ja rakkudest vabanemine

			Virionide moodustumine (morfogenees) toimub perinukleaarses regioonis paiknevates viirusevabrikutes. ASFV virioni sisemine membraan on pärit ilmselt ER-i membraanist. Välimise membraani omandab viirus rakust väljapungumise käigus plasma membraanist. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milliste omaduste poolest on ASFV tuntud viiruste hulgas unikaalne või ebatavaline?

			2.Mille poolest sarnaneb ASFV poksviirustega ja mille poolest ta nendest erineb?

			 

		

	
		
			II.44. HIIDVIIRUSED JA PHYCODNAVIIRUSED

			Aare Abroi

			Kokkuvõte 

			Hiidviirused on suured dsDNA-genoomiga viirused. Tüüpiliselt on nende genoomi pikkuseks >300 kbp ja see kodeerib >400 valgu. Vastavalt sellele on suured ka nende viiruste virionid, mille mõõtmed ja struktuurid olulisel määral varieeruvad. Siia rühma kuuluvad viirused nakatavad algloomi, kõige sagedamini on peremeheks amööbid. Et need viirused kodeerivad ise enamiku oma replikatsioonitsükliks vajalikest valkudest, võivad nad paljuneda ka ebatavalistes peremeestes. Replikatsioon on mõnel juhul ainult tsütoplasmaatiline (mimiviirus), teistel juhtudel oletatavasti tsütoplasmaatiline või toimub rakutuumas. Kõik hiidviirused kodeerivad vähemalt mõnda tRNA-d ja osasid translatsioonisüsteemi kuuluvaid valke. Üldiselt on hiidviiruste molekulaarbioloogiat ja infektsioonitsüklit veel väga vähe uuritud. Kõige rohkem on uuritud mimiviirust. Mimiviiruse ikosaeedriline ja kiududega kaetud virion siseneb rakku fagotsütoosi teel; viiruse genoomi ja sellega seotud valkude/membraanide vabanemine virionist toimub „tähevärava“struktuuri kaudu. Virioni moodustamisel siseneb geneetiline materjal virioni ikosaeedri tahu kaudu. Phycodnaviirused nakatavad vetikaid. Ehkki nad ei kuulu hiidviiruste hulka, on ka nende virionid ja genoomid suured; kodeeritakse sadu erinevaid valke. Infektsioon toimub, vähemalt enamikul phycodnaviirustel, nakatatud raku tuumas. Sugukonnas on nii lüütilisi kui ka lüsogeenseid esindajaid. Phycodnaviiruste iseloomulikuks jooneks on DNA-d metüleerivate ensüümide ja DNA-d lõikavate või nikeerivate endonukleaaside kodeerimine

			 

			Sugukondadesse Marseilleviridae (selts Pimascovirales, klass Megaviricetes, hõimkond Nucleocytoviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria) ja Mimiviridaea (selts Imitervirales, klass Megaviricetes, hõimkond Nucleocytoviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria) kuuluvaid viiruseid, nagu ka praegusel ajal veel üheselt süstematiseerimata fausto-, pandora- ja pithoviiruseid, nimetatakse sageli hiidviirusteks. Et ingliskeelses kirjanduses on kasutusele tulnud termin „girus“ (ingl giant virus), võiks neid eesti keeles nimetada ka hiirusteks. Kõigil neil on dsDNA-genoom; peale geneetilise materjali tüübi on nende ühiseks iseloomustajaks suurus; seda nii genoomi pikkuse, selle poolt kodeerivate valkude arvu kui ka virioni joonmõõtmete poolest. Hiidviiruste kohta ei ole veel ühest definitsiooni, kuid enamasti nimetatakse niimoodi vaid neid viiruseid, mille genoom on üle 300 kbp pikk ning mis kodeerib üle 400 valgu. Nende virioni, mille kapsiid on tihti pseudo-ikosaeedrilise kujuga, suurus on vähemalt 200 nm. Osa ekspertide arvates võiks hiidviiruste alampiiriks olla isegi 350 nm; see tähendab piisavat suurust, et olla nähtav valgusmikroskoobis. Samas on hiidviiruste hulka liigitamisel oluline roll ka viiruste konserveerunud geenide analüüsil. Näiteks on marseilleviiruste (sugukond Marseilleviridae) virionide diameetriks „ainult“ 250 nm ja genoomi pikkuseks 360 kbp; samas on selles kodeeritud 491 valku. Marseilleviiruste omadega sarnased virioni mõõtmed, genoomi suurus ja kodeeritavate valkude arv on iseloomulikud ka sugukonna Phycodnaviridae (selts Algavirales, klass Megaviricetes, hõimkond Nucleocytoviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria) esindajatele, mida hiidviiruste hulka tavaliselt ei liigitata. Osa teadlasi peab hiidviirustele ainuomaseks ka translatsiooni initsiatsioonil osalevate valkude ja tRNA-de kodeerimist. Samas leidub ka hiidviiruseid, mis tRNA-sid ei kodeeri (Bodo saltans virus). 

			Hiidviiruste süstemaatika on hetkel väga esialgne. Ühest küljest põhjustab seda asjaolu, et enamik neid viiruseid on avastatud viimase paari aasta jooksul ja seetõttu on nende kohta veel väga vähe teada. Teisest küljest on probleemiks nende viiruste suurus ja keeruline ehitus. Praegu (2020. a) on ICTV poolt ametlikult tunnustatud hiidviiruste sugukondi vaid kaks, mitteametlikke sugukondi vähemalt sama palju ja paljud viirused on mitteametlikult liigitatud ametlikesse sugukondadesse – segadus missugune. Käidi välja ka mõtteid, et kõik need viirused, või siis osa nendest, peaksid kuuluma uude viiruste seltsi (nt nimetusega Megavirales). ICTV poolt tunnustust leidnud. Tõsi, nimetus siiski kasutuse tuli kuid viiruste klassi jaoks. Klassi Megaviricetes kuuluvad kõik praeguseks süstematiseeritud hiidviirused, samuti ka phycodnaviirused.

			Hiidviiruste uurimise ajalugu ulatub tagasi 1992. aastasse, kui Timothy Rowborthani juhitud töörühm analüüsis Bradfordi (Inglismaa) elektrijaama jahutusvee tornides olevat vett, et leida kohaliku pneumooniapuhangu põhjustajaid. Selle töö käigus leidsid nad amööbi Acanthamoeba polyphaga patogeeni, mis oli valgusmikroskoobis küll selgesti nähtav, kuid mida ei suudetud bakteri ribosomaalseid RNA-sid kodeeriva geeni jaoks kavandatud PCR-praimerite abil tuvastada. Alles aastakümne jagu hiljem, 2003. aastal, identifitseeriti see patogeen viirusena. See seletab ka asjaolu, miks ribosoomi RNA-de geenide paljundamine ei õnnestunud: viirustel, sealhulgas hiidviirustel, neid ei ole. Arvestades avastamise ajalugu, pandi uuele viirusele, mida tänapäeval tunneme kui esimest avastatud hiidviirust, nimeks mimiviirus (ingliskeelsetest sõnadest mimicking microbe). Teine mimiviiruse tüvi eraldati 2008. aastal taas jahutusveetornist (seekord küll Pariisis) ning see sai nimeks mamaviirus. 

			Mimiviiruse avastamine avas ilmselgelt uue epohhi viroloogias ja seeläbi ka bioloogias. See taaselustas ja tekitas mitmeid diskussioone viiruste päritolu, evolutsiooni ja definitsiooni üle. Kuni mimiviiruste avastamiseni peeti viiruseid valgusmikroskoobis nähtamatuks ja väikesteks: virionid läbisid portselanfiltri, millel on u 200-nm läbimõõduga poorid. Need tunnused eristasid tollel ajal tuntud viiruseid selgelt bakteritest, mis on valgusmikroskoobis nähtavad ega läbi portselanfiltrit. Loomulikult kasutasid viroloogid just neid meetodeid, mis olid ajalooliselt mõeldud viiruste, nii nagu neid sellel ajal tunti, avastamiseks; seetõttu juhtuski nii, et mimiviiruse avastamise au kuulub hoopis bakterioloogidele. Tagantjärele on selge, et hiidviirustel õnnestus end viroloogide eest pikka aega peita päris mitmel põhjusel: lisaks sellele, et nad ei läbinud portselanfiltrit, ei tekita nad ka lüüsilaike (plaage). Ka selle põhjuseks on nende virionide suured mõõtmed. Sellise suurusega osakesed ei saa tardsöötmes difundeeruda, vaid sadenevad söötmest välja. Lisaks sellele on oluline ka asjaolu, et hiidviirused nakatavad valdavalt erinevaid algloomi (Protista), mida on enamasti palju vähem uuritud kui looma- või taimeriigi esindajaid. 

			Kõige sagedamini leitakse hiidviiruseid amööbidest või amööbe kasutades. Nimelt kasutatakse hiidviiruste isoleerimisel ja kirjeldamisel rutiinselt Acanthamoeba polyphaga või Acanthamoeba castellanii kultiveeritavaid rakke. Siiski on hiidviiruseid leitud ka muudest kohtadest. Nii on erinevaid mimiviiruste isolaate ja tüvesid hiljem avastatud nii mere- kui ka mageveest, heitveest, mullast ja mõnikord isegi inimese mikrobioomist. Ka teisi tinglikult Mimiviridae esindajateks peetavaid viiruseid leidub väga erinevates keskkondades. Näiteks on Tupanivirus’t SL eraldatud aluselisest soodajärvest ning Tupanivirus DO-d merepinnast 3000 m altpoolt pärit meresetetest. Neid mõlemat on võimalik kasvatada amööbide Acanthamoeba castellanii ja Vermamoeba vermiformis rakkudes, kuid nende looduslik peremees võib olla ka keegi teine. Praegustel andmetel nakatavad erinevad Mimiviridae esindajad vähemalt viide eri hõimkonda kuuluvaid organisme: amööbe (Amoebozoa), heterokonte (Heterokonta), haptofüüte (Haptophyceae), rohevetikataimi ehk klorofüüte (Chlorophyta) ja ekskavaate (Excavata). Seega nakatavad sugukonna Mimiviridae esindajad evolutsiooniliselt üksteisest väga kaugeid seisvaid organisme. Näiteks nakatab hiljuti avastatud Bodo saltans virus, mis on metagenoomsete andmete alusel kõige arvukam ookeanides leiduv hiidviirus, kinetoplastiide.

			 

			II.44.1. Sugukond Mimiviridae 

			Sugukonda Mimiviridae kuulub kaks viiruste perekonda: Cafeteriavirus ja Mimivirus. Mõlemas on üks tunnustatud esindaja, vastavalt Cafeteria roenbergensis virus ja Acanthamoeba polyphaga mimivirus. Et mimiviirused olid esimesed avastatud hiidviirused, siis on neid praeguseks ka kõige põhjalikumalt uuritud. 

			Mimiviiruse genoom on 1182 kbp pikkune lineaarne dsDNA, milles on tuvastatud 979 valku kodeerivat geeni, 33 valke mittekodeerivat mRNA-d transkribeerivat geeni ja 6 tRNA-d kodeerivat geeni. Geenid paiknevad enam-vähem võrdsel arvul mõlemas DNA-ahelas. Enne mimiviiruse avastamist oli suurima genoomiga tuntud viiruseks phycodnaviirus Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1), mille genoom on 331 kbp pikk ja mis kodeerib kuni 802 valku. Et aja jooksul on avastatud järjest uusi hiidviiruseid, on sugukonna Mimiviridae tunnustatud ja oletatavad esindajad aeg-ajalt oma liidrikohta suurimate viiruste seas nii kaotanud kui ka tagasi võitnud (Tabel II.44.1). Käesolevaks ajaks on suurima tuntud viiruse genoom lausa kaks korda veel pikem kui mimiviirusel: Pandoravirus salinus’el, mis ei kuulu Mimiviridae hulka, on 2474 kbp pikkune genoom, mis kodeerib 1470 valku. Kodeeritud valkude arvu poolest ületab teda aga tema sugulane Pandoravirus inopinatum: see kodeerib tervelt 1839 valku ning tema genoom on 2243 kbp pikkune. 

			Mimiviiruse virioni peamisteks komponentideks on lisaks genoomsele dsDNA-le vähemalt kaks kapsiidi all paiknevat membraani ja kapsiid, mille külge kinnituvad pikad (120–140 nm) kiud (fiibrid) (Joonis 314). Kapsiidi keskmine läbimõõt on 390 nm ning vahemaa igast ikosaeedri tipust vastastippu 500 nm. Võrdluseks: PBCV-1 kapsiidi läbimõõt on veidi alla 200 nm. Siiski pole mimiviirus virioni mõõtmetelt enam suurim tuntud viirus. Nii liikus joonmõõtmetelt suurima virioniga viiruse tiitel 2014. aastal Pithovirus sibericum’ile, mille virioni läbimõõduks läbimõõt on 500 nm ja pikkus 1100 nm. Ka pandoraviiruste virionid on mimiviiruse omadest oluliselt suuremad. Esikoht tuli Mimiviridae esindajatele tagasi 2018. aastal, kui kirjeldati selle sugukonna oletatava liikme tupanviiruse virione (Tabel II.44.1). Tüüpilisel tupanviiruse virionil on 450-nm läbimõõduga ikosaeedriline pea + tündrikujuline saba, mille diameeter on 450 nm ja pikkus keskmiselt 550 nm. Kuigi tavalise tupanviiruse virioni kogupikkus on seega veidi üle 1000 nm, võib saba pikkus tupanviiruste virionidel suuresti varieeruda, mistõttu on isegi kuni 2400 nm pikkusi virione (Joonis 315). 

			 

			Tabel II.44.1. Suurimad viirused, võrreldes genoomide ja virionide suuruse ning kodeeritud valkude arvu järgi. Viirused on tabelis sorteeritud nende avastamise (publitseerimise) aja järgi.

			
				
					
					
					
					
					
					
					
					
				
				
					
							
							Viirus

						
							
							Aasta

						
							
							Genoomi pikkus (kbp)

						
							
							Kodeeritud valkude arv

						
							
							Virioni suurus (nm)

						
							
							Virioni morfoloogia

						
							
							Sugukond või grupp*

						
							
							Peremees

						
					

				
				
					
							
							PBCV-1

						
							
							1998

						
							
							331

						
							
							802

						
							
							190

						
							
							ikosaeeder

						
							
							Phycodna-viridae

						
							
							rohevetikas

						
					

					
							
							Acanthamoeba polyphaga mimivirus

						
							
							2004

						
							
							1182

						
							
							979

						
							
							390

						
							
							ikosaeeder

						
							
							Mimiviridae

						
							
							amööb

						
					

					
							
							Megavirus chiliensis**

						
							
							2011

						
							
							1259

						
							
							1120

						
							
							440

						
							
							ikosaeeder

						
							
							Mimiviridae (tunnustamata)

						
							
							amööb

						
					

					
							
							Pandoraviirus salianus**

						
							
							2013

						
							
							2474

						
							
							1470 (2544?)

						
							
							1000

						
							
							munajas

						
							
							Pandora-viridae*

						
							
							amööb

						
					

					
							
							Pandoraviirus inopinatum**

						
							
							2015

						
							
							2243

						
							
							1839

						
							
							1000

						
							
							munajas

						
							
							Pandora-viridae*

						
							
							amööb

						
					

					
							
							Pithoviirus sibericum**

						
							
							2014

						
							
							610

						
							
							467

						
							
							500 × 1100

						
							
							munajas

						
							
							Pithoviridae*

						
							
							amööb

						
					

					
							
							Bodo saltans virus**

						
							
							2018

						
							
							1386

						
							
							1227

						
							
							
							ikosaeeder

						
							
							Mimiviridae (tunnustamata)

						
							
							kinetoplastiid

						
					

					
							
							Tupanvirus**

						
							
							2018

						
							
							1510

						
							
							1425

						
							
							450 × (450+550)

							Max: 450 × 2300

						
							
							sabaga ikosaeeder

						
							
							Mimiviridae (tunnustamata)

						
							
							amööb

						
					

				
			

			* Grupp ei vasta ICTV taksonoomias tunnustatud üksusele nagu liik, perekond või sugukond.

			** 2020. aasta seisuga ICTV poolt eraldi liigina tunnustamata viirus.
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			Joonis 314. Mimiviiruse virionid elektronmikroskoobis; skaalajoon 500 nm (A). Mimiviiruse virioni ehituse skeem (B). Paneel A pärineb Boyer et al., 2011. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. https://doi.org/10.1073/pnas.1101118108.
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			Joonis 315 Tupanviiruste morfoloogia. A) Tupanvirus soda lake viiruse virionid valgusmikroskoobis. Skaalajoon 2 µm; B) virion läbilõikes elektronmikroskoobis. Skaalajoon 500 nm. C) ja D) virionid skaneerivas elektronmikroskoobis. Skaalajoon vastavalt 500 nm ja 1000 nm. Joonis pärineb Abrahao et al., 2018. Nature Communications. https://doi.org/10.1038/s41467-018-03168-1.

			 

			Mimiviiruse genoom on rikas igasuguste viirustele mitte iseloomulike elementide sisalduse poolest. Muu hulgas on sellest leitud mobiilseid geneetilisi elemente, täpsemalt IS-elementide, mis on bakterites peamised HGT (ingl horizontal gene transfer) vahendajad, sarnaseid elemente. Mõned geenid, näiteks DNA-st sõltuva RNA polümeraasi allühikuid 1 ja 2 ning MCP-d (ingl major coat protein) kodeerivad geenid, sisaldavad funktsionaalset isesplaissuvat intronit. Mimiviiruse B tüüpi DNA polümeraas sisaldab aga inteiin-domeene. Mõnel ametlikult tunnustamata mimiviirusel, näiteks nn A lineage mimiviirustel, on genoomi integreerunud ka neli 15 nukleotiidi pikkust virofaagist Zamilon pärinevat kordusjärjestust. See integreerunud element sai nimeks MIMIVIRE – mimiviiruse virofaagi resistentsuselement – ja see töötab sarnaselt bakterites ja rahedes leiduvate CRISPR-Cas- elementidega. Seega on hiidviirustel mehhanismid, mis kaitsevad neid virofaagide (ptk II.51) eest.

			Mimiviirused ja ka teised hiidviirused on suurel määral iseseisvad viirused. See on ka arusaadav: et need viirused kodeerivad ise väga paljusid valke, on nende sõltuvus peremeesraku valkudest üsna väike. Sellele vaatamata on nad siiski viirused ja vajavad paljunemiseks rakulist ressurssi ja keskkonda, sealhulgas translatsiooni-masinavärki. Nagu ülal märgitud, ribosoomi komponente hiidviirused ei kodeeri. Küll aga kodeerivad mimiviirused vähemalt kümmet valgu sünteesil osalevat valku, sealhulgas nelja aminoatsüül-tRNA süntetaasi, translatsiooni initsiatsioonifaktoreid 4E (cap-i siduv faktor) ja IF-4A (helikaas) ning translatsioonifaktorit eEF-1 (GTP-d siduv faktor, bakteriaalse EF-Tu analoog). Samuti kodeerivad nad mitmete biosünteetiliste radade valke, näiteks vähemalt viite glutamiini metabolismis ja kolme lipiidide metabolismis osalevat ensüümi. Mimiviirus kodeerib ka kuute glükosüültransferaasi, mis osalevad viiruse valkude glükosüülimisel. Ilmselt tänu oma genoomis kodeeritud valkudele on mimiviirused võimelised käivitama biosünteesi ka üsna ootamatutes rakutüüpides. Nii võivad mimiviirused sattuda ka imetajate makrofaagidesse ning käivitada seal oma DNA replikatsiooni; nakkusvõimeliste virionide moodustamise kohta siiski usaldusväärseid andmeid ei ole. 

			Hiidviiruste replikatsioonitsükkel amööbis kestab tavaliselt 6–24 tundi. Mimiviiruse sisenemine peremeesrakku toimub fagotsütoosi teel. Viiruse genoom koos virionis olevate core-valkudega vabaneb virioni tipus avaneva suure kanali kaudu. Selle täheväravaks nimetatava kanali moodustavad viis avanevat ikosaeedri tahku (Joonis 316). Rakus moodustab mimiviiruse virionist vabanenud materjal sfäärilise (diameeter 320 nm) core-struktuuri, mis ei dissotsieeru. Selle tagajärjel genoomse DNA täielikku vabanemist ja transporti tuuma ei toimu. Seega on mimiviiruse replikatsioon täielikult tsütoplasmaatiline. Seda võimaldab virionis kaasas olev viiruse RNA polümeraas. Kui mimiviirus üldse mingeid tuumast pärinevaid faktoreid vajab, siis transporditakse need tuumast välja tsütoplasmas paiknevatesse viiruse replikatsioonisaitidesse. 

			Geeniekspressioonis on selgesti eristatavad varane, vahepealne ja hiline faas. Mass-sekveneerimine on näidanud, et varase promooteri konsensus on AAAATTGA. Varasele geeniekspressioonile järgneb DNA replikatsioon. Sellega kaasneb spetsiifiliste replikatsiooniorganellide – viirusevabrikute – teke. Need paiknevad rakus tavaliselt tuuma lähedal ja on ümbritsetud mitokondritega; viimane asjaolu viitab energia tootmisele ja tarbimisele. Infektsiooni kulgedes kasvavad viirusevabrikud suuremaks; peale DNA replikatsiooni toimub nendes ka virionide moodustamine. Virionid pannakse kokku viiruse-vabriku tsütoplasma poolsel küljel (Joonis 317). DNA ja temaga seotud valkude, membraanide ja muude komponentide sisenemine moodustuvasse virioni toimub mitte ikosaeedri tipus asuva tähevärava, vaid ikosaeedri tahu kaudu, mis paikneb tähevärava suhtes virioni vastasküljel (Joonis 316). Membraanide ja valkude virioni pakkimise tõttu ei pakita mimiviiruse DNA-d virionis kuigi tihedalt kokku. 
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			Joonis 316. A. Mimiviiruse virioni ühes otsas paikneb eriline täheväravastruktuur. B. Mimiviiruse virioni täheväravastruktuur avatud kujul. C. Virionide valmimisel siseneb geneetiline materjal kapsiidi tähevärava vastasküljel paikneva tahu kaudu. Rohelised noolekesed näitavad kohta, mille kaudu viiruse DNA pakitakse virioni. Skaalajoon väikestel parempoolsetel joonistel on 200 nm ülemisel ja 100 nm alumisel paneelil. Sellised mehhanismid on viiruste hulgas unikaalsed või vähemalt väga haruldased. Joonis pärineb Zauberman et al., 2008, PLoS Biology, https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0060114.
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			Joonis 317. Mimiviiruse viirusevabrikud on koonusekujulised ja nende perifeerias pannakse kokku uued virionid. Joonisel on toodud skanniva elektronmikroskoopia kujutised viirusvabrikutest 8 (A), 10 (B) ja 12 (C) tundi pärast infektsiooni algust. Skaalajooned vastavalt 2000 nm, 300 nm ja 500 nm. Täheväravad (näidatud punaste noolekestega) on nähtavad virioni assambleerumise varastel staadiumitel, kuid on hiljem kiudude/fiibrite poolt varjutatud. Joonis pärineb Zauberman et al., 2008, PLoS Biology, https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0060114.

			 

			II.44.2. Teised hiidviirused 

			Lisaks sugukonnale Mimiviridae on nüüdseks tekkinud üsna pikk ja järjest kasvav nimekiri teistest väga põnevatest hiidviirustest. Siin on toodud mõned näited.

			-Sugukond Marseilleviridae sisaldab ühte perekonda (Marseillevirus), kuhu kuulub kaks tunnustatud viiruseliiki – Marseillevirus marseillevirus ja Senegalvirus marseillevirus. Lisaks sellele on sugukonnas ka kaks perekondadesse mittekuuluvat viiruseliiki, Lausannevirus ja Tunisvirus. Samas on selge, et liikide arv ja nende mitmekesisus selles sugukonnas kasvavad. Need viirused pärinevad enamasti amööbidelt; samas on osa uusi leide tehtud ka muudest peremeestest, näiteks putukatest. Genoomi ja virioni suuruselt on nad teiste hiidviirustega võrreldes suhteliselt väikesed (vt ülal); amööbi rakkudes paljunevad nad sarnaselt mimiviirustega tsütoplasmas.

			-Pithovirus sibericum isoleeriti, nakatades ~30 000-aastasest Siberi igikeltsast võetud proovidega Acanthamoeba castellanii rakke. See omapärane katse näitas, et osa proove sisaldas bioloogiliselt aktiivset materjali ning lõppkokkuvõttes õnnestus sellisel viisil paljundada kümneid tuhandeid aastaid külmunud olekus säilinud viirust. Seega võib Pithovirus sibericum’i nimetada saadikuks minevikust. Tõsi küll, paar aastat pärast Pithovirus sibericum’i avastamist leiti selle väga lähedane sugulane Pithovirus massiliensis hoopis tänapäevasemast keskkonnast: Prantsusmaalt kogutud reoveeproovist. Oma virioni suuruse kohta (550 × 1100 nm) on pithoviirustel suhteliselt väike genoom pikkusega „vaid“ 610 kbp ja suhteliselt tagasihoidlik arv geene (Tabel II.44.1). 

			-Ülal kirjeldatud igikeltsast võetud proovidega tehtud sõeltestis leiti veel teinegi hiidviirus – Mollivirus sibericum. Sellel viirusel on 652 kbp pikkune genoom ning tema sfäärilise virioni diameeter on 500–600 nm. Samas on Mollivirus sibericum evolutsiooniliselt pandoraviirustele lähedasem kui pithoviirustele. 

			-Kui esialgu kasutati amööbiviiruste otsimiseks peamiselt Acanthamoeba castellanii kultiveeritud rakkude nakatamist, siis peagi õpiti kultiveerima ja kasutama ka teist väga tavalist amööbi, Vermamoeba vermiformis, mis pärineb inimese väljaheiteid sisaldavast haiglate reoveest. Seda amööbi kasutades leiti mitmest erinevast paigast (Lõuna-Prantsusmaa, Senegal ja Liibanon) pärit heitvetest uued viirused, mis said nimeks faustoviirused. Nende viiruste genoom on 450–495 kbp pikkune ning sisaldab 457–519 geeni. Faustoviiruste lähimaks sugulaseks ei peeta praegu teisi hiidviiruseid, vaid hoopis asfarviiruseid (ptk II.43), mille genoom on faustoviiruste omast ligikaudu kolm korda lühem. Faustoviiruse iseäralikuks omaduseks on see, et ainukesena seni tuntud DNA-genoomsetest viirustest on nende virionidel kaks valgulist kapsiidi, nagu see on iseloomulik mitmetele dsRNA genoomsetele viirustele sugukonnast Reoviridae (ptk II.24). Iseäralik on ka faustoviiruste välise kapsiidivalgu, mis kuulub DJR (ingl doulbe jelly-roll) tüüpi kapsiidivalkude hulka, kodeerimise viis. Vastav viiruse geen on väga pikk (17 kbp), sisaldab tervelt kümmet intronit ja ühteteistkümmet suhteliselt lühikest eksonit. Viiruste kapsiidivalkude geenides paiknevad intronid on üsna harv nähtus. Nende eemaldamise (splaisingu) tulemusel moodustuv mRNA kodeerib vaid 652 aminohappejäägi pikkust valku. Faustoviirused on seni kirjeldatud amööbide viiruste hulgas ühed vähesed, millel on palju nitroneid. Tõenäoliselt viitab see tuumas toimuvale replikatsioonile. 

			-Esimene pandoraviirus eraldati Tšiili ranniku meresetetest, teine Austraalia mageveetiikidest ning kolmas Saksamaal kontaktläätse säilitusvedelikust. Nende viiruste virionid on munaja kujuga. Siiani tuntud viiruste hulgas on pandoraviirused suurimad nii genoomi pikkuselt kui ka nendes kodeeritud valkude arvult (Tabel II.44.1). Hiidviirustele iseloomulikult pole enamiku nende poolt kodeeritud valkude funktsioonid teada ega isegi mitte ennustatavad: analüüs näitas, et vaid 16%-l Pandoravirus salianus’e valkudest oli varem kirjeldatud homolooge ehk siis tervelt 84% valkudest olid täiesti unikaalsed (nn ORFanid).

			Hiidviiruste ühised omadused. Enamikul hiidviirustel moodustavad valgud, millele ei leita homolooge organismides või väljastpoolt viiruse lähedasi sugulasi (ORFanid), 50%–75% kõigist annoteeritud valkudest. Arvestades hiidviiruste genoomide suurust, tähendab see mõnikord pea tuhandet uut valku viiruse kohta. Valke, mille funktsioonid on ennustatavad, on hiidviirustel üldiselt vähe. Selliste näiteks võib tuua enamasti äratuntavad viiruse replikatsioonivalgud. Tihti, kuid mitte alati, on peamiseks kapsiidivalguks perekonda DJR kuuluv valk. Enamasti toimub hiidviiruse DNA replikatsioon tsütoplasmas asuvates viirusevabrikutes, kuid mitmed hiidviirused replitseeruvad ilmselt tuumas. 

			Lisaks suurusele ja peremeeste ringile (algloomad) on viiruste ühiseks omaduseks ka tõsiasi, et kõik nad kõik kodeerivad mingeid valgu sünteesi protsessis osalevaid faktoreid: tRNA-d, ülalnimetatud aminoatsüül-tRNA süntetaase, elongatsioonifaktoreid. Kõige suurem komplekt translatsioonifaktoreid on seni leitud tupaniviirustel: neil on 70 tRNA-d, täielik komplekt (20 erinevat) aminoatsüül-tRNA süntetaasi, 11 faktorit translatsiooni eri etappide jaoks ning mitmeid faktoreid, mis on vajalikud tRNA/mRNA küpsemiseks ja ribosoomivalkude modifitseerimiseks. Paljudele hiidviirustele on leitud ka neid nakatavaid viiruseid – virofaage (ptk II.51).

			 

			II.44.3. Sugukond Phycodnaviridae 

			Sugukonda Phycodnaviridae kuuluvad viirused on väga paljudes aspektides, nagu genoomi ja virioni suurus, konserveerunud valgud jne, hiidviirustega sarnased; seetõttu on neid kirjeldatud käesolevas peatükis. Enne hiidviiruste avastamist olid just phycodnaviirused suurimad tuntud viirused (Tabel II.44.1). Phycodnaviirused nakatavad mage- või merevees elavaid vetikaid ja on jagatud kuude perekonda (2020. a):

			•Chlorovirus (19 tunnustatud viiruste liiki);

			•Coccolithovirus (1 tunnustatud viiruste liik);

			•Phaeovirus (9 tunnustatud viiruste liiki);

			•Prasinovirus (2 tunnustatud viiruste liiki);

			•Prymnesiovirus (1 tunnustatud viiruste liik);

			•Raphidovirus (1 tunnustatud viiruste liik).

			Enim on uuritud üherakulisi rohevetikaid nakatavad phycodnaviiruseid, mille tuntuim esindaja on perekonna Chlorovirus tüüpesindajaks olev Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1). PBCV-1 on uuritud rohkem kui teisi phycodnaviiruseid eeskätt põhjusel, et tema peremeest (Chlorella) on võimalik kultuuris lihtsalt kasvatada.

			PBCV-1 virionil on sisemine membraan ja ikosaeedriline T = 169-kapsiid (Joonis 318). PBCV-1 virioni diameeter on 190 nm, muudel phycodnaviirustel jääb see vahemiku 120–220 nm. Osal perekondadel on virioni koostises ka välismembraan. PBCV-1 genoom on kovalentselt seotud otstega lineaarne dsDNA pikkusega 331 kbp. See kodeerib ligi 800 erinevat valku ja sisaldab ka 11 tRNA geeni. Kaks PBCV-1 geeni sisaldavad introneid: need on transkriptsioonifaktor TFIIS ja DNA polümeraasi kodeerivaid geenid. Teistel phycodnaviirustel on ka rõngakujulisi genoome; genoomide pikkus on vahemikus 100–500 kb ja nendes on kodeeritud 200–800 valku. Phycodnaviiruste genoomne DNA on metüleeritud viiruse kodeeritud DNA metülaaside poolt. See tagab viiruse genoomile kaitse viiruse kodeeritud endonukleaaside eest. Ilmselt kasutavad phycodnaviirused neid nukleaase ründevahendina peremehe DNA degradeerimiseks.
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			Joonis 318. Chloroviirus PBCV-1 virionid A), vaadelduna peremehe raku seina lähedal krüo-elektronmikroskoobis. Punase noolega märgitud virionidel on tekkinud kontakt raku seinaga läbi ogastruktuuri. Musta noolega märgitud virionid on ilmselt alustanud sisenemisprotsessi. Valge noolega märgitud virionid on kontakti omamiseks rakuseinast liiga kaugel. Paneel pärineb Zhang et al., 2011. Proceedings of the National Academy of Scineces of the United States of America. doi: 10.1073/pnas.1107847108. B) Virioni skeem, oranži värvi on oga-struktuur ning ikosaeedri tipp, millele oga kinnitub. Paneel pärineb Cherrier et al., 2009. Proceedings of the National Academy of Scineces of the United States of America. https://doi.org/10.1073/pnas.0904716106.

			 

			PBCV-1 on lüütiline viirus, infektsioonitsükkel kestab 6–8 tundi. PBCV-1 retseptor paikneb vetika rakuseinas. Virionide seondumisel Chlorella rakkudele mängivad olulist rolli virioni ogastruktuurid. Seondumise järel paigutatakse virioni valgud ümber, mille tulemusena moodustuvad virioni ja rakku ühendavad „kiud“. Oga struktuur on DNA väljumise jaoks vajaliku kanali moodustamiseks liiga kitsas; ilmselt toimib oga vaid virioni ja raku kontakti loomisel ning rakuseina augu tekitamisel. Võimaldamaks viiruse genoomi sisenemist rakku, toimub rakuseina lokaalne lagundamine virionis paiknevate ensüümide poolt; sellele järgneb virioni ja raku membraanide liitumine (Joonis 319). 
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			Joonis 319. (A). PBCV-1 virionis toimuvad pärast retseptori seondamist ulatuslikud muudatused ja moodustavad virioni ja rakku ühendavad „kiud“. (B). Virioni sisenemise etapid: a) Virioni esmane kinnitumine raku seinale ogastruktuuri kaudu. b) Rakuseina lokaalne lagundamine virionis paiknevate ensüümide poolt, millele järgneb virioni ja raku membraani liitumine (c). DNA siseneb rakku (d), tühi kapsiid jääb rakuseinale kinnitunuks (e). Virion võib kinnituda ka rakuseina fragmentidele (f), kuid ainult nende välimisele poolele. Ka rakuseina fragmente lagundatakse, kuid viiruse DNA ei vabane. Skaalajoon on 200 nm. Joonis pärineb Van Etten et al., 1991. Microbiology and Molecular Biology Reviews, p. 586–620.

			 

			Rakku sisenenud viiruse DNA ja sellega seondunud valgud transporditakse kiiresti rakutuuma. Varane transkriptsioon algab 5–10 minutit pärast infektsiooni algust ja selle viib läbi raku RNA polümeraas, varased mRNA-d on polüadenüülitud. Oma RNA polümeraasi PBCV-1 ei kodeeri. Enne DNA sünteesi ekspresseerub umbes pool viiruse geenidest; neist osade ekspressioon lõpeb enne DNA replikatsiooni algust, teistel kestab edasi kuni infektsiooni lõpuni. Viiruse geeniekspressiooniga kaasneb peremeesraku transkriptsiooni mahasurumine.

			DNA replikatsioon algab umbes 1 tund pärast infektsiooni algust, sellega langeb kokku raku tuuma ja kloroplasti DNA degradeerimine. Seda teevad viiruse ensüümid ja viirus kasutab peremehe DNA-st saadud nukleotiide oma genoomide sünteesiks. DNA sünteesiks vajalikke materjale sünteesib viirus ka juurde; selleks kodeerib PBCV-1 vähemalt 13 nukleotiide sünteesivat ensüümi. Genoomi replikatsiooni viib läbi viiruse kodeeritud ensüümikompleks, kuhu kuuluvad vähemalt kümne viiruse geeni produktid, sealhulgas DNA polümeraas, ligaas, topoisomeraas ja RFC. Hiline transkriptsioon algab koos DNA sünteesi algusega, enamikul hilistel mRNA-del polü(A) saba ei ole.

			PBCV-1 on väga tsütotoksiline viirus ja ta surub infektsiooni käigus täielikult maha peremeesraku makromolekulide sünteesi. Uute PBCV-1 virionide moodustumine algab 4–5 tundi pärast infektsiooni algust. Pungumist rakust ei tunta, uus viiruste põlvkond, umbes 300 virioni raku kohta, vabaneb peremeesraku lüüsimisel, mis toimub 8–10 tundi pärast infektsiooni algust.

			Teine tuntuim phycodnaviirus on coccolithoviiruste perekonna ainus tuntud esindaja: Emiliania huxleyi virus 86 (EhV-86). Nagu nimigi ütleb, nakatab EhV-86 coccolithofoori Emiliania huxleyi ning on peamine selle vetika õitsengupuhangute pidurdaja. EhV-86 genoom on 407 kbp pikkune rõngakujuline DNA, mis kodeerib 472 valku. Nagu ka hiidviirustel, on need suures enamuses ORFanid: vaid 66-le EhV-86 poolt kodeeritud valgule leidub teiste viiruste või raku valkude hulgas homolooge. Proteoomi sarnasus PBCV-1-ga on EhV-86-l väga väike: vaid 14 valku on PBCV1 valkudega homoloogsed.

			EhV-86-virionil on membraan, mis ümbritseb kapsiidi. Selles membraanis paikneb vähemalt 23 erinevat viiruse kodeeritud valku. Rakku siseneb viirus endotsütoosi meenutava protsessi tulemusel. EhV-86 nakatamisjärgne latentne periood on 3–4 tundi. Vähemalt osa EhV-86 replikatsioonitsükli etappe toimub rakutuumas, kuid ei ole välistatud, et osa replikatsioonist saab teoks ka tsütoplasmas. Seda võimaldab asjaolu, et EhV-86 kodeerib oma RNA polümeraasi, mis koosneb vähemalt 6 allühikust; virionides seda ensüümi ilmselt siiski ei leidu. Kui nii, siis meenutab EhV-86 selle omaduse poolest baculoviiruseid (ptk II.45). EhV-86 kodeerib ka paljusid lipiidide biosünteesi ensüüme. On võimalik, et see on seotud selle viiruse virionide valmimise ja rakust vabanemise eripäraga: EhV-86 väljumine rakust toimub arvatavasti pungumist meenutava protsessi abil. Selle protsessi käigus omandavad punguvad virionid ka välismembraani. Nakkuse käigus vabaneb viiruse suuruse kohta märkimisväärselt palju uusi virione ühe nakatunud raku kohta 400–1000 uut viiruseosakest. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Mille poolest sarnanevad ja mille poolest erinevad tuntud hiidviirused?

			2.Kuidas toimub mimiviiruse infektsioonitsükkel?

			3.Millised hiidviiruste omadused annavad alust pidada neid elusrakkude taandarenenud järglasteks?

			4.Phycodnaviiruse virioni, genoomi ja infektsioonitsükli iseloomustus PBCV-1 näitel.

		

	
		
			II.45. BACULOVIIRUSED: SUGUKOND BACULOVIRIDAE

			Andres Merits

			Kokkuvõte

			Baculoviirused on suured tsirkulaarse dsDNA-genoomiga viirused, mis nakatavad lülijalgseid peremehi, eelkõige putukaid. Baculoviiruste virionidel on ümbris, mis ümbritseb ühte või mitut kepikeselaadset nukleokapsiidi. Üheks baculoviiruste peamiseks eripäraks on see, et nad moodustavad kahte tüüpi virione. Pungunud virionid väljuvad rakust pungumise teel ja on ette nähtud levikuks nakatunud putuka röövikus. Pakitud virionid moodustuvad paljudel baculoviirustel raku tuumas ja neid ümbritseb kaitsevalgust koosnev tihe kapsel; sellised virionid on ette nähud viiruse levitamiseks uutele peremeestele väliskeskkonna kaudu. Baculoviirused replitseeruvad raku tuumas, DNA replikatsiooniks vajalikud ensüümid kodeerivad nad ise. Baculoviiruse geeniekspressiooni peamiseks eripäraks on infektsiooni käigus aset leidev RNA polümeraasi vahetus: infektsiooni alguses kasutavad baculoviirused raku RNA polümeraasi II, hilistes staadiumites aga enda poolt kodeeritud RNA polümeraasi. Infektsiooni väga hilisele faasile on iseloomulik üksikute viiruse geenide hüperekspressioon, selle käigus sünteesitakse pakitud virione ümbritsevat kapslit moodustavad valgud. Baculoviiruseid iseloomustavad keerulised interaktsioonid peremehega, muu hulgas blokeerivad nad peremeesrakkude apoptoosi, samuti rööviku minekut moondesse; mõjutatakse ka rööviku käitumist. Baculoviirused on väga olulised biotehnoloogias, muu hulgas kasutatakse neid inimese papilloomiviiruste vastaste vaktsiinide tootmisel.

			 

			Sugukonda Baculoviridae (2020. a süstemaatikas ei kuulu see sugukond kõrgematesse taksonitesse) kuuluvad lülijalgseid peremehi nakatavad suure rõngakujulise dsDNA-genoomiga viirused. Baculoviirused on looduses olulised putukate populatsioonide arvukuse kontrollijad ning neid saab kasutada kui bioloogilisi putukatõrjevahendeid. Leidub ka kasulikke putukaid nakatavaid baculoviiruseid. 

			Baculoviiruste virionides paikneb iseloomulik kepikesekujuline nukleokapsiid; kepike on ladina keeles baculum, siit tuleneb ka sugukonna nimetus. Nakatatud rakkudes moodustavad nad inklusioonkehi, nende morfoloogia järgi jagatakse baculoviirused nukleopolüeedroviirusteks (NPV) ja graanuloviirusteks (GV). NPV-d moodustavad nakatunud rakkude tuumas suuri inklusioone (polüeederid), millest igaüks sisaldab palju virione (Joonis 320). GV tekitatud inklusioonkehad (graanulid) on väiksemad, need moodustuvad nakatunud rakus pärast tuumamembraani lagunemist ja igaüks nendest sisaldab ühte virioni. 
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			Joonis 320. Nukleopolüeedroviiruste tekitatud inklusioonkehad (polüeedrid) nakatatud rakku tuumas (A) ja skanniva elektronmikroskoobi abil vaadatuna (B). Joonis pärineb Coulibaly et al., 2009. Proceedings of the National Academy of Scineces of the United States of America. https://doi.org/10.1073/pnas.0910686106.

			 

			Praegusel ajal (2020. aasta lõpp) on teada üle 80 baculoviiruste liiki, mis kokku nakatavad >600 eri liiki peremehe. Arvestades putukaliikide suurt arvu, on väga tõenäoline, et praegusajal tunneme vaid murdosa baculoviirustest. Sugukonnas Baculoviridae eristatakse nelja perekonda; viiruste jagunemine perekondadesse põhineb nii viiruste peremeestel (liblikalised, ehmestiivalised või kahetiivalised) kui ka viiruste poolt moodustatud inklusioonkehade morfoloogial. Kõige rohkem on uuritud perekonna Alphabaculovirus esindajaid. Sellesse perekonda kuulub 55 tunnustatud NPV-de liiki, mis nakatavad liblikaliste röövikuid. Perekonna tüüpesindaja Autographa californica multiple nucleopolyhedrosis virus (AcMNPV; peremeheks on tähtöölane) on kujunenud väga tähtsaks bio- ja geenitehnoloogia töövahendiks. Siia perekonda kuulub ka siidiussidel polühedroosi põhjustav Bombyx mori nucleopolyhedrosis virus (BmNPV), mille poolt tekitatud haigus oli Hiinas tuntud juba 4000 aastat enne meie ajaarvamist. Ülejäänud kolm perekonda kannavad mitte eriti originaalseid nimesid Betabaculovirus (26 tunnustatud liiki), Gammabaculovirus (2 tunnustatud liiki) ja Deltabaculovirus (1 tunnustatud liik). 

			 

			Baculoviiruste virion ja genoom

			Baculoviirused moodustavad kahte tüüpi virione (Joonis 321) millel on viirusinfektsioonis erisugused funktsioonid.

			1.Pungunud virionid (ingl budded viruses, BV) moodustuvad viiruse pungumisel raku plasmamembraanist. Need on esimesed virionid, mis baculoviirusinfektsiooni käigus tekivad ning on ette nähtud viiruse levikuks peremehe (rööviku) organismis.

			2.Pakitud virionid (ingl occluded viruses, OV-d) moodustuvad rakutuumas (NPV-d) või rakus pärast tuumamembraani lagunemist (GV-d). Need virionid paiknevad inklusioonkehades. Alphabaculovirus’te esindajatel on inklusioonkehad suured (läbimõõt 1–15 µm) ja igaühes neist paikneb palju virione. Ka OV-de nukleokapsiide ümbritseb membraan; sõltuvalt viirusest võib sellise membraanse ümbrise sisse olla pakitud kas üks või mitu nukleokapsiidi. Seda asjaolu kajastab sõna multiple viiruse nimetuses. Inklusioonkehade põhivalku nimetatakse NPV-del polüeedriiniks, granuloviirustel granuliiniks. Inklusioonkehi ümbritseb spetsiifiline ümbris (ingl calyx), mis koosneb valgust nimetusega polüeedroon ja süsivesikutest.
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			Joonis 321. Baculoviirused moodustavad kahte erinevat tüüpi virione. A. OV (pakitud virion; vasakul) ja BV (pungunud virion; paremal) elektronmikrokoobis nähtuna. http://www.jle.com/fr/revues/vir/e-docs/les_strategies_des_baculovirus_pour_franchir_lintestin_des_insectes__264094/article.phtml?tab=images (B). BV (vasakul) ja OV (paremal) ehituse skeem; näidatud on ka OV-de paiknemine polüeedris.

			 

			BV ja OV koostisesse kuuluvad nukleokapsiidid on ühesuguse ehitusega (Joonis 321) ja neil on järgmised mõõtmed: 30–60 × 250–300 nm. Nukleokapsiid koosneb viiruse genoomist, vähemalt ühest aluselisest DNA-d siduvast valgust ja mitmest kapsiidivalgust, millest peamine kannab nimetust VP39 (VP on lühend sõnadest virion protein, number 39 tähistab valgu molekulmassi kilodaltonites). Küll aga on erinevat päritolu ja seetõttu ka erineva koostisega OV ja BV membraanid: 

			-BV ümbris pärineb raku plasmamembraanist. Peamiseks BV membraanivalguks on viiruse kodeeritud gp64 (Joonis 321B; gp tuleneb sõnast glycprotein), mida nimetatakse ka EFP- (ingl envelope fusion protein) valguks. Nagu nimetusest näha, on gp64 glükovalk. See sisaldab 5–7 N-glükosüülimissaiti, kokku umbes 10 kDa suhkrujääke iga valgumolekuli kohta. Gp64 moodustab trimeere ja kinnitub virioni membraanile C-terminaalse ankurpeptiidi ja posttranslatsioonilise palmitüülimise teel.

			-NPV-de OV-membraan pärineb tuumasisestest membraanidest. Ka OV-de ümbris sisaldab mitmeid viiruse poolt kodeeritud valke, kuid need erinevad BV membraanivalkudest. Näiteks puudub OV membraanis gp64; selle asemel paikneb OV nukleokapsiidide ja membraani vahel glükovalk gp41. 

			Seega on baculoviiruse virionide koostisest, nende rakkudesse sisenemisest või moodustamist rääkides alati vaja täpsustada, millistest virionidest (OV või BV) on jutt. 

			Baculoviiruste genoomiks on rõngakujuline dsDNA pikkusega 80–180 kbp. AcMNPV genoom on 133 894 bp pikkune ja tal on baculoviiruste genoomidele tüüpiline ehitus (Joonis 322). Potentsiaalseid valke kodeerivaid järjestusi on AcMNPV genoomis 150 või rohkemgi. Ka teistel baculoviirustel on >100 geeni. 
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			Joonis 322. AcMNPV genoomi kaart. Kaart ei ole mõeldud meeldejätmiseks, see on mõeldud andmaks ettekujutust baculoviiruse genoomi keerulisest organisatsioonist! Genoom on rõngakujuline, kodeerivad mõlemad DNA-ahelad. Varased ja hilised geenid paiknevad genoomis läbisegi, funktsionaalset klasterdumist üldjuhul ei ole. Joonis pärineb Chen et al. 2013 Journal of Virology; https://doi.org/10.1128/JVI.00194-13.

			 

			Geene, mille homoloogid on kõikidel seni uuritud baculoviirustel, on baculoviiruste genoomis umbes 30. Need nn core geenid on olulised viiruse genoomi varaseks ja hiliseks transkriptsiooniks, DNA replikatsiooniks ja pakkimiseks ning BV ja OV-de moodustamiseks. Nagu ka teistel suurtel dsDNA-genoomsetel viirustel ei ole kõik baculoviiruse geenid viiruse rakukultuuris paljunemiseks vajalikud. Geenid asuvad mõlemas DNA-ahelas. Funktsionaalset klasterdumist üldjuhul ei ole; erandiks on vahetult varaseid regulaatorvalke kodeerivad geenid ie-1, ie-2 ja pe38. Erinevate geenide valke kodeerivad alad enamasti üksteisega ei kattu, neid eraldavad üksteisest A/T-rikkad lõigud pikkusega 2–200 bp. Transkriptsiooni (AAUAAA-järjestus) ja translatsiooni terminaatorid (UAA-koodon) sageli kattuvad. Introneid on baculoviiruste geenides vähe; alternatiivset splaissingut kasutatakse vaid ie-1 mRNA ja selle isovormi ie-0 mRNA-de sünteesil. Baculoviiruse hilisele geeniekspressioonile on iseloomulik struktuurselt polütsistroonsete mRNA-de süntees, erineva polaarsusega hilised transkriptid kattuvad sageli omavahel. Osaliselt kattuvate transkriptide süntees võib olla osa baculoviiruse geeniekspressiooni regulatsioonist.

			AcMNPV-genoomis paikneb kokku 8 homoloogset kordusjärjestust (ingl homology repeat, hr), mille pikkused jäävad vahemikku 30–800 bp. Tüüpiline hr-järjestus koosneb umbes 60 bp pikkustest motiividest, millest igaüks sisaldab väga konserveerunud järjestusega mittetäiusliku 28 bp pikkust palindroomi. Hr-elemendid toimivad baculoviiruse geeniekspressioonil enhanseritena ja DNA replikatsioonis ori-lõikudena. 28-bp palindroom seob viiruse IE1-valku ja kujutab endast minimaalset elementi, mis on vajalik geeniekspressiooni aktiveerimiseks ja DNA replikatsiooni initsieerimiseks. Samas pole ükski eraldi võetud hr-element viirusele absoluutselt vajalik: kui AcMNPV genoomist eemaldada ükskõik milline konkreetne hr-järjestus, toob see kaasa vaid eemaldatud hr-elemendi lähedal asuvate geenide ekspressiooni vähenemise, kuid ei mõjuta oluliselt viiruse DNA replikatsiooni.

			 

			Baculoviirusinfektsiooni algus rakukultuuris

			Baculoviirusinfektsioon koekultuuris (Joonis 323) kestab umbes 72 tundi ja lõpeb nakatatud rakkude surmaga. Arvestades seda, et baculoviiruse peremeesrakud (liblikarööviku rakud) kasvavad madalal temperatuuril (tüüpiliselt +28 °C), mille puhul kõik biokeemilised reaktsioonid kulgevad aeglasemalt kui 37 °C juures, on tegemist küllaltki kiirete viirustega.
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			Joonis 323. Baculoviirusinfektsioonitsükli ülevaade. Infektsioonitsükkel võib alata kas BV või OV seondumisest rakule. Kuigi need virionid on erinevad, sisaldavad nad ühesugust nukleokapsiidi, mistõttu nukleokapsiidi sisenemisele järgnev infektsioon kulgeb ühtemoodi, lõppedes BV-de vabanemise ja OV-de kogunemisega. 

			 

			BV-infektsiooni algatab gp64-valgu seondumine raku retseptorile (või retseptoritele), mis olid õpiku koostamise ajal ikka veel täpselt identifitseerimata. On teada, et BV-d suudavad seonduda ka imetajate rakkudega ja sinna siseneda, ehkki ei suuda seal paljuneda. On näidatud, et imetajate rakkude puhul seob gp64-raku pinnavalku syndecan-1. Sidumisele järgneb virioni sisenemine endotsütoosi teel; endosoomis toimub madala pH poolt indutseeritud BV ümbrise ning endosoomi membraani liitumine; ka seda vahendab gp64, mis on seega ka BV fusioon-valk. Raku tsütoplasmasse sisenenud nukleokapsiidid liiguvad, kasutades viiruse poolt indutseeritud aktiini polümeriseerumist, tuumapoori. Nukleokapsiid liigub ots ees läbi tuumapoori; tuumas nukleokapsiidivalgud fosforüülitakse virionis kaasasoleva kinaasi poolt, millele järgneb genoomse DNA vabanemine.

			 

			Geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			Nagu ka teistel dsDNA-genoomiga viirustel algab baculoviiruse biosüntees nakatatud rakus transkriptsioonist. Transkriptsioon jaguneb varaseks ja hiliseks; lisaks sellele on baculoviirustele iseloomulik ka nn väga hilise transkriptsiooni faasi olemasolu.

			Varane geeniekspressioon valmistab viirust ja rakku ette järgnevaks viiruse DNA replikatsiooniks. Baculoviiruse varased promooterid sarnanevad ehituselt peremeesraku omadega. Peremehe kaitsemehhanismid surutakse maha (vt allpool) ja rakutsükkel seiskub; nakatunud rakkude tuumad suurenevad oluliselt. Varast transkriptsiooni viib läbi peremeesraku RNA polümeraas II; varaste mRNA-de süntees on detekteeritav juba 15 minutit pärast viiruse tungimist rakku ja kestab 6–12 tundi. Eristatakse vahetult varast transkriptsiooni (nt ie-0-, ie-1-, ie-2-geenid), mis ei sõltu viirusespetsiifiliste valkude sünteesist, ja hilinenud varast transkriptsiooni, mille toimumine sõltub viiruse trans-aktivaatorite sünteesist. Et järgnevaid geeniekspressioonietappe reguleerivate valkude süntees on omane kõikidele suurtele dsDNA-genoomiga viirustele, siis ei ole raske ära arvata, et osa vahetult varase transkriptsiooni käigus ekspresseeritavaid baculoviiruse geene kodeerib just seesuguseid aktivaatoreid.

			-IE1-valk on baculoviiruse varase geeniekspressiooni peamine regulaator. IE1 moodustab dimeere ja, nagu ülal juba mainitud, on tema toime vahendatud hr-elementidele seondumise kaudu. Peale viiruse transkriptsiooni aktiveerib IE1 ka viiruse DNA replikatsiooni. 

			-IE0 on IE1 geenilt alternatiivse splaisingu tulemusena saadud mRNA-lt transleeritud valku, mille funktsioonid sarnanevad IE1 funktsioonidega.

			-IE2 ja PE38 on leutsiinluku motiive sisaldavad trans-aktivaatorid. Kumbki neist pole viirusinfektsiooniks absoluutselt vajalik, kuid nende puudumisel kulgeb infektsioon aeglasemalt ja virionide tootmine on vähem efektiivne.

			Varase faasi jooksul ekspresseeritakse geenid, mille produktid on vajalikud viiruse hiliseks geeniekspressiooniks (ingl late expression factor – lef-geenid); kokku on neid vähemalt 19. Baculoviiruse lef-geenide produktid ei ole klassikalised transkriptsioonifaktorid.

			-Siia kuulub neli valku, mis on viiruse RNA polümeraasi allühikud ning mis sarnanevad raku RNA polümeraasi allühikutega. 

			-Osa lef-geenide poolt kodeeritud valgud vastutavad viiruse mRNA-de stabiilsuse eest.

			-Osa lef-geene vastutavad transkriptsiooni koespetsiifilisuse eest ja seega ei ole nende geenide produktid kõikides rakutüüpides vajalikud. 

			-Et hiline transkriptsioon sõltub ka DNA replikatsioonist, siis kuuluvad lef-geenide hulka ka viiruse DNA replikatsiooni eest vastutavaid valke kodeerivad geenid (vt allpool). 

			Sarnaselt teiste viirustega on baculoviirusel ka geene, mille ekspressioon on vajalik nii varases kui hilises faasis. Sellistel geenidel (nt p35, gp64 ja ie-1) on nii varased kui ka hilised promooterid.

			Hiline transkriptsioon algab koos DNA replikatsiooniga ja sõltub sellest; kui genoomi replikatsioon blokeerida, siis ei toimu ka hilist transkriptsiooni. Sarnaselt teiste viirustega ekspresseerib baculoviirus hilises faasis geene, mille produktid on vajalikud virionide (täpsemalt BV-de) moodustamiseks, sealhulgas toodetakse väga mažoorseid VP39- ja gp64-valke. Hiline transkriptsioonifaas algab 6 tundi pärast infektsiooni algust ja kestab umbes 18 tundi. Selles infektsioonifaasis surub baculoviirus maha peremehe geenide ja iseenda varaste geenide transkriptsiooni. See toimub viiruste puhul üsna harva kasutatava RNA polümeraasi vahetuse teel; peale baculoviiruste on sellist mehhanismi kirjeldatud veel autographiviirustel ja selle kasutamist on eeldatud osal phycodnaviirustel (ptk-d II.3 ja II.44). Baculoviiruse hilist transkriptsiooni viib läbi viirusespetsiifiline RNA polümeraas, mis tunneb ära viiruse hilised promooterid, milles esineb (A/G/T)TAAG-motiiv. Baculoviiruse hiline promooter ongi väga lihtsa ehitusega: ülalmärgitud TAAG-järjestus (ingl basal promoter) on vajalik ning piisav transkriptsiooni alustamiseks, selle elemendi aktiivsust moduleerivad teda ümbritsevad 18 aluspaari. Hilise transkriptsiooni käigus sünteesitakse palju polütsistroonseid transkripte; arvatavasti on need aga funktsionaalselt monotsitroonsed ehk siis nendelt transleeritakse vaid esimene ORF.

			Väga hiline transkriptsioon kattub osaliselt hilise transkriptsiooniga – see algab umbes 18 tundi pärast infektsiooni algust ja kestab kuni rakkude surmani umbes kolm ööpäeva pärast infektsiooni algust. Väga hilisele geeniekspressioonile on iseloomulik väheste geenide, nagu polh (kodeerib polüeedriini) ja p10, mille valgud on vajalikud inklusioonkehade moodustumiseks ja vabanemiseks, hüper-ekspressioon. Ka väga hilist transkriptsiooni viib läbi baculoviiruse RNA polümeraas ja seda võimendab VLF-1 valk (ingl very late expression factor). See eripära kajastub ka väga hilise promooteri ehituses: selles asub samuti basaalne TAAG-element, kuid sellele lisanduvad veel tugevad promooteri aktiivsust reguleerivad järjestused, mis kujutavad endast VLF-1-valgu seondumissaiti. Polüeedriini promooteris paikneb promooteri hüper-aktiivsuse saavutamiseks vajalik sait, mille pikkuseks on umbes 50 bp, allpool TAAG-elementi. Selline transkriptsiooni aktiveeriva järjestuse paiknemine on mRNA-de sünteesiks kasutatavate promooterite puhul suhteliselt ebatavaline. VLF-1-valgul on ilmselt veel teisigi funktsioone: arvatakse, et see võib osaleda kas DNA replikatsioonis või/ja nukleokapsiidide valmimisel.

			 

			Baculoviiruse DNA replikatsioon

			Baculoviiruste DNA replikatsioon toimub nakatatud rakkude tuumades. Peetakse tõenäoliseks, et replikatsioon toimub veereva rõnga mehhanismi abil, sest selle tulemusena moodustuvad lineaarsed genoomide multimeerid (konkatemeerid). Samas on võimalik, et sellised molekulid moodustuvad hoopis rekombinatsioonist sõltuva replikatsiooni tulemusel. Genoomi replikatsiooni läbiviivad valgud on kodeeritud viiruse poolt. AcMNPV kodeerib DNA polümeraasi (dna pol) ja replikatsioonis osalevat DNA helikaasi (p143); mõlemad valgud on homoloogsed peremeesraku vastavate valkudega. Peale selle vajab viirus DNA replikatsiooniks ka primaasi ja seda siduvat valku, mis on vastavalt lef-1- ja lef-2-geenide produktid, ssDNA-d siduvat valku (lef-3) ja ori-lõike (hr-elemente) siduvat IE1-valku. DNA replikatsiooni stimuleerivad veel mitmete teiste geenide (ie-2, lef-7, pe38, p35) kodeeritud valgud.

			 

			Virionide moodustamine ja vabanemine

			Nagu ülal kirjeldatud, moodustavad baculoviirused kahte tüüpi virione. Nii BV kui ka OV moodustamine algab nukleokapsiidide moodustamisest ning toimub hilise ja väga hilise geeniekspressioonifaasi jooksul. Nukleokapsiidide moodustumine leiab aset nn virogeense strooma (nakatatud rakkude tuumas moodustuv baculoviiruse replikatsiooni organell, milles toimuvad viiruse RNA ja DNA sünteesid), äärealadel. Edasised sündmused on BV ja OV moodustamise puhul erinevad.

			BV moodustamiseks väljuvad kokkupandud nukleokapsiidid rakutuumast (Joonis 323). See võib toimuda tuumapooride kaudu või tuumamembraanist pungumise teel. Viimasel juhul omandatakse esialgne membraan, mis seejärel eemaldatakse rakusisese transpordi (tuumast plasmamembraanile) käigus. Lõpliku ümbrise omandavad BV-d plasmamembraanist pungumise teel. Punguvad nukleokapsiidid seonduvad, ots ees, gp64-glükovalku sisaldava membraaniga. Kuna gp64 on BV-de moodustamiseks absoluutselt vajalik, on ilmne, et pungumisel leiavad aset interaktsioonid selle valgu ja nukleokapsiidide vahel. BV-de rakust väljumise aktiivsus on maksimaalne 10–20 tundi pärast infektsiooni algust ja BV-de moodustamine lõpeb umbes 36 tundi pärast infektsiooni algust.

			OV-de moodustumine on detekteeritav alates 18 tunnist pärast infektsiooni algust. Nukleokapsiidide transporti tuumast välja ei toimu, selle asemel leiab aset raku tuumamembraanide modifitseerimine ja polüeedriinvalgu transport tsütoplasmast rakutuuma (Joonis 323). OV-de ümbris ei moodustu tuuma ümbritsevast membraanist, vaid uuesti moodustunud membraanisegmentidest ning see omandatakse vahetult enne polüeeriinist koosneva kapsli moodustumist. Kapslit ennast ümbritseb omakorda polüeedroon-valk. OV-d vabanevad nakatunud rakkude purunemisel.

			 

			Baculoviiruse infektsioonitsükkel putukas (in vivo)

			Baculoviiruse OV-d moodustuvad infektsiooni lõppjärgus ja tänu inklusioonkehades paiknemisele on need võimelised pikka aega väliskeskkonnas (peremehest väljaspool) eksisteerima. Need virionid on ette nähtud uute peremeeste nakatamiseks. 

			Enamiku baculoviiruste, sealhulgas AcMNPV-infektsioon on peremehele letaalne. Selliste viiruste infektsioon röövikus kestab 4–20 päeva. Samas eksisteerivad ka persistentseid ja latentseid infektsioone põhjustvad baculoviirused (nt Mamestra brassicae multiple nucleopolyhedrovirus, MbMNPV), mis ei põhjusta oma peremehel märgatavat patoloogiat. Allpool on üldjoontes kirjeldatud letaalse baculoviiruse in vivo infektsiooni.

			Röövikud nakatuvad baculoviirusega OV-dega saastatud taimelehti süües (Joonis 324). Kesksoole (ingl midgut) aluselises keskkonnas (pH >10) OV-sid sisaldavad polüeedrid dissotsieeruvad ja nendes paiknenud virionid vabanevad. Need virionid on võimelised läbima peritroofilist membraani; selleks on oluline OV-de koostisesse kuuluv proteaas enhancine. Kõigepealt nakatavad baculoviirused sooleepiteeli rakke ja regeneratiivseid rakke. Infektsioon kulgeb, mõne erandiga, sarnaselt sellega, mida nägime kultiveeritud rakkudes. Need erandid on seotud viiruse sisenemise ja väljumisega.

			1.OV-d sisenevad soolerakkudesse ilma endotsütoosita otse läbi plasmamembraani (Joonis 323). See, et OV-de rakku sisenemise mehhanism erineb BV-de omast, on tegelikult ootuspärane, sest OV-del puudub gp64-membraanivalk.

			2.Nakatunud soolerakkudes sünteesitakse uus BV-de põlvkond, OV-sid tekib selles faasis vähe. Kui koekultuuris punguvad BV-d nakatud rakust igasse suunda, siis in vivo on see protsess polaarne ja pungumine toimub rangelt basaalmembraani suunas st sooleõõnest eemale.

			 

			[image: ]

			Joonis 324. Baculoviiruse in vivo infektsioonitsükli skeem.

			 

			Soolerakkudes paljunev baculoviirus ekspresseerib lisaks paljunemiseks vajalikele geenidele ka vfgf-geeni; selle geeni poolt kodeeritav valk sarnaneb fibroblastide kasvufaktoriga ja „meelitab“ viiruse paljunemise kohta kohale hemotsüüte (vererakke) ja/või võimaldab viirusel kiiret juurdepääsu õhutorude epiteelirakkudele. See soodustab viiruse levikut organismis ning viib selleni, et edasise infektsiooni käigus nakatuvad peaaegu kõik rööviku koe- ja rakutüübid. Nakatunud rakkude tuumad täituvad OV-sid sisaldavate inklusioonkehadega, mida koguneb rööviku kohta üle saja miljoni, moodustades üle 10% putuka kuivmassist. Röövik sureb, koed lagunevad ning temast jääb järele piimja vedelikuga täidetud kotike; seda protsessi nimetatakse rööviku sulamiseks. Viiruse cathepsiini-sarnase proteaasi ja kitinaasi toimel muutub putuka epidermis hapraks ja selle purunedes vabanevad OV-sid sisaldavad polüeedrid keskkonda. 

			 

			Baculoviirused ning peremehe kaitse- ja arengu eest vastutavad mehhanismid

			Putukad kaitsevad ennast baculoviirusinfektsiooni vastu programmeeritud rakkude surma (apoptoosi) abil. Nagu ka muude viiruste ning peremeeste puhul põhineb apoptoosi viirusevastane efekt sellel, et viirus ei saa surnud rakkudes paljuneda. Seega, kui rakkudel õnnestub nakatumine ära tunda ja nakatanud rakk õigeaegselt sureb, ei toimu ka virionide valmimist ja uute rakkude nakatumist. Et baculoviirused on agressiivsed viirused, ei valmista nende infektsiooniga kaasnevate protsesside, nagu viiruse DNA replikatsiooni, viiruse transkriptsiooni aktiveerumise ja raku transkriptsiooni inhibeerimise äratundmine rakkudele suuremaid raskuseid. Nii on leitud, et samal ajal viiruse DNA replikatsiooni aktiveerumisega aktiveeritakse rakkudes apoptoosiprotsess: toimub kaspaaside (nt SF-caspase-1) aktiveerumine. Vale oleks väita, et viirus „jääb vahele“ hooletusest: tegelikult on apoptoosiga seotud protsesside aktiveerimine viirusele oluline, sest see võimendab oluliselt viiruse paljunemist. Mida aga viirus tõesti ei taha, on see, et nakatunud rakk ennetähtaegselt sureks. Selle vältimiseks kodeerivad baculoviirused apoptoosi mahasuruvaid valke. Erinevate baculoviiruste anti-apoptootilise toimega valgud on erisugust päritolu ja neil on erinevad sihtmärgid (Joonis 325).

			-AcMNPV kodeerib P35-valku, mis kujutab endast täideviivate kaspaaside (ingl executive caspases) substraatset inhibiitorit. P35 ekspressioon algab enne kaspaaside aktiveerumist ja tema toime seisneb selles, et P35 seondub apoptoosi täideviivate kaspaasidega, lõigatakse nende poolt Asp78 jäägi kohalt katki ja selle tulemusena tekkinud lõikamisproduktid moodustavad kaspaasiga stabiilse inaktiivse kompleksi (Joonis 326). Ka teistel baculoviirustel on leitud P35-valguga sarnaseid valke. Üks sellistest on Spodoptera litoralis nucleopolyhedrovirus’e (SlNPV) P49-valk. See P35-ga sarnasel (järjestuste sarnasus on 49%) valgul on samasugune toimemehhanism, kuid tema sihtmärgiks ei ole täideviivad, vaid signaalkaspaasid (ingl apical caspase). Siiski on lõpptulemus sama, sest signaal-kaspaaside inaktiveerimine ei võimalda ka neist allpool asuvate täideviivate kaspaaside aktiveerumist. P35- ja P49-valgud suudavad maha suruda erinevate, ka selgroogsetest organismidest pärit rakkude apoptoosi; samas pole neile valkudele veel rakkudest pärinevaid homolooge leitud.

			-Osal baculoviirustel, nagu Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus (OpMNPV), P35-ga sarnased valgud puuduvad. Sellistel viirustel on P35-ga mittehomoloogne apoptoosi-inhibiitorvalk – geeni iap (ingl inhibitor-of-apoptosis) produkt. Erinevalt P35-st on liblikaliste genoomis iap-geenide homoloogid; seetõttu arvatakse, et viirus on selle geeni omandanud oma peremehe genoomist. OpMNPV IAP-valgud blokeerivad apoptoosirada P35-st ja P49-st ülalpool, blokeerides ilmselt apoptoosi initsieerivate kaspaaside aktiivsust. Kuidas see täpselt toimub, ei ole veel selge, kuid selle lõpptulemus on taas sama: apoptoosi täideviivad kaspaasid ei aktiveeru. 
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			Joonis 325. Apoptoosi indutseerimine ja sellega kaasnev signaaliülekanne nakatunud putukarakkudes. Näidatud on punktid, mida inhibeerivad erinevate baculoviiruste poolt kodeeritud antiapoptootilised IAP-, P49- ja P35-valgud.

			 

			[image: ]

			Joonis 326. AcMNPV antiapoptootilise P35-valgu toimimise mehhanism. P35 kujutab endast kaspaaside substraati ja lõigatakse nende poolt kaheks peptiidiks. Lõikamisproduktid moodustavad kaspaasiga stabiilse kompleksi, mis ei võimalda kaspaasil rakuvalke lõigata. Joonis pärineb Xu et al., 2003. Journal of Biological Chemistry. https://doi.org/10.1074/jbc.M211607200.

			 

			Kui olulised on baculoviirustele apoptoosi inhibeerivad valgud? Tuleb välja, et vägagi olulised: P35, P49 või IAP puudumisel tekib nakatatud rakukultuuris ligi 10 000 korda vähem BV-sid ja selline mutantne viirus ei suuda süsteemselt röövikuid nakatada.

			Peale apoptoosi mahasurumise on baculoviirused võimelised blokeerima peremehe moonet: viirusele on see vajalik, sest ta paljuneb röövikus. Rööviku moondesse minekut blokeerib viiruse ensüüm EGT (ingl ecdysteroid uridine diphosphate(UDP)-glucose/galactose transferaas), mis on egt-geeni produkt. EGT on sekreteeritav valk, mida sekreteeritakse baculoviirusega nakatatud rakkudest putukavastse kehavedelikesse ja mis modifitseerib ecdysteroidide (putuka arengu hormoon) glükoosi- või galaktoosijääkide lisamise teel. Ka see protsess on oluline, sest kui röövikuid nakatada viirusega, millel egt-geen puudub, asuvad nakatunud vastsed varem moondesse ja hukkuvad, viiruse seisukohalt ennetähtaegselt. Selle tulemusena sünteesitakse ja vabaneb keskkonda vähem virione. 

			Baculoviirused mõjutavad ka röövikute käitumist: nakatunud röövikud lahkuvad oma toitumiskohalt, uitavad ringi (zombi efekt), ronides taimekasvude otstesse ja jäävad oksa või lehe tippu rippuma (Joonis 324). See on tegelikult käitumine, mis on iseloomulik nukkumiseks valmistuvale röövikule; sellisel juhul kontrollib seda rööviku enda türosiin-fosfataasi geen ptp. Baculoviirused on ka selle geeni peremehelt omastanud ja kasutavad seda oma huvides. Viiruse seisukohast seisneb niisuguse käitumise mõte selles, et nii tagatakse, et röövik sureks ja „sulaks“ kohas, mis on tuulele ja vihmale hästi kättesaadav, mitte näiteks taime lehe all. See võimaldab hukkunud röövikust pärit inklusioonkehade laialikandumist.

			 

			Baculoviiruste tähtsus ning kasutamine bio- ja geenitehnoloogias

			Baculoviirustel on looduses tähtis roll putukapopulatsioonide arvukuse reguleerimisel: tihedas populatsioonis on viiruse levik soodustatud, sest viiruse OV-d satuvad massiliselt mullale ja lehtedele. Et paljud baculoviirused on mitmetele olulistele kahjurputukatele väga virulentsed, kasutatakse neid taimekaitses: kasutuses on kümneid baculoviirustel põhinevaid putukatõrjevahendeid, mis on efektiivsed ka keemilistele insektsiididele vastupidavate putukate tõrjumisel. Baculoviiruste kui putukatõrjevahendite puuduseks on viiruste tootmine: koekultuuris paljundades kaotavad baculoviirused kiiresti võime OV-sid moodustada. Probleemiks on ka asjaolu, et baculoviirused tapavad röövikuid suhteliselt aeglaselt, võimaldades neil enne suremist taimi ulatuslikult kahjustada. 

			Baculoviirused on väga tähtsad geeniekspressiooni vektorid. Baculoviiruse suured genoomid võimaldavad suurte insertide kloonimist. Viiruse aktiivsed polüeedriini, p10 ning varaste geenide promooterid võimaldavad soovitud valkude aktiivset ekspressiooni rekombinantse viirusega nakatatud putukarakkudes. Muu hulgas kasutatakse baculoviiruseid terapeutiliste valkude, sealhulgas inimese papilloomiviiruse vastase vaktsiini komponentide tootmiseks. Samuti on baculoviiruseid võimalik kasutada geeniteraapias: üllatuslikult on need viirused võimelised inimese rakkudesse sisenema ja oma DNA rakutuuma toimetama. Seega, kui viia baculoviiruse genoomi soovitud inimese geen ja selle ekspressiooni kontrollivad järjestused, käivitub sellise viirusega nakatatud rakus soovitud geeni ekspressioon. Oma geenide ekspressiooni ega DNA replikatsiooni baculoviirus inimese rakkudes käivitada ei suuda, see muudab vastavate vektorite kasutamise ohutumaks.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Baculoviiruste pungunud ja pakitud virionide (BV ja OV) ehitus, nende erinevused ja tähtsus viirusinfektsioonis.

			2.Kuidas toimub baculoviiruse geeniekspressioon ja kuidas on see reguleeritud?

			3.Milliste mehhanismidega blokeerivad baculoviirused putukate viirusevastast kaitset?

			4.Mille seisneb baculoviiruste tähtsus ning kuidas ja milleks neid kasutatakse?

		

	
		
			II.46. POLÜDNAVIIRUSED – SUGUKOND POLYDNAVIRIDAE

			Aare Abroi

			Autori tänuavaldused prof Toomas Tammarule ja Tiit Tederile putukaid puudutava terminoloogia täpsustamise eest.

			Kokkuvõte 

			Polüdnaviiruste nimetus tuleneb sellest, et nende dsDNA genoom on jagatud kümneteks või isegi sadadeks segmentideks. DNA on virionides rõngasmolekulide kujul, pakitud genoomi mõõtmed on >100 kbp. Sugukonda kuulub kaks viiruste perekonda: ichnoviirused ja bracoviirused. Neid ühendavad sarnased bioloogilised omadused, kuid nende sugulus on küsitav. Mõlemal juhul ei ole tegemist klassikalise viirusega, vaid parasitoidsete kiletiivaliste sümbiontidega. Polüdnaviiruse proviirus on osa parasitoidi genoomist ja aktiveerub emasputuka sugurakkudes, kus moodustuvad ka virionid. Virionide struktuurivalgud, mida on ligikaudu 30, on kodeeritud parasitoidi genoomis paiknevate virionidesse mittepakitavate geenide poolt. Braco- ja ichnoviiruste virionide morfoloogia on erisugune, ühisteks omadusteks on membraani(de) ja nukleokapsiidi(de) olemasolu. Parasitoidi need ei nakata, selle asemel sattuvad nad koos parasitoidi munadega viimase peremeeslooma, enamasti liblikaliste röövikutesse. Polüdnaviiruse virionid sisenevad rööviku rakkudesse ja ekspresseerivad seal oma geene. Nende geenide produktid soodustavad parasitoidi munade ja vastsete arengut, kuid ei võimalda viiruse genoomi paljunemist ega uute virionide moodustamist. 

			 

			Polüdnaviiruste, mida eestikeelses kirjanduses on nimetatud ka „polydnaviirusteks“, käsitlemine viroloogia õpikus ei ole lihtne. Kui „klassikaliste“ viiruste puhul on mõisted „viirus“ ja „peremees“ lihtsalt ja üheselt arusaadavad, siis polüdnaviiruste puhul see nii ei ole. Pole üheselt isegi selge, kas neid saab käsitleda kui viiruseid (ICTV seda teeb) või tuleks neid selle asemel või lisaks sellele käsitleda kui GTA-sid (ingl gene transfer agent, vt ptk I.8). Samas, GTA-na on polüdnaviirus sama veider kui viirusena: ta kannab ühelt liigilt teisele alati üle samu geene, mida uus peremees ei omanda. Kuigi polüdnaviirused ei näi hästi kuhugi sobivat, on nad just sellel põhjusel väga huvitavad ja eriomase bioloogiaga objektid.

			Sugukonna Polydnaviridae (2020. a süstemaatika järgi ei kuulu see kõrgematesse taksonitesse) nimetus tuleneb kreekakeelsest sõnast poly (’palju, mitu’) ja DNA. Antud kontekstis väljendab poly ennekõike virionidesse pakitud viiruse genoomi segmentide arvu. Iseenesest pole paljude segmentide olemasolu virionis viiruste maailmas kuigi haruldane: A-gripi viirusel on neid kaheksa, reoviirustel enamasti 10–12, DNA genoomsetel nanoviirustel umbes sama palju. Siiski on polüdnaviiruste genoomi segmentide arv eriline: on teada polüdnaviiruseid, mille genoomi segmentide arv võib ületada isegi saja piiri. 

			Esimesed polüdnaviiruste kirjeldused on umbes pool sajandit vanad. Sel ajal kirjeldati elektronmikroskoopiat kasutades mõnede putukate suguteedes viirus-laadseid osakesi (ingl virus like particles, VLP), mis hiljem on osutunud polüdnaviiruste (braco- või ichnoviiruste) virionideks. Polüdnaviirused päranduvad ainult vertikaalselt: nad eksisteerivad proviirusena kiletiivaliste parasitoidide (ingl parasitoid wasp) genoomis. Samas ei ole selge, kas parasitoidi saab pidada polüdnaviiruste peremeheks – pigem võiks teda nimetada polüdnaviiruse omanikuks. Nimelt puuduvad polüdnaviirustel mitmed peremehega seotud viirustele iseloomulikud omadused, eelkõige võime oma peremeest nakatada. Tõesti, parasitoidi polüdnaviirused ei nakata: kahtlemata on nende esivanemad kunagi (sadu miljoneid aastaid tagasi) seda küll teinud, kuid praegu on polüdnaviiruse genoomid (proviirused) muutunud osaks parasitoidi genoomist. Samas ei ole tegu lihtsalt viiruse poolt ülekantud geeniga või viirustest järele jäänud mittefunktsionaalse jäänukiga. Osa klassikalisi viiruste omadusi, sealhulgas võime replitseerida oma genoomi ja moodustada virione, on polüdnaviirusel olemas. Tõsi, nende virionid valmivad vaid emase parasitoidi munasarjades ja nendesse pakitud DNA ei kodeeri virioni peamisi struktuurivalke. Selle põhjus saab selgeks, kui vaatame polüdnaviiruse elutsükli teist poolt. Nimelt satuvad polüdnaviiruse virionid parasitoidi munemise käigus parasitoidi peremeesputuka organismi, tüüpiliselt liblikaröövikusse. Erinevalt parasitoidi rakkudest nakatavad polüdnaviirused liblikaliste rakke ja nakatatud rakkudes toimub viiruse genoomis kodeeritud valkude ekspressioon. Samas ei toimu liblikaliste rakkudes polüdnaviiruse genoomide paljunemist ja virionide moodustamist. Seega saaks polüdnaviiruse elutsükli kahest poolest, sellest, mis toimub parasitoidis, ja sellest, mis liblikaröövikus, „kokku panna“ enam-vähem täieliku infektsioonitsükli. Viiruse kohta on see esmapilgul jagatud üsna kummalisel moel ja näiliselt ka ebaloogiliselt. Asja annab paremini mõista, kui võtta arvesse asjaolu, et paljud polüdnaviiruse valkudest, mida viirused liblikaliste rakkudes toodavad, toimivad virulentsusfaktoritena ning võimaldavad parasitoidi vastsete arenemist. Teisisõnu, parasitoid on suutnud viiruse „taltsutada“ ja enda kasuks tööle panna ning selle protsessi käigus on viirus muutunud selliseks, nagu ta praegu on. Samas raskendab selline omapärane käitumine polüdnaviiruste kirjeldamisel klassikaliste viroloogiliste mõistete nagu „peremees“, „infektsioonitsükkel“, „nakatama“ jne kasutamist; segaduste vältimiseks on katsutud nende mõistete kasutamist vältida. Sõnaga „peremees“ on allpool tähistatud parasitoidi peremeest, kelleks on enamasti liblikaröövik, kuhu parasitoid muneb oma munad ja milles nendest munadest arenevad uued parasitoidid. Ka polüdnaviiruse vaatevinklist on „peremeheks“ pigem see röövik kui ainus objekt, mida polüdnaviirus nakatab, mitte parasitoid ise. Segaduste vältimiseks on allpool parasitiodi kohta kasutatud sõna „polüdnaviiruse omanik“ või lihtsalt „omanik“.

			 

			Taksonoomia

			Sugukonda Polydnaviridae kuuluvad kaks dsDNA genoomsete viiruste perekonda – Bracovirus ja Ichnovirus. Perekondade nimetused tulenevad putukate (omanike) rühmadest, millega viirus on seotud. 

			-Juuluklaste sugukonda (lad Braconidae) kuulub hinnanguliselt 30 000–50 000 putukaliiki. Võrdluseks: imetajate liike on käesoleval ajal teada u 6500. Kindlalt on teada, et bracoviiruse proviiruseid leidub viies juuluklaste alamsugukonnas, mis moodustavad mikrogastroidseks kompleksiks nimetatava monofüleetilise grupi. Mikrogastroidkompleksi kuuluvad juuluklased divergeerusid umbes 75–100 miljonit aastat tagasi. Usutavasti kannavad paljud – väga võimalik, et kõik – mikrogastroidkompleksi kuuluvad juuluklaste liigid ja liigi sees kõik isendid oma genoomis bracoviiruste proviiruseid.

			-Ichnoviiruste proviiruseid kannavad käguvaablaste (lad Ichneumonidae) kaks alamsugukonda (Campopleginae and Banchinae). Nendes alamsugukondades on kokku hinnanguliselt umbes 19 000 liiki putukaid, kuid erinevalt mikrogastroidkompleksi kuuluvatest juuluklastest ei moodusta nad monofüleetilist rühma. 

			2020. aastal kuulus bracoviiruste perekonda 32 viiruseliiki ja ichnoviiruste perekonda 21 polüdnaviiruste liiki. On küsitav, kas ja millisel määral on ichno- ja bracoviirused üksteisega sugulased. Kui üldse, siis ilmselt väga kaugelt. Seetõttu on tõenäoline, et ichno- ja bracoviiruste sarnased bioloogilised omadused on kujunenud konvergentse evolutsiooni tulemusena ja need viirused peaksid kuuluma eri sugukondadesse. Siiski on nimetatud (mitte)viirused praegusel ajal paigutatud ühte sugukonda, eelkõige seepärast, et nende elutsükkel on sarnane. Nad mõlemad moodustavad virione, millel on nakatamisvõime, kuid mis ei suuda replikatsiooni- ja struktuurivalke kodeerivate geenide puudumise tõttu nakatatud liblikaliste rakkudes replitseeruda.

			 

			Sugukonda Polydnaviridae kuuluvate viiruste tekkimise hüpoteesid

			Tänapäeval on genoomide sekveneerimine lihtne; samas on sekveneerimise tulemuste interpreteerimine sageli keeruline. Nii olid lood ka bracoviiruste genoomidega. Mitmete bracoviiruste virionidesse pakitud DNAde sekveneerimine näitas, et nendes puuduvad geenid, mis võiksid vastutada viiruste DNA replikatsiooni ja transkriptsiooni eest. Kui seda võis nende viiruste bioloogilisi omadusi (vt allpool) arvestades eeldada, siis täieliku üllatusena selgus, et virionidesse pakitud DNA-s ei ole ka geene, mis kodeeriksid virioni valke. See avastus oli näilises vastuolus asjaoluga, et bracoviiruste virionid olid elektronmikroskoobi abil selgesti nähtavad. Vähem ebatavaline leid oli asjaolu, et vaid mõni üksik bracoviiruse geen sarnanes teiste viiruste geenidega; küll aga sarnanesid mõned geenid eukarüootide geenidega. Eukarüootide, sealhulgas putukate, geenidega sarnased polüdnaviiruse geenid on tihti pärit multigeensetest geeniperekondadest. Siiski puudusid enamikul bracoviiruste valkudel detekteeritavad homoloogid: olukord, mis on suurtele dsDNA genoomsetele viirustele pigem tavaline kui ebaharilik (vt nt ptk II. 44). 

			Transkriptsiooni- ja kapsiidivalke kodeerivate geenide puudumise müsteerium lahenes pärast seda, kui oli määratud virioni proteoom, parasitoidi munasarjade transkriptoom ning parasitoidi genoom. Saadud andmete analüüs näitas, et brachoviiruste virioni struktuurivalgud ning RNA polümeraas on kodeeritud parasitoidi genoomis (Joonis 327). Neid valke kodeerivad geenid ei sisalda introne ja nad ei kuulu virionidesse pakitavate viiruse genoomide koosseisu. Bracoviiruste, aga mitte ichnoviiruste korral olid nii kapsiidivalgud kui ka transkriptsioonivalgud homoloogsed autonoomsete putukaviiruste (beetanudiviirused, sugukond Nudiviridae) vastavate valkudega. Nudiviridae sugukonna viirused on ümbrisega virionidega suured dsDNA genoomiga viirused, mis nakatavad putukaid ning koorikloomi. Nudiviiruseid on praeguseks ajaks vähe uuritud, mistõttu selles õpikus neid lähemalt ei käsitleta. On teada, et paljud nudiviiruste poolt kodeeritud valgud on homoloogsed baculoviiruste (ptk II.45) valkudega ning on hinnatud, et sugukonnad Baculoviridae ja Nudiviridae lahknesid u 300 miljonit aastat tagasi. Tagasi tulles bracoviiruste juurde, on oluline märkida, et osa nudiviiruste geenidega sarnaseid geene paikneb parasitoidi genoomis samas järjekorras nagu nudiviiruse genoomis. Seega võib bracoviirustele vajalikud geenid jagada kahte rühma. 

			1.Virionidesse mittepakitavad geenid, mis pärinevad nudiviirustest ja kodeerivad virioni komponente ja transkriptsiooni faktoreid. 

			2.Virioni pakitavad (virulentsus)geenid. 

			Täpsed evolutsioonilised sündmused, mis on viinud bracoviiruste ja parasitoidide tänapäevase suhteni, ei ole selged. Siiski on alust arvata, et umbkaudu 100 miljonit aastat tagasi toimus beetanudiviiruse-sarnase eellase genoomi integratsioon parasitoidi genoomi. Järgnevalt pidi aset leidma mitu olulist sündmust: 

			-välja kujunema mehhanism, mille abil pakiti viiruspartiklisse virulentsusgeene, mis aitavad parasitoidi vastsel oma peremehe rööviku sees ellu jääda;

			-pidi aset leidma viiruslikku DNA polümeraasi kodeerivate järjestuste kaotsiminek; 

			-välja kujunema mehhanism, mis välistas nudiviiruslike järjestuste virionidesse pakkimise. 

			Täpne järjekord, kuidas sellised mehhanismid tekkisid, ei ole teada. Veel vähem on teada ichnoviiruste evolutsioonist. Võib ainult oletada, et tõenäoliselt toimus miljoneid aastaid tagasi seni tundmatu, võimalik, et praeguseks väljasurnud viiruse genoomi integratsioon käguvaablaste eellase genoomi ja et sellest sai alguse analoogne evolutsiooniliste sündmuste jada. 
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			Joonis 327. Bracoviiruste virioni koostises olevad dsDNA rõngasmolekulid on pärit proviiruslikest segmentidest. mis paiknevad parasitoidi genoomis. Sinised ristkülikud on kodeerivad alad, mis koos külgneva DNA-ga amplifitseeritakse ja pakitakse virionidesse. Virioni valgud on kodeeritud nudiviiruste geenidega sarnaste geenide (rohelised ristkülikud) poolt, mis paiknevad samuti parasitoidi genoomis. Need geenid kodeerivad küll virioni valgulisi komponente, kuid vastavat DNA-d ennast virioni ei pakita. Et 2018. aastal ei olnud parasitoidi genoomi assambleerimine veel lõppenud, polnud teada, millistes kromosoomides asuvad viiruse genoomi pakitavad segmendid ja kapsiidivalke kodeerivad geenid. Katkendjoon tähistab parasitoidi teadmata pikkusega kromosoomset DNA-d ja/või teist kromosoomi.

			 

			Virioni struktuur

			Nii braco- kui ka ichnoviiruste struktuurivalgud on kodeeritud viiruse omaniku (parasitoidi) genoomis ning neid geene sisaldavat DNA-d virionidesse ei pakita. Virionid on struktuurilt komplekssed, sisaldades 20–30 eri tüüpi valku. Virionides olev DNA kujutab endast erinevate suurustega rõngasmolekule, milles DNA on superspiraliseerunud olekus. Braco- ja ichnoviiruste virionid ja nukleokapsiidid erinevad morfoloogiliselt. Bracoviiruste virionid koosnevad silindrilisest nukleokapsiidist ja seda ümbritsevast membraanist. Sõltuvalt viiruse liigist võivad erinevad bracoviiruste virionid sisaldada ühte või mitut nukleokapsiidi partikli kohta. Nukleokapsiid on üsna ühtlase läbimõõduga (34–40 nm), kuid selle pikkus varieerub suurel määral, jäädes 8–150 nm vahele. Nukleokapsiidi pikkus sõltub sellesse pakitud DNA molekuli pikkusest. Bracoviiruste nukleokapsiidi ühes otsas paikneb pikk sabalaadne moodustis (Joonis 328).

			Ichnoviiruste virionis on nukleokapsiid(id) ümbritsetud kahe membraaniga. Nukleokapsiid on käävjas (ingl fusiform) või kvaasisilindriline, tihti lühikese sabalaadse moodustisega silindri ühes otsas. Sõltuvalt viirusest võib virionis olla üks või mitu nukleokapsiidi. Erinevalt bracoviirustest on ichnoviiruste nukleokapsiididid ühetaoliste mõõtmetega, 85 × 330 nm (Joonis 329). 
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			Joonis 328. Bracoviiruste virioni ehitus. A) Protapanteles paleacritae bracovirus virionide negatiivkontrastelektronmikrogaaf. Skaalajoon 200 nm. Joonis pärineb: Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni ehituse skeem. 

			 

			[image: ]

			Joonis 329. Ichnoviiruste virioni ehitus. A) Hyposoter exiguae ichnovirus virionide negatiivkontrastelektronmikrogaaf. Skaalajoon 200 nm. Joonis pärineb: Virus Taxonomy. Ninth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Editors: Andrew King, Elliot Lefkowitz, Michael J. Adams, Eric B. Carstens. eBook ISBN: 9780123846853. B) Virioni ehituse skeem.

			 

			Genoomi organisatsioon/struktuur

			Polüdnaviiruse genoomi defineerimine ei ole lihtne, sest virionis paiknev DNA ei sisalda kõiki viiruse elutsüklis osalevaid geene (Joonis 327). Ka sisaldab pakitud viiruse genoom palju kordusjärjestusi. Enamasti kodeerib iga braco- ja ichnoviiruste virionis olev DNA segment vähemalt ühte valku, samas kujutab suur osa pakitud genoomi mahust endast valke mittekodeerivat DNA-d.

			Virionis paiknev bracoviiruste genoom koosneb paljudest dsDNA rõngasmolekulidest pikkusega 2–40 kbp. Genoomi (haploidne) kogusuurus on erinevatel bracoviirustel 189–600 kbp, segmentide arv varieerub 6-st 30-ni. Bracoviiruste proviirused paiknevad parasitoidi genoomis valdavalt segmentide klastritena, siiski leidub ka üksikuna paiknevaid segmente. Virioni pakitavate segmentide/geenide evolutsiooniline päritolu on mitmekesine. Kui välja arvata kaks rekombinaasigeeni (vlf-1 ja int-1), mis mõlemad on beetanudiviiruste vastavate geenide homoloogid, ei sisalda virioni pakitud bracoviiruse genoom nudiviiruste geenidega sarnaseid geene. Viiruspartikli koostisesse kuuluvaid valke kodeeritakse parasitoidi genoomis asuvatelt geenidelt, millest paljud on klasterdunud (Joonis 327). Bracoviiruste korral on partiklit moodustavad struktuurivalgud selges suguluses beetanudiviiruste valkudega. Samuti on parasitoidi genoomis, aga mitte virioni pakitud bracoviiruse genoomis olemas beetanudiviiruste RNA polümeraasi ja transkriptsiooni initsiatsiooni faktoreid kodeerivate geenide homoloogid. Samas ei ole ei virioni pakitud genoomis ega parasitoidi genoomis viirusliku päritolu DNA polümeraasi kodeerivat geeni.

			Virionides asuv ichnoviiruste genoom koosneb sarnaselt bracoviiruste omaga paljudest dsDNA rõngasmolekulidest. Nende pikkus on 1,5–20 kbp; genoomi segmentide arv on väga suur, ulatudes 23-st kuni 105-ni. Pakitava genoomi (haploidne) kogupikkus on 240–300 kbp. Erinevalt bracoviirustest ei ole ichnoviiruste struktuursete ja virioni mittepakitavate geenide päritolu teada. Valdavalt moodustavad nad peremehe genoomis ühe klastri, mis pärineb kas seni kirjeldamata või praeguseks väljasurnud viiruselt. 

			Seega erinevad braco- ja ichnoviiruste genoomid suurel määral ja neil on erinev päritolu. Teatud funktsionaalseid sarnasusi siiski leidub. Näiteks puuduvad nii braco- kui ichnoviiruste struktuurivalke kodeerivates geenides intronid. Geenide tihedus viiruslikes klastrites on suur, samal ajal kui nende naabruses olevates parasitoidi genoomi regioonides on geenide ja geenide kodeerivate alade tihedus väike.

			 

			Polüdnaviiruste bioloogiline tsükkel.

			Braco- ja ichnoviiruste elutsükli (Joonis 330) kirjeldamist ei saa alustada viiruspartikli rakku sisenemisega: antud viirustel ei ole see elutsükli, vaid mitteproduktiivse kõrvalharu alguseks. Nii braco- kui ichnoviiruste DNA resideerub parasitoidi genoomis proviirusena ehk integreeritud kujul. Proviiruse DNA amplifikatsiooni koos genoomist väljalõikamise ja tsirkulariseerimisega võib kokku nimetada tinglikult viiruse DNA replikatsiooniks. See toimub ainult spetsiifilistes munasarjarakkudes (ingl wasp calyx cells) ja ainult kindlal ajal: replikatsioon algab valmiku nukust koorumise staadiumis ja saavutab maksimaalse aktiivsuse valmikustaadiumis. Viirusosakesed vabanevad ja akumuleeruvad munajuha luumenis. Kui parasitoid muneb munad liblikaliste rööviku kehasse, siis satuvad sinna ka polüdnaviiruse virionid (Joonis 330). 

			Milleks on see oluline? Selgub, et eelkõige on see oluline parasitoidile ja koos sellega muidugi ka temas sisalduvale polüdnaviirusele. On selge, et rööviku huvides on parasitoidi munad hävitada. Tüüpiliselt järgneb suure võõrkeha, näiteks parasitoidi muna rööviku kehasse sisestamisele selle „kapseldamine“ rööviku hematotsüütide poolt; sellega võib kaasneda melaniini tootmine ja ladestumine. Seega on rööviku immuunsüsteemi ülesandeks muna inaktiveerida (lämmatada). Sellele seisavadki vastu polüdnaviirused, olles üheks komponendiks, mis kaitseb parasitoidi rööviku immuunsüsteemi eest. Röövikus suudavad polüdnaviiruste virionid siseneda pea kõikidesse kudedesse, sealhulgas soolestiku- ja närvirakkudesse. Nakatatud rööviku rakkudes toimub polüdnaviiruste geenide ekspressioon. Polüdnaviiruste poolt ekspresseeritud valgud mõjutavad eelkõige rööviku kasvu, metabolismi ning endokriin- ja immuunsüsteemi. Selleks kasutatakse erinevaid mehhanisme ja nende kombinatsioone:

			-Rööviku hematotsüütide nakatamine toob sageli kaasa nende inaktiveerumise. Näiteks põhjustavad osa polüdnaviiruste ekspresseritud valgud hematotsüütide aktiin-tsütoskeleti lagundamist, mis vähendab nende rakkude liikuvust. Teiste polüdnaviiruste valgud võivad aga maha suruda hematotsüütide võimet seonduda sihtmärgiga (võõrkehaga). Tuleb ette ka hematotsüütide hävitamist apoptoosi indutseerimise teel. 

			-Polüdnaviirused võivad blokeerida melaniini moodustamist, takistades selleks vajaliku ensüümi (fenooloksüdaasi) tootmist.

			-Polüdnaviirused mõjutavad viirusevastaste peptiidide tootmist rööviku rakkude poolt.

			-Tootes peremehe signaalmolekulide (innexin) sarnaseid valke, mõjutavad polüdnaviirused rakkudevaheliste tiheliideste (ingl gap-junction) moodustamist. Selle tulemusena ei suuda rööviku rakud moodustada parasitoidimuna ümbritsevat kapslit. 

			Kõik see on polüdnaviiruse omanikule (parasitoidile) väga oluline. Ilma polüdnaviirusinfektsioonita parasitoidi munad tõenäoliselt kapselduksid ja vastsed hävitaks rööviku immuunsüsteem. Viiruse tekitatud immuunsupressioon ja rööviku metabolismi mõjutamine suurendab oluliselt võimalust, et parasitoidi munadest arenevad uued täiskasvanud putukad. Parasitoidi vastse arengustaadiumis säilib polüdnaviiruse DNA vaid proviirusena ning viiruse geeniekspressiooni ja genoomi replikatsiooni ei toimu. Viiruse DNA amplifikatsioon algab taas, kui putuka areng jõuab nii kaugele, et tekivad munasarjad (Joonis 330).
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			Joonis 330. Polüdnaviiruse bioloogiline tsükkel. Viiruse DNA replikatsioon ja virionide moodustumine toimub nukk-valmik-üleminekust kuni valmiku staadiumini, nagu on näidatud joonisel 327.

			 

			Polüdnaviiruste geeniekspressioon ja selle regulatsioon

			Polüdnaviiruste geeniekspressiooni peamine eripära seisneb selles, et viiruse geenid ei jagune ekspressiooni aja, vaid ekspressiooni koha järgi:

			-osa geene ekspresseeruvad ainult parasitoidi munasarjades;

			-teine osa geene ekspresseerub ainult parasitoidi peremehe (liblikarööviku) organismis; 

			-vaid vähesed geenid ekspresseeruvad mõlemas organismis. 

			Cis- ja trans-faktorid, mis tagavad viiruse geenide ekspressiooni sellise spetsiifika, ei ole veel tuntud. On teada, et bracoviirustel sõltub struktuurivalke kodeerivate geenide ekspressioon nudiviiruslikku päritolu RNA polümeraasi aktiivsusest. Tõenäoliselt tunneb see RNA polümeraas ära nende parasitoidi genoomis paiknevate geenide (Joonis 327) ees asuvad promootoripiirkonnad.

			 

			Viirusgenoomide replikatsioon

			Braco- ja ichnoviiruste genoomide replikatsioonis saab eristada mitut vormi:

			-ainsaks vormiks, mis tagab viiruse säilimise ja ülekandumise uuele omanike põlvkonnale, on tema replikatsioon (proviirusena) koos parasitoidi genoomiga, mis toimub omaniku rakkude paljunemisel. 

			-Enne virionide moodustamist toimub munasarja rakkudes viiruslike järjestuste amplifikatsioon ning nende kohaspetsiifiline väljalõikamine parasitoidi genoomist; sellele järgneb vabanenud DNA molekulide tsirkulariseerimine. Selline amplifikatsioon toimub raku DNA polümeraasi abil. Väljalõikamisel ja/või DNA-de tsirkulariseerimisel osaleb bracoviirustel ka kaks viiruse valku, mis mõlemad on kodeeritud virionidesse pakitavas DNA-s. Need valgud on int-1 ja vlf-1, mis töötavad ilmselt rekombinaasidena ja on, nagu ülal mainitud, beetanudiviiruste vastavate geenide homoloogid. 

			Samal ajal vabanenud proviiruse DNA-de replikatsiooniga toimub ka struktuurivalke kodeerivate geenide klastri amplifikatsioon. See meenutab oma mehhanismilt ja tekkivatelt vahevormidelt Drosophila koorioni geenide amplifikatsiooni ega vii pakitavate genoomide moodustamisele. Ilmselt on see vajalik hoopis nn vajaliku geenidoosi saavutamiseks: amplifitseeritud geenide pealt on võimalik sünteesida rohkem mRNA-d ja nendelt omakorda transleerida rohkem struktuurivalke.

			 

			Virionide kokkupanemine ja rakkudest vabanemine

			Polüdnaviiruste virionid moodustuvad emaste parasitoidide suguorganites. Virionidesse pakitakse ainult parasitoidi genoomist vabanenud ja amplifitseeritud dsDNA rõngasmolekulid. Erinevate genoomi segmentide suhe ei ole virionides ekvimolaarne, s.t et segmentide esindatus (nende koopiarv) on virionides erisugune. Siiski on teada, et ühel kindlal viirusel pakitakse virioni alati sama komplekt DNA molekule.

			Polüdnaviiruste virionid pannakse kokku parasitoidi genoomis asuvate struktuurivalke kodeerivate geenide poolt kodeeritud valkudest (Joonis 327). Virionide sisemine membraan assambleeritakse de novo parasitoidirakkude tuumades. Ichnoviiruste virionid punguvad läbi raku plasmamembraani, omandades täiendava (välimise) membraani. Bracoviiruste virionid vabanevad rakkude lüüsi teel; sellel põhjusel pole brachoviiruste virionidel ka välimist membraani. Nii ichno- kui bracoviiruste virionid kogunevad suures koguses parasitoidi munajuha luumenisse, kust nad sattuvad parasitoidi munemise käigus liblikalise röövikusse (Joonis 330). 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Mille poolest erinevad sugukonda Polydnaviridae kuuluvad viirused teistest viirustest?

			2.Mille poolest braco- ja ichnoviirused teineteisega sarnanevad ja mille poolest nad teineteisest erinevad?

			3.Millistest etappidest koosneb polüdnaviiruste infektsioonitsükkel?

		

	
		
			II.47. RETROVIIRUSED. SUGUKOND RETROVIRIDAE

			Eva Žusinaite, Radko Avi

			Kokkuvõte

			Retroviirused on suur ja mitmekesine grupp RNA-genoomiga viiruseid, mis replitseeruvad pöördtranskriptsiooni kasutades. Suur osa retroviiruseid on onkogeensed; kasvajate tekitamise mehhanismid on mitmekesised. Osa retroviiruseid on tsütopatogeensed. Onkogeensetest retroviirustest on meditsiiniliselt kõige olulisem HTLV-1, tsütopatogeensetest retroviirustest HIV-1. Retroviirusel on diploidne RNA-genoom, genoomsed RNA-d on positiivse polaarsusega (~7–13 kb) ning neil on 5’-cap-struktuuri ja 3’-polü(A) saba. Viiruse rakku sisenedes pöördtranskribeeritakse genoom kaheahelaliseks DNA-ks, mis integreerub peremeesraku kromosoomi. Integreeritud retroviiruse DNA (proviirus) teenib matriitsina viiruse mRNA-de ja uute genoomsete RNA-de sünteesiks. Genoomsed RNA-d pakitakse tsütoplasmas uuteks virionideks, mis punguvad plasmamembraanilt. Virionide lõpliku küpsemise käigus toimub struktuurivalkude eelvalgu protsessing, see leiab aset pungunud partikli sees. Seega on retroviiruste infektsioonitsüklil järgmised eripärad: geneetilise informatsiooni tagurpidikulg RNA-lt DNA-le, DNA integratsioon peremeesraku genoomi ning persistentse nakkuse tekitamine. 

			 

			Retroviirused on oma molekulaarbioloogia poolest kõige põhjalikumalt uuritud viirused üldse. Seda põhjusel, et nad pälvisid tähelepanu väga erinevates valdkondades.

			-Biokeemia ja biotehnoloogia: retroviiruste unikaalsed replikatsiooniensüümid, pöördtranskriptaas ja integraas on kasulikud tööriistad nukleiinhapete manipuleerimiseks.

			-Patogeensus: retroviirused on väga olulised inimese ja loomade patogeenid, neid on leitud praktiliselt kõigilt loomaliikidelt.

			-Evolutsioon: replikatsioonil moodustuva proviiruse insertsioon sugurakkude genoomi kujutab endast Mendeli märgist, mis tähistab mingit konkreetset ajahetke evolutsioonis. Selle märgise pärandumist järgnevatesse põlvkondadesse saab kasutada liikide evolutsiooni ja populatsioonide migratsiooni jälgimiseks.

			-Onkogenees: retroviiruste DNA integreerumine peremeesraku genoomi on oluline mutageenne faktor, mis võib viia raku onkogeenide aktiveerumisele või omistamisele viiruse poolt.

			-Geeniteraapia: tänu võimele integreeruda peremehe genoomi on retroviirused tähtsad potentsiaalsed geeniteraapia vektorid.

			Esimesed retroviirused avastati 20. sajandi alguses kanade neoplastiliste haiguste uurimisel.

			-1908. aastal avastasid Taani veterinaararstid Vilhelm Ellermann ja Oluf Bang kanade leukoosi viiruse. Praegu on selle viiruse nimetuseks lindude leukoosi viirus (Avian leukosis virus, ALV). 

			-1911. aastal tõestas Peyton Rous kanade sarkoomi tekitava agendi rakuvaba ülekannet ning see kasvajaid tekitav viirus sai nimeks Rous’i sarkoomi viirus (Rous sarcoma virus, RSV). 

			Järgnevate aastakümnete jooksul avastati kasvajaid põhjustavaid retroviiruseid hulgaliselt ka imetajatel. Aastal 1970 näitasid Baltimore ja Temin, et retroviiruse virionid sisaldavad RNA-st sõltuvat DNA polümeraasi. See ensüüm on tuntud ka nimetuste pöördtranskriptaas (ingl reverse transcriptase, RT) ja revertaas all. Baltimore ja Termin näitasid, et retroviiruste replikatsioon toimub läbi DNA vahevormi ehk proviiruse. See avastus lükkas ümber teooria, et geneetiline informatsioon kandub ainult DNA-lt RNA-le ning mitte kunagi vastupidi; selle avastuse tegijaile anti Nobeli auhind. Inimestel esinevate haigustega seostati retroviiruseid esmakordselt 1981. aastal, mil Robert Gallo juhitud uurimisgrupp isoleeris T-rakulist leukeemiat põdevalt patsiendilt inimese T-lümfotroopse viiruse (Human T-lymphotropic virus; HTLV). 

			Inimese immundefitsiidi viirus tüüp-I (human immunodeficiency virus type I, HIV-1) avastamise lugu sai alguse 1970-ndate aastate lõpus ja 1980-ndate aastate alguses, mil suur hulk homoseksuaale, heroiini kuritarvitajad ning hemofiiliapatsiente suri ootamatult tavaliselt kergelt kulgevate oportunistlike infektsioonide tagajärjel. Uut haigust hakati nimetama omandatud immuunpuudlikkuse sündroomiks (ingl acquired immunodeficiency syndrome¸ AIDS). AIDS-i põhjustav HIV-1 isoleeriti 1983. aastal peaaegu samal ajal Montagnier’ juhitud uurimisrühma ning Gallo juhitud uurimisrühma poolt. HIV-2, mis on HIV-1 lähedane sugulane, isoleeriti mõni aeg hiljem Lääne-Aafrikas. Praeguseks on selgunud, et HIV-1 on levinud inimesele Kesk-Aafrikas elavatelt šimpansidelt (Pan troglodytes). Ilmselt toimus see 20. sajandi alguses toiduks kasutatud ahviliha kaudu. Vanim inimkudedest isoleeritud HIV-1 proov pärineb aastast 1959 ning on leitud Kongost. HIV-1 vastu vaktsiini pole, kuid on efektiivsed ravimid, mille toimemehhanisme on kirjeldatud õpiku üldosas (ptk I.7, Tabel I.7.1) ja mille kasutamist on kirjeldatud õpiku osas „Meditsiiniline viroloogia“.

			 

			Süstemaatika

			Praeguse (2020. a) süstemaatika järgi kuulub sugukond Retroviridae koos sugukondadega Caulimoviridae, Pseudoviridae, Metaviridae ja Belpaoviridae seltsi Ortervirales (klass Revtraviricetes, hõimkond Artverviricota, riik Pararnavirae, valdkond Riboviria). Sugukonda Retroviridae kuuluvatel viirustel on järgmised ühisjooned.

			-Ümbrisega sfäärilised virionid, mille diameeter on 80–100 nm; virioni kapsiidi on koos RNA-genoomiga pakitud ka ensüümid: proteaas, pöördtranskriptaas ja integraas.

			-Diploidne positiivse polaarsusega RNA-genoom. Genoomse RNA pikkus on 7–13 kb ja selle 5’-otsas on cap-struktuur ning 3’-otsas polü(A)saba. Geenide paiknemise järjekord genoomis on kõikidel retroviirustel alati ühesugune: gag-pro-pol-env.

			-Replikatsioonitsükkel kulgeb dsDNA proviiruse sünteesiga ning selle integreerumisega peremeesraku genoomi.

			Ajalooliselt klassifitseeriti retroviiruseid sõltuvalt viiruse nukleokapsiidi kujust ja selle asetusest virionis A-, B-, C- ja D-tüübiks. Praeguse klassifikatsiooni järgi jagatakse retroviiruseid kaheks alamsugukonnaks – Orthoretrovirinae ja Spumaretrovirinae. Alamsugukonda Spumaretrovirinae kuulub viis viiruste perekonda kokku u 20 tunnustatud viiruste liigiga. Alamsugukonda Orthoretrovirinae kuulub kuus viiruste perekonda: alfa-, beeta-, gamma-, delta- ja epsilonretroviirused ning lentiviirused; kokku on tunnustatud viiruste liike umbes 50. Alfa-, beeta- ja gammaretroviiruste genoomid sisaldavad vaid kõikidele retroviirustele omaseid geene gag, pro, pol ja env, mistõttu neid viiruseid nimetatakse ka lihtsateks retroviirusteks. Delta-, epsilonretroviiruste ja lentiviiruste ning Spumaretrovirinae esindajate genoomid kodeerivad lisaks kogu sugukonnas konserveerunud struktuurivalkudele ka väikesi regulatoorseid valke. Seetõttu nimetatakse neid viiruseid ka keerulisteks retroviirusteks. Retroviiruste peamiste gruppide omadused ja põhilised esindajad on esitatud Tabelis II.47.1.

			 

			Tabel II.47.1 Retroviiruste gruppide peamised omadused ja esindajad

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Retroviiruste perekond või alamsugukond

						
							
							Omadused

						
							
							Esindajad

						
					

				
				
					
							
							Perekond

							Alpharetrovirus

						
							
							Lindude ekso- ja endogeensed retroviirused.

							Genoom kodeerib ainult struktuurivalke. Pro on kodeeritud gag’iga samas lugemisraamis. cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-Trp. Kannavad sageli rakulist päritolu onkogeene.

						
							
							Rous sarcoma virus (RSV)

							Avian leukosis and sarcoma virus (ALSV) 

						
					

					
							
							Perekond

							Betaretrovirus

						
							
							Hiirte, primaatide ja lammaste ekso- ja endogeensed retroviirused.

							Genoom kodeerib struktuurivalke. Gag, pro ja pol on erinevates lugemisraamides. MMTV kodeerib veel sag-valku (superantigeen). cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-Lys. Rakulist päritolu onkogeene ei kanna.

						
							
							Mouse mammary tumor virus (MMTV)

							Mason-Pfizer monkey virus (MPMV)

						
					

					
							
							Perekond

							Gammaretrovirus

						
							
							Suurim retroviiruste perekond; imetajate, lindude ja roomajate ekso- ja endogeensed retroviirused. Genoom kodeerib ainult struktuurivalke. Gag, pro ja pol on samas lugemisraamis. cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-Pro või tRNA-Glu. Sageli kannavad rakulist päritolu onkogeene.

						
							
							Murine leukemia virus (MuLV)

							Feline leukemia virus (FeLV)

							Gibbon ape leukemia virus (GALV)

						
					

					
							
							Perekond

							Deltaretrovirus

						
							
							Keerulised retroviirused, põhjustavad inimestel T-rakulist lümfoomi ja veistel leukeemiat. Gag, pro ja pol kodeeritakse erinevates lugemisraamides. Lisaks kodeerib genoom veel regulatoorseid valke (sealhulgas rex ja tax), mis ekspresseeritakse alternatiivse splaisingu kaudu. HTLV genoom kodeerib antisensses orientatsioonis onkovalku HBZ. cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-Pro.

						
							
							Human T-lymphotropic virus-1 (HTLV-1)*

							Human T-lymphotropic virus-2 (HTLV-2)*

							Bovine leukemia virus (BLV) 

						
					

					
							
							Perekond

							Epsilonretrovirus

						
							
							Kalade ja roomajate keerulised retroviirused. Gag, pro ja pol on samas lugemisraamis. Genoomid sisaldavad lisaks struktuurivalkude lugemisraamidele veel kolme lugemisraami ORFA, B ja C. ORFA valk on tsükliin D homoloog ja võib osaleda rakutsükli reguleerimises. cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-His või Arg.

						
							
							Walleye dermal sarcoma virus (WDSV)

						
					

					
							
							Perekond

							Lentiretrovirus

						
							
							Keerulised, unikaalse virioni morfoloogiaga (core omab koonilist kuju) retroviirused. Nakkused on seotud immuunsüsteemi häiretega ja närvisüsteemi patoloogiaga. Gag on ühes lugemisraamis ja pro-pol teises. Lisaks kodeerib nende genoom mitmeid abivalke: HIV-1 puhul on need vif, vpr, vpu, tat, rev, ja nef. Abivalgud osalevad viiruse geenide transkriptsiooni, mRNA protsessingu, virionide assambleerumise ning peremeesraku geenide ekspressiooni kontrollil. cDNA sünteesil on negatiivse ahela praimeriks tRNA-Lys.

						
							
							Human immuno-deficiency virus 1 (HIV-1)

							Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)

							Visna-maedi virus (VMV)

							Feline immuno-deficiency virus (FIV)

						
					

					
							
							Alamsugukond Spumaretrovirinea

						
							
							Keerulised eksogeensed retroviirused, mis nakatavad imetajaid, kuid teadaolevalt haigusi ei põhjusta. Põhjustavad nakatatud raku tsütoplasma vakuoliseerumist (ingl foaming).

							Lisaks struktuurivalke kodeerivatele geenidele sisaldavad spumaviiruste genoomid veel vähemalt kahte geeni: tas/bel-1 (transkriptsiooni aktivaator) ja bet. Spumaviiruste unikaalseteks omadusteks on Pol-valgu ekspresseerimine alternatiivselt splaisitud mRNA kaudu ja suure hulga pöördtranskribeeritud DNA sisaldus virioni sees.

						
							
							Simian foamy virus (SFV)**

							Human foamy virus (HFV)**

						
					

				
			

			* Liiginimed vastavalt Primate T-lymphotropic virus 1 ja Primate T-lymphotropic virus 2.

			** Ajaloolised nimetused, kuuluvad liikide Eastern chimpanzee simian foamy virus, Central cimpanzee simian foamy virus, Western chimpanzee simian foamy virus alla.

			 

			Genoomne organisatsioon ja viiruste kodeeritud valgud

			Retroviiruste genoom on diploidne: selle moodustavad kaks üldjuhul identset 7–13 kb pikkusega positiivse polaarsusega RNA molekuli, mis moodustavad viiruspartiklis dimeeri. RNA-d seonduvad teineteisega tänu nende 5’-otstes paiknevate komplementaarsete regioonide interaktsioonile. DLS-regiooni (ingl dimer linkage structure) läheduses paiknevad ka praimerit siduv ala (ingl primer binding site, PBS) ja RNA pakkimissignaal. Retroviiruste genoomne RNA sünteesitakse raku RNA polümeraas II poolt ning meenutab seetõttu normaalset mRNA-d: 5’-ots on kaitstud cap-struktuuriga, RNA-d metüleeritakse posttranskriptsiooniliselt ning sellel on 3’-otsas umbes 200 b pikkune polü(A) saba.

			Genoomsele RNA-le on seondunud rakus pärinev tRNA (Tabel II.47.1). Selle 3’-otsas asuvad 18 nukleotiidi on komplementaarsed ülal mainitud PBS-alaga. See tRNA toimib pöördtranskriptsioonil negatiivse DNA sünteesi praimerina. 

			Retroviiruste genoom sisaldab hulgaliselt replikatsiooniks ja geenide ekspressiooniks vajalikke cis-järjestusi. Enamus neist asuvad genoomi 5’- ja 3’-mittekodeerivates alades. Allpool on toodud nende regioonide nimekiri (5’ → 3’ suunas) ja funktsioonide kirjeldused (Joonis 331).

			-R-järjestus – otsene terminaalne korduvjärjestus (ingl repeat, R) pikkusega 12–235 b;

			-U5-järjestus (ingl unique 5’ sequence) – esimene pöördtanskriptaasi poolt kopeeritav regioon, sisaldab ühte saiti proviiruse integreerumiseks (att sait).

			-PBS – 18 b pikkune järjestus, millele seondub rakus pärinev tRNA praimer.

			-Liider-regioon, mis sisaldab splaissingu doonorsaiti. Enamikul retroviirustel ongi üksainus genoomi 5’-otsa lähedal asuv splaissingu doonorsait, mida kasutatakse kõikide splaissitud mRNA transkriptide jaoks. Splaissingu doonorsaidist allavoolu paikneb genoomi pakkimissignaal (Ψ). Tänu nende järjestuste sellisele lokalisatsioonile pakitakse virionidesse vaid täispikad (splaissimata) RNA genoomid.

			-Sisemised cis-signaalid, mis asuvad kodeeriva osa sees, on subgenoomsete mRNA-de splaissingu aktseptorsaidid. Lentiviiruste ja HTLV puhul sisalduvad sisemises regioonis veel ka teised regulatoorsed järjestused.

			-Polüpuriinijärjestus (ingl polypurine tract, PPT) koosneb vähemalt üheksast järjestikusest A- ja G-jäägist ning kujutab endast DNA positiivse ahela sünteesi initsiatsiooni kohta.

			-U3-järjestus (ingl unique 3’ sequence) sisaldab teist att-saiti ning mitmeid viiruse geeniekspressiooni jaoks vajalike cis-järjestusi, sealhulgas enhanser ja promooter, mõnedel retroviirustel ka polüadenüülimissignaal.

			-R-järjestus on genoomi 5’-otsas asuva R-järjestuse koopia, sisaldab enamasti polüadenüülimissignaali.
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			Joonis 331. Retroviiruste genoomi organisatsioon. 5’→3’ suunas: CAP – cap-struktuur, R – otsene terminaalne korduvjärjestus, U5 – järjestus, PBS – praimerit siduv järjestus, Ψ – pakkimissignaal, gag-pol-env – kodeerivad järjestused, PPT – polüpuriinjärjestus, U3 – järjestus, R – otsene terminaalne korduvjärjestus, (A)N – polü(A)-saba. Joonis ei jälgi mõõtkava!

			 

			Retroviiruste genoomi kodeerivad alad sisaldavad alati kolme peamist geeni: gag, pol, env (Joonis 332). Kõikidele retroviirustele sünteesitakse neile vastavad valgud algselt mitte-funktsionaalsete liitvalkude kujul. Valkude küpsemiseks on vajalik nende proteolüütiline lõikamine, mida viivad läbi nii viiruse enda poolt kodeeritud proteaas kui ka peremeesraku proteaasid.

			-Gag (ingl group-specific antigens) kodeerib viiruse kapsiidi koostisesse kuuluvaid valke. Need transleeritakse alati täispikalt (genoomselt) mRNA-lt liitvalgu kujul. Algne liitvalk protsessitakse kuni viieks valmis valguks, millest kolm on kõigil retroviirustel ühised: MA – maatriksivalk, CA – kapsiidivalk, NC – nukleokapsiidivalk.

			-Pol (polümeraas) kodeerib proteaasi (PR), pöördtranskriptaasi (RT) ja integraasi (IN). PR transleeritakse ribosomaalse raaminihke või terminaatori supressiooni abil kui osa suurest liitvalgust, mille N-otsas asub gag; seetõttu esineb PR vaid vähestes viiruse liitvalkudes. PR-i funktsiooniks on gag-pro-pol-liitvalgu lõikamine valmisvalkudeks. Ka RT transleeritakse raaminihke või terminaatori supressioonimehhanismi abil gag-pro-pol liitvalgu osana. Lihtsatel retroviirustel kattub Pol-geeni 3’-ots enamasti env-geeni 5’-otsaga. Kõikidel retroviirustel kodeerib see regioon intergaasi.

			-Env (envelope) kodeerib ümbrise glükovalke. Need transleeritakse splaissitud subgenoomselt mRNA-lt eelvalguna, mis lõigatakse kaheks valmisvalguks: pinnavalk SU, mis on viiruse antiretseptor ja neutraliseerivate antikehade peamine sihtmärk ning transmembraanne valk TM, mis on viiruse fusioonivalk. 

			Retroviiruste grupi-spetsiifilised geenid on vaid keerulistel retroviirustel ja need kodeerivad väikeseid regulatoorseid lisavalke (ingl accessory proteins). Neid valke kodeerivad järjestused asuvad kas pol- ja env-geenide vahel, kattuvad env-geeniga või asuvad U3 regioonis. Kõige rohkem – üheksa – on lisavalke lentiviirustel. Siiski ei esine need kõik koos, vaid on erinevate lentiviiruste puhul erisugused. HIV-1 kodeerib näiteks järgmisi lisavalke (Joonis 332): 

			-tat-valk (ingl transactivator of transcription) – trans-aktivaator, mis stimuleerib transkriptsiooni LTR (ingl long terminal repeat) regioonis asuvalt promooterilt;

			-rev-valk (ingl regulator of expression of virion proteins) reguleerib viiruse mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse; rev-lugemisraam kattub tat-raamiga ja mõlemad valgud transleeritakse samalt mRNA-lt;

			-nef-valgu (ingl negative regulatory factor) lugemisraam asub U3 regioonis ning kodeerib müristüleeritud valku, millel on mitmeid funktsioone. Kõik nad on seotud HIV-i ja peremeesorganismi immuunsüsteemi vaheliste interaktsioonidega. Näiteks vähendab nef-valk MHC-I molekulide esindatust raku pinnal, eemaldades sealt tsütotoksiliste lümfotsüütide märklaudu. Rakukultuuris on nef-valgul viiruse kasvu pidurdav toime, sellest tuleneb ka tema nimetus. Samas on organismi tasemel see valk viirusele ellujäämiseks vajalik. 

			-vif-valgu (ingl viral infectivity factor) lugemisraam kattub pol-lugemisraamiga. Vif-valk osaleb virionide moodustamisel ning pakitakse virionidesse. Selle käigus interakteerub vif peremeesraku APOBEC3G-valguga (DNA tsütidiini deaminaas), blokeerides viimase viirusvastast toimet ja suurendades selle kaudu HIV-virionide infektsioonilisust.

			-vpu-valk (ingl virion protein U) ekspresseerub env mRNA-lt, kuid tema lugemisraam on env omaga võrreldes teises faasis. Vpu-valk ei ole küll viirusele absoluutselt vajalik, kuid osaleb env geeni ekspressiooni reguleerimises, millega soodustab virionide pungumist rakumembraanilt.

			-vpr-valku (ingl viral protein R) leidub suurel hulgal virioni sees; sinna pakitakse seda tänu interaktsioonile gag-regiooni sisaldava liitvalguga. Vpr osaleb tsütoplasmas sünteesitud viiruse cDNA transportimisel rakutuuma ning rakutsükli arestil G2-faasis, inhibeerides raku Cdc25 fosfataasi.
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			Joonis 332. HIV-1 genoomi (näidatud proviiruse kujul) organisatsioon ja selle poolt kodeeritud valgud. p51 – pöördtranskriptaasi väiksem (mitte aktiivne) allühik, muude valkude nimetused ja seletused on toodud tekstis. Tat- ja Rev-valkude lugemisraamid moodustuvad splaissinguga, mille käigus eemaldatakse murdjoontega tähistatud regioon (intron).

			 

			Beetaretroviiruste (MMTV) genoomid sisaldavad U3-järjestuses sag-valku (ingl superantigen) kodeerivat lugemisraami. See kodeerib membraanset glükovalku, mis on vajalik viirusnakkuse toimumiseks in vivo. Vastsündinud hiire organismis aktiveerib sag soole T-lümfotsüüte, see omakorda soodustab viiruse sihtmärkrakkude (B-lümfotsüütide) nakatamist.

			Deltaretroviirustel asub env ja U3-regioonide vahel pikk X-regioon, mis sisaldab kahte lugemisraami. Need raamid kodeerivad:

			-tax-valku mis on trans-aktivaator. See valk aktiveerib tugevalt geenide transkriptsiooni HTLV LTR-ilt ja on seega funktsionaalselt analoogne HIV-1 tat-valguga;

			-rex-valku mis on regulatoorne valk. See on vajalik täispika ja env mRNA transpordiks rakutuumast tsütoplasmasse.

			Üllataval kombel sisaldab HTLV proviirus lugemisraami ka negatiivses ahelas. See kodeerib HBZ-valku (ingl HTLV-1 bZIP factor). HBZ on ainus HTLV-1 valk, mis ekspresseerub HTLV põhjustatud kasvaja (ingl adult T-cell leukemia; ATL) rakkudes ja kujutab endast kasvajat põhjustavat onkovalku. HBZ reguleerib viiruse geeniekspressiooni mõjutades 5’-LTR-is asuvat promooterit ja signaalülekannete vahendusel ka raku geeniekspressiooni. 

			Epsilonretroviirused kodeerivad kuni kolme abivalku. Nendest olulisim on ORFA kodeeritud tsükliin D homoloog, mis mõjutab rakutsüklit; ORFB ja ORFC translatsiooniproduktide funktsioonid pole teada.

			Spumaviiruste genoomid sisaldavad env ja U3-järjestuste vahel mitut üksteisega kattuvat lugemisraami: bel1 (sünonüüm: tas) kodeerib HTLV tax-valguga analoogset trans-aktivaatorit; bet, bel2 ja bel3 produktide funktsioonid on teadmata. 

			 

			Retroviiruste virion

			Retroviirustel on sfäärilised, glükovalke sisaldavad ümbrisega, 80–100-nm diameetriga virionid (Joonis 333). Virioni ümbris pärineb peremeesraku plasmamembraanist. Virionis asub nukleokapsiid, mis on kujult enamasti mitteperfektne ikosaeeder; lentiviirustel aga koonusekujuline struktuur (Joonis 333), Nukleokapsiid sisaldab kahte koopiat genoomset RNA-d ja tRNA-d. Gag-valgu protsessingu lõpp-produktid on esindatud virionis ekvimolaarsetes kogustes, iga valku on 1500–2000 koopiat partikli kohta.

			-MA (maatriksivalk) on N-otsast müristüleeritud, asub virioni ümbrise siseküljel ning interakteerub TM-valguga. MA-valgul on oluline roll nukleokapsiidi moodustumisel;

			-CA (kapsiidivalk) on hüdrofoobne valk, mis moodustab core-struktuuri kesta;

			-NC (nukleokapsiidivalk) on aluseliste omadustega valk, mis seob genoomset RNA-d.

			Alfa-, beeta- ja gammaretroviiruste gag-valgud sisaldavad MA- ja CA-regioonide vahel vähe konserveerunud domeene (vastavalt 10, 24 ja 12 kDa). Virionis asuvad neile vastavad valgud core kestast väljaspool ning nende täpsed funktsioonid on teadmata. Lentiviirused kodeerivad lisaks MA-, CA- ja NC- valkudele ka p6-valku, mis on oluline virioni pungumisel rakust.
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			Joonis 333. Retroviiruse virionid elektronmikroskoobis ja nende ehituse skeem HIV-1 näitel. Retroviirustel on sfääriline virion, kapsiid on HIV-l-l koonusekujuline. Kapsiidi on pakitud kaks identset genoomse RNA koopiat ja viiruse ensüümid – proteaas, pöördtranskriptaas, integraas. Virioni lipiidse ümbrise pinnal on eksponeeritud retroviiruse glükovalgud. Virioni kuulub ka peremeesrakust pärinevaid valke (ICAM-1). Foto paneelil A: Hans R. Gelderblom (https://www.rki.de/EN/Content/infections/Diagnostics/NatRefCentresConsultantLab/CONSULAB/EM-images/EM_Tab_HIVAIDS_en.html)

			 

			Lisaks virioni struktuuri moodustavatele valkudele sisaldavad retroviiruse virionid ka ensüüme. Pöördtranskriptaas (RT) on kodeeritud pol-geeni poolt; virionis leidub seda valku umbes 100–200 koopiat. Pöördtranskriptaasil on kolm ensümaatilist aktiivsust:

			-RNA-st sõltuv DNA polümeraasne aktiivsus;

			-DNA-st sõltuv DNA polümeraasne aktiivsus; 

			-Ribonukleaas H (RNaasH) aktiivsus, mis lagundab DNA/RNA hübriidis RNA-ahelat.

			RNaasH aktiivsuse eest vastutab pöördtranskriptaasi C-terminaalne domeen, polümeraasse aktiivsuse aga valgu N-terminaalne osa. 

			Funktsionaalne pöördtranskriptaas moodustub erinevatel retroviirustel erisugusel moel. Näiteks on HIV-i pöördtranskriptaas heterodimeer, mis koosneb täispikast (p66) ja RNaasH-domeeni mitteomavast (p51) väiksemast allühikust (Joonis 21). p51 allühik ei ole ensümaatiliselt aktiivne ning tema funktsiooniks on arvatavasti RNA/DNA molekuli õige positsioneerimine RNaasH aktiivtsentri suhtes. Katalüütiliseks allühikuks on p66, mis sisaldab 5 subdomeeni: „pöidlal“, „sõrmedel“ ja „peopesal“ on kokku polümeraasne aktiivsus, lisaks on valgus veel ühendusdomeen ja RNaasH domeen. Ruumilise struktuuri poolest sarnaneb lentiviiruse pöördtranskriptaas nii RNA-viiruste RdRp-dega (nt HCV, faag ϕ6), DdDp-dega (Klenow’ polümeraas, imetajate DNA polümeraas β), kui ka DdRp-dega (faag T7). Retroviiruse pöördtranskriptaas on üsna aeglane ensüüm, mis sünteesib DNA-d kiirusega 1–100 alust sekundis. Pöördtranskriptaasil puudub proofreading aktiivsus, mistõttu sünteesi käigus tekkiva vea tõenäosus on suur, keskmiselt tekib ~10-4 viga nukleotiidi kohta.

			Integraas (IN) on pol-geeni produkti C-terminaalne osa (Joonis 332). Enamikul retroviirustel vabaneb see pöördtranskriptaasi küljest protsessingu käigus. Integraas on vajalik sünteesitud DNA integreerumiseks peremehe genoomi. Selleks on ensüümil kaks aktiivsust: DNA katkilõikamine ja DNA-ahela ülekandmine. Struktuurselt koosneb integraas kolmest domeenist: tsinksõrmede, katalüütiline core- ja vähe konserveerunud C-terminaalne domeen. Funktsionaalselt aktiivne integraas kujutab endast tetrameeri.

			Proteaas (PR) on retroviiruse aspartüülproteinaas, mis vastutab gag-pol-liitvalgu lõikamise eest. Kui tavaliselt on aspartüülproteaasid kahe aktiivtsentriga monomeerid, siis retroviiruse proteaasil on üks aktiivtsenter ja valk on aktiivne dimeeri kujul. Ilmselt on see ebatavaline struktuur vajalik vältimaks proteaasi aktiveerumist enne virioni moodustumist.

			Desoksü-uridiin-trifosfataas (DU) on vaid osal retroviirustel. See on proteaasisarnane domeen, mis paikneb enamikul lentiviirustel (peale HIV ja SIV) pöördtranskriptaasi ja integraasi vahel ning beeta- ja deltaretroviirustel gag-valgus. Arvatavasti on tema funktsiooniks vältida dUTP lülitamist sünteesitavasse cDNA-sse. See valk pole viirusele absoluutselt vajalik.

			Virioni ümbris pärineb peremeesraku plasmamembraanist. Ümbrises leidub enamikul retroviirustel u 1200 env-valguproduktide koopiat. Erandiks on lentiviirused, mille puhul on env-valkude koopiaid tunduvalt vähem, vaid 30 koopiat virioni kohta. Env-valgu lõikamine valmisvalkudeks toimub raku furiinproteaasi abil ning selle lõpp-produktid on järgmised.

			-SU- (ingl surface unit) valk, mis on env N-terminaalne (suurem) produkt. SU on retroviiruse antiretseptor ja peamine antigeen. Valk on tugevalt glükosüülitud, mis aitab viirusel peita valgu olulisi epitoope neutraliseerivate antikehade eest.

			-TM (ingl transmembrane) vastab env C-terminaalsele osale. TM on glükosüülitud ning moodustab osal retroviirustel membraanis tri- ja tetrameere. TM-valk on viiruse fusioonivalk ja sellel on kolm domeeni. Välimine domeen interakteerub SU-valguga ja on sellega disulfiidsidemete abil seotud. Hüdrofoobne domeen läbib membraane ja tsütoplasmaatiline domeen interakteerub virioni moodustumisel kapsiidivalkudega.

			 

			Retroviiruste infektsioonitsükkel

			Retroviiruste infektsioonitsüklis eristatakse kahte faasi, mida eraldab teineteisest viiruse jaoks oluline sündmus – pöördtranskriptsiooni käigus sünteesitud komplementaarse DNA (ingl complementary DNA, cDNA) integreerumine peremeesraku genoomi. I faasis osalevad viiruse enda kodeeritud ja virionis paiknevad ensüümid, II faasis on olulised peamiselt peremeesraku ensüümid. Retroviiruste infektsioonitsükkel HIV-i näitel on skemaatiliselt esitatud joonisel 334. 

			Sisenemine rakku algab retseptor/antiretseptor-interaktsioonist. Retroviiruste antiretseptoriks on alati SU glükovalk. Enamik retroviiruseid kasutavad rakku sisenemiseks ühteainsat retseptorit. Paljude retroviiruste retseptorid on teada.

			-Alfaretroviirused kasutavad membraaniseoselist glükovalku Tva, mis sarnaneb madala tihedusega lipoproteiini retseptoriga LDLR, CAR1-retseptorit, mis sarnaneb TNF-i ja Fas-i „surma“-retseptoritega, ja CAR1-ga sarnast Tve molekuli.

			-Beetaretroviirused kasutavad transferiiniretseptorit Tfr1 ja naatriumist sõltuvat neutraalsete aminohapete transporterit Bo.

			-Gammaretroviiruste sisenemisretseptoritena on identifitseeritud aluseliste aminohapete transpordis osalev mCAT-1, GLVR1 (mis on ka GALV ja FeLV retseptor), GLVR2, Rmc1 geeni valk (arvatavasti G-valkudega seotud retseptor) ja teisi raku pinnavalke.
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			Joonis 334. Retroviiruste infektsioonitsükkel. Virioni seondumisele järgneb nukleokapsiidi sisenemine tsütoplasmasse. Nukleokapsiidi sees toimub pöördtranskriptsioon ning moodustub RNA genoomi cDNA koopia, mis transporditakse preintegratsioonikompleksi koosseisus rakutuuma. Viiruse integraas liidab proviiruse DNA peremeesraku genoomi. Integreerunud proviiruselt toimub viiruse splaissitud ja täispikkade mRNA-de süntees, need käivitavad valkude translatsiooni. Uuesti sünteesitud genoomsed RNA-d pakitakse virionidesse, mis punguvad plasmamembraanilt. Virionide küpsevad lõplikult juba pungunud partiklite sees paiknevate viiruse liitvalkude protsessimise kaudu.

			 

			Lentiviirused vajavad rakule seondumiseks ka abiretseptoreid. Nii on HIV-1 põhiretseptoriks CD4, mis kuulub immunoglobuliinide supersugukonda ning on T-helper- lümfotsüütide markervalguks. CD4 loomulikuks funktsiooniks on interaktsioon antigeene presenteerivate rakkude pinnal olevate MHC-II kompleksidega ja seda ekspresseeritakse lümfotsüütide, dendriitrakkude, makrofaagide ja astrotsüütide pinnal. Erinevad HIV-1 tüved kasutavad erinevaid abiretseptoreid; nendeks on kas CCR5 (β-kemokiini retseptor) või CXCR4 (α-kemokiini retseptor). 

			SU-valgu ja raku retseptori(te) interaktsioonile järgneb virioni ja peremeesraku membraanide liitumine; see toimub kas vahetult plasmamembraanil (HIV; Joonis 8) või happelise pH juures endosoomides (enamik retroviiruseid, näiteks MuLV). Membraanide liitumiseks on oluline TM-valgu N-terminaalne hüdrofoobne fusiooniregioon (ingl fusion domain). Membraanide liitumise tulemusena siseneb raku tsütoplasmasse retroviiruse kapsiid, kuhu kuuluvad RNA genoom ja kapsiidi pakitud ensüümid (Joonis 334).

			Nakatatud rakus on esimeseks viirusespetsiifiliseks sündmuseks pöördtranskriptsioon, mis leiab aset 4–8 tundi pärast raku nakatamist. See toimub lahtipakkimata kapsiidi sees ja ühe cDNA molekuli sünteesil osaleb mitu RT molekuli. cDNA sünteesis eristatakse kahte faasi: negatiivse ja positiivse DNA-ahela sünteesi (Joonis 335).

			1.Negatiivse DNA-ahela süntees toimub järgmiselt.

			-DNA sünteesi praimeriks on genoomi PBS-alale seondunud tRNA molekul. Pöördtranskriptaas alustab negatiivse ahela sünteesi, mis kulgeb kuni RNA 5’-otsani. Et matriits lõpeb, moodustub nn „minus strong stop DNA“, mis kujutab endast PBS, U5 ja R järjestustele komplementaarset cDNA-d ning sisaldab oma 5’-otsas tRNA praimerit.

			-RNaasH degradeerib moodustunud RNA/DNA dupleksis RNA-ahela; see toimub paralleelselt cDNA sünteesiga. Piki RNA molekuli mõõdetuna paiknevad pöördtranskriptaasi polümeraasi ja RNaasH aktiivtsentrid teineteisest 18 b kaugusel ja seetõttu pikki DNA/RNA-duplekseid ei moodustu.
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			Joonis 335. Retroviiruste pöördtranskriptsiooni skeem. Roheline joon tähistab RNA-d, must joon DNA-d. Väikeste tähtedega on tähistatud RNA-s paiknevad replikatsiooni cis-elemendid, nende koopiad DNA-s on tähistatud suurte tähtedega. Muud skeemi seletused on toodud tekstis.

			 

			Toimub esimene ahelate ümberlülitus – „minus strong stop DNA“ koos RT-ga kantakse üle genoomse RNA matriitsi 3’-otsa. See on võimalik tänu sellele, et „minus strong stop DNA“ paardub oma R-järjestusele komplementaarse ala kaudu genoomi 3’-otsas asuva R-järjestusega (Joonis 335).

			-cDNA negatiivse ahela süntees jätkub kuni genoomse RNA otsani. Ka selles etapis degradeerib RNaasH sünteesi käigus moodustunud RNA/DNA dupleksis RNA ahela. Sellest reeglist on üks või kaks erandit: kohas (või kohtades), kus paikneb PPT, RNA-d ei degradeerita. Tulemuseks on negatiivne DNA- ahel järgmise struktuuriga: 3’-PBS-gag-pol-env-PPT-U3-R-U5-(tRNA)-5’ (Joonis 335). Kirjeldatud protsessi tulemusena moodustub üks pikk kordusjärjestus (ingl long terminal repeat, LTR) struktuuriga U3-R-U5. 

			cDNA sünteesi ajal toimuvad tihti seiskumised. Sageli leiab aset sünteesitava DNA-ahela ülekanne teisele genoomse RNA molekulile ja sünteesi käigus tekkinud vigade parandamine rekombinatsiooni teel.

			2.Positiivse DNA-ahela sünteesi praimeriks on genoomse RNA jäänuk (või jäänukid) – PPT –, mis on paardunud vastsünteesitud negatiivse cDNA-ahelaga. Positiivse DNA- ahela süntees kulgeb negatiivse DNA-ahela lõpuni (5’-otsani) ja sealt edasi tRNA praimeri sisse. tRNA-st kopeeritakse cDNA-ks täpselt 18 nukleotiidi (PBS-järjestus), misjärel süntees katkeb ning moodustub nn „plus strong stop DNA“. 

			-Sünteesi jätkamiseks toimub teine ahelate ümberlülitus. Seda võimaldab positiivses ahelas paikneva PBS-i järjestuse ja negatiivses ahelas asuva temale komplementaarse järjestuse paardumine. Selle ülekande tulemusena osaliselt üheahelaline DNA matriits tsirkulariseerub (Joonis 335).

			-DNA süntees jätkub nii positiivset kui ka negatiivset ahelat pidi matriitsi lõpuni. Selle tulemusena moodustub kahe LTR-järjestusega lineaarne DNA (Joonis 335).

			Nagu mainitud, on pöördtranskriptaas väga aldis vigu tegema: iga genoomi replikatsiooni tsükli kohta tehakse keskmiselt 1–10 viga. Selline paljunemisviis võimaldab HIV-il ja teistel retroviirustel väga kiiresti muteeruda; seetõttu tekkib peremeesorganismis lühikese ajaga palju üksteisest natuke erinevaid viirusevariante ehk kvaasiliike (ingl quasispecies). HIV-nakkuse puhul on sellel omadusel oluline mõju viiruse põhjustatud patogeneesile: kiire muteerumine on peamine mehhanism, mis võimaldab viirusel põgeneda nii immuunvastuse eest kui ka tekitada ravimiresistentseid variante. Eriti kiiresti muutub viiruse ümbrises olev env-valk, mis on peamiseks neutraliseerivate antikehade märklauaks. Nagu ka gripiviiruse HA-valgu puhul on pinnavalgu eriti kiire muutlikkuse põhjuseks immuunsüsteemi poolt osutatav selektsiooniline surve.

			cDNA sünteesile järgneb selle transport rakutuuma. Lihtsate retroviiruste puhul toimub see passiivselt ajal, kui tuumamembraan raku mitoosis dissotsieerub; lenti- ja spumaviirustel toimub see aga aktiivse tuumatranspordi abil: 

			-HIV-i puhul osalevad cDNA tuuma transportimisel MA-, CA- ja vpr-valgud. On võimalik, et transpordiks on oluline ka integraasivalgus sisalduv NLS-i järjestus. 

			-Spumaviiruste puhul on transport tuuma arvatavasti vahendatud raku mikrotuubulite ja tsentrosoomide poolt.

			Tuumas integreerub retroviiruse cDNA peremehe genoomi. Retroviirustel puudub selge eelistus, millise genoomi regiooniga integreeruda. Siiski valivad nad integreerumiseks peamiselt transkriptsiooniliselt aktiivseid kromatiinipiirkondi. Integreerumisega kaasneb 4–6 nukleotiidi pikkuse duplikatsiooni tekkimine peremehe DNA-s. Proviiruse DNA kaotab kummastki otsast kaks nukleotiidi, mille tulemusena on integreerunud viiruse cDNA otstes alati järjestus 5’-TG...CA-3’. Integratsioon toimub preintegratsioonikompleksist (ingl pre-integration complex, PIC), mille koostisesse kuuluvad alati lineaarne cDNA ja integraas. PIC-i võivad kuuluda ka mõned raku- või viirusevalgud (CA, RT; HIV-i puhul ka MA, vpr ja NC). Integratsiooniprotsessi etapid on järgmised (Joonis 336).

			-Integraas seondub samal ajal mõlema att-saidiga ja eemaldab viiruse cDNA 3’-otstest kaks nukleotiidi; selle tulemusena tekivad kahe nukleotiidi võrra üle ulatuvad 5’-otsad. 

			-cDNA 3’-otsad seondatakse sünkroonselt sihtmärk DNA-ga teineteisest kaksikspiraali poole pöörde kaugusel (4–6 bp). Selleks lõikab integraas peremehe DNA-d nii, et fosfodiestersideme fosfaatrühma rünnatakse vee molekuli hüdroksüülrühma poolt ning „nikitud“ kohale kantakse üle eelnevalt lõigatud cDNA otsad. Oma olemuselt on see trans-esterifikatsioonireaktsioon, mis ei vaja energia saamiseks ATP hüdrolüüsi.

			-Raku DNA reparatsioonisüsteem eemaldab cDNA 5’-otstest kaks üleliigset nukleotiidi, täidab tühikud ja ligeerib katked.

			Integratsioonireaktsiooni tulemusena moodustub retroviiruse proviirus, mis on sellest hetkest alates stabiilne raku genoomi osa. Erinevalt faagist lambda puudub retroviirustel vastupidine (proviiruse väljalõikamise) protsess. See pole retroviirusele vajalik, sest tema genoomiks on proviiruselt sünteesitav mRNA.
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			Joonis 336. Retroviiruste cDNA integratsioon peremeesraku genoomi. Täispikk lineaarne kaheahelaline cDNA protsessitakse viiruse integraasi poolt. Moodustunud DNA otsad kantakse üle peremeesraku DNA-le trans-esterifikatsioonireaktsioonis – integraas lõikab peremehe DNA fosfordiestersidemeid ning seob nendele kohtadele proviiruse 3’-otsad. Rakust pärinev DNA reparatsioonisüsteem eemaldab kaks üleliigset nukleotiidi ja täidab tühikud.

			 

			Retroviiruste geeniekspressioon

			Peremehe kromosoomi integreerunud proviirus käitub üsna sarnaselt ülejäänud raku genoomiga ja kasutab geeniekspressiooniks rakulist transkriptsiooni masinavärki. Enamik retroviiruseid kasutab mRNA sünteesiks vasakus LTR-is asuvat promooterit, mis vastab peamiselt genoomi U3-regioonile; transkriptsioon algab U3- ja R-järjestuste kokkupuutekohast. U3-regioonis asuvad elemendid, mis reguleerivad transkriptsiooni aktiivsust ja rakuspetsiifilisust ning selle kaudu ka viiruse patogeensust. Enamikul retroviirustel osalevad promooteri/enhanseri piirkonna äratundmises ainult raku faktorid. Transkriptsiooni initsiatsioonis osalevad järgmised elemendid:

			-TATA- ja CCAAT-boksid, mis seovad TF-IIB- ja CEBP-faktoreid ning on seetõttu transkriptsiooniks absoluutselt vajalikud;

			-Enhanserid, mis sarnanevad raku enhanseritega ja sisaldavad paljude raku transkriptsioonifaktorite (NF-1, NF-κB, GATA, STAT, Sp1, ESF-1 jne) äratundmisjärjestusi. Need äratundmisjärjestused on üldjuhul lühikesed (kuni 8 nukleotiidijääki), mõlemas orientatsioonis aktiivsed ning võivad enhanseris esineda mitme koopiana või isegi tervete blokkidena.

			-Negatiivse regulatsiooni regioon on olemas paljudel retroviirustel, sealhulgas HIV-il. Negatiivse regulatsiooni faktorid (nt ELP, YY1, NF-E1 jt) suruvad LTR-idest lähtuvat geeniekspressiooni maha.

			Keerulised retroviirused kasutavad geeniekspressiooni reguleerimiseks ka nende endi poolt kodeeritud transkriptsioonifaktoreid. Hästi kirjeldatud on HTLV tax- ja HIV tat-valkude funktsioone.

			-HTLV tax-valk toimib kui transkriptsiooni abifaktor. Ta moodustab kompleksi paljude teiste rakuliste faktoritega (ATF/CRE-binding protein), aktiveerides kolme cAMP vastus-elementi HTLV LTR-is. Et neid elemente leidub ka raku genoomis, aktiveerib tax-valk ka paljude raku transkriptsioonifaktorite ekspressiooni mis omakorda aktiveerivad viiruse promooterit (positiivsne tagasiside). Samuti seob tax-valk transkriptsiooni inhibiitoreid (nt IκBα), soodustades nende lagundamist. Nende mehhanismide koostoime tulemuseks on viiruse transkriptide süntees kõrgel tasemel. Tax-valk mõjutab ka rakutsüklit, soodustades üleminekut G2-faasist M-faasi. Ka spumaviiruste bel-1 valk toimib, sarnaselt HTLV tax-valguga raku, transkriptsioonifaktorite sidumise ja mõjutamise kaudu.

			-HIV tat-valk on ebatavaline transkriptsioonifaktor (Joonis 337). Tat-valgu sihtmärgiks on HIV-i LTR-i R-järjestuses paiknev TAR-element. Omapärane on see, et tat-valk ei seondu proviiruse DNA-ga, vaid hoopis sünteesitavas mRNA-s moodustuva RNA sekundaarstruktuuriga. Selle kaudu „värbab“ tat-valk transkriptsioonikompleksi raku tsükliini T/CDK9 valgud. CDK9 on kinaas ja ta fosforüülib RNA polümeraasi II C-terminaalset domeeni soodustades sellga mRNA-de sünteesi üleminekut initsiatsioonilt elongatsioonile. Tat-valgu puudumisel on HIV-i LTR- promooteri aktiivsus väike eelkõige selle pärast, et enamik transkriptsiooni initsiatsioone on abortiivsed (Joonis 337); tat-valgu olemasolul suureneb üleminek elongatsioonile. Tat-valk mõjutab ka paljude raku geenide ekspressiooni; jällegi moodustub tugeva positiivse tagasisidemega ring. Kokkuvõttes tagavad need mehhanismid HIV-i geeniekspressiooni mitmesajakordse aktiveerumise.

			 

			[image: ]

			Joonis 337. HIV-1 geeniekspressiooni aktiveerimine tat-valgu poolt. Tat-valgu puudumisel on üleminek viiruse RNA-de elongatsioonile ebaefektiivne. Tat-valgu ja tsüklini T1 seondumine sünteesitavas mRNA-s paiknevale TAR-elemendile aktiveerib CDK9 kinaasi, mis fosforüülib RNA polümeraas II C-terminaalset domeeni, stimuleerides sellega transkriptsiooni üleminekut initsiatsioonilt elongatsioonile.

			 

			Retroviirustel on vaja sünteesida ühelt ja samalt promooterilt mitmeid erinevaid RNA-sid.

			-Täispikad transkriptid suunatakse tsütoplasmasse, kus neilt transleeritakse gag/gag-pol- valke või pakitakse neid genoomidena uutesse virionidesse. 

			-Teine osa transkripte splaissitakse, et saada subgenoomseid mRNA-sid. Lihtsatel retroviirustel on vaid üks splaissitud transkript, mida kasutatakse env-geeni ekspresseerimiseks. Keerulistel retroviirustel on aga mitu splaissitud transkripti, millest osa on splaissitud mitmekordselt. Peale env–valgu kodeerivad need mRNA-d ka viiruse regulatoorseid (abi)valke. 

			Nii splaissitud kui splaissimata mRNA-del on ühised 5’- ja 3’-otsad. Splaissitud RNA-des on ühine 5’-doonorsait, mis paikneb ülalpool gag-valgu initsiatsioonikoodonit. Retroviiruste puhul on oluline splaissimata ja erinevalt splaissitud mRNA-de sünteesi õige vahekord. See saavutatakse splaissingu efektiivsuse reguleerimisega cis-signaalide, mis asuvad gag-pol regioonis paiknevas „intronis“, abivalkude ja raku-poolsete faktorite abil.

			HIV-il ja HTLV-l on rev- ja rex-abivalgud, mis mõjutavad mRNA-de splaissingut. Need valgud soodustavad splaissimata ja osaliselt splaissitud transkriptide transporti tuumast tsütoplasmase. HIV-i RRE (ingl rev response element) on 236 nukleotiidijäägi pikkune järjestus mis asub env-geeni lõpus. RRE moodustab RNA spetsiifilise sekundaarstruktuuri, millele seondub mitu rev-valgu molekuli. HTLV-l paikneb analoogse funktsiooniga regioon RxRE R-korduvjärjestuses. RRE ja RxRE järjestused koos vastavate valkudega võimaldavad splaissimata või osaliselt splaissitud mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse. Peale selle võivad rev- ja rex-valgud mõjutada transporti ka negatiivselt, seondudes CRS- (ingl cis-acting repressive sequences) elementidele. On tähelepanuväärne, et rev ja rex reguleerivad sellisel viisil ka iseenda ekspressiooni ja koos sellega viiruse replikatsioonitsüklit.

			-Varases infektsioonis on neid valke vähe. Seetõttu sünteesitakse selles infektsioonifaasis lõpuni splaissitud transkriptid, mis on rev- või rex-valkude ja koos nendega ka tat- või tax-trans-aktivaatorite mRNA-deks.

			-Rev/rex-valkude ja trans-aktivaatorite kogunemine viib geeniekspressiooni võimendamisele ja täispikkade transkriptide, millelt ekspresseeritakse ülejäänud retroviiruse valgud, sünteesile.

			Env-valku transleeritakse karedapinnalise ER-i membraanidel, seda tagab membraanse lokalisatsioonisignaali olemasolu. ER-i membraanidel toimub ka valgu glükosüülimine. Env-valgud jäävad membraaniga seotuks transmembraanse domeeni kaudu ja oligomeriseeruvad: enamasti moodustuvad env-valkude trimeerid. Env-valgu lõikamine valmis SU- ja TM-valkudeks toimub Golgi kompleksis raku furiinproteaaside poolt. Golgi kompleksis toimub ka valgule liidetud suhkrute modifitseerimine ning valgu O-glükosüülimine; sellele järgneb transport raku pinnale.

			Täispikk mRNA kas pakitakse uutesse virionidesse või on matriitsiks gag-pro-pol-liitvalgu sünteesil. Selle liitvalgu translatsioon toimub vabadel polüribosoomidel. Translatsioon initsieeritakse ribosomaalse skannimismehhanismi abil; andmed IRES-elementide kasutamisest on vastuolulised. Täispikalt mRNA-lt sünteesitakse järgmised produktid:

			-gag – paljudel retroviirustel seda eelvalku müristüleeritakse; see modifikatsioon suurendab tema hüdrofoobsust ja on oluline virionide moodustumisel;

			-gag-pro;

			-gag-pro-pol on minoorne produkt, selle kogus on alla 10% kõigist sünteesitud produktidest.

			Valkude ekspressioon liitvalkude kujul on oluline virionide moodustumisel. Pro- ja pol- süntees gag-valgust madalamal tasemel on vajalik kapsiidi moodustavate (gag) ja ensümaatiliste (PR-, RT-, IN-) valkude õige vahekorra saavutamiseks. Pro- ja pol-sünteesi mahasurumiseks kasutavad erinevad retroviirused erisuguseid võtteid:

			-MLV kasutab liitvalgu translatsioonil terminaatorkoodoni supressiooni glutamiin-tRNA poolt. Supressiooni soodustab stoppkoodonist allpool paiknev puriinirikas järjestus ja RNA sekundaarstruktuur (pseudosõlm).

			-Teistel retroviirustel toimub liitvalgu translatsioon ribosomaalse -1-raaminihkemehhanismi abil. -1-raaminihke saidis asub nn libisemisjärjestus, millele järgneb pseudosõlme- või juuksenõelastruktuur.

			Üldistest reeglitest erandiks on spumaviirused: neil viirustel ekspresseeritakse pro-pol-liitvalk eraldi mRNA-lt millest gag-regioon on välja splaisitud.

			Kui tsütoplasmasse on kogunenud palju gag-valku, hakatakse genoomset RNA-d partiklitesse pakkima. Kapsiidi moodustumine ja virionide pungumine toimub enamikul retroviirustel sünkroonselt raku plasmamembraanil. Partiklite kokkupanemise algatab protsessimata gag-valgu interaktsioon genoomse RNA-ga ja rakumembraanidega. Pakkimissignaal Ψ asub genoomses RNA U5- ja gag-regioonide vahel (Joonis 331), ulatudes umbes 50 koodoni võrra gag-valku kodeerivasse ossa. Nagu RNA pakkimissignaalidele tavaline, kujutab Ψ endast selgelt väljendunud sekundaarstruktuuriga (mitmest juuksenõelast koosnevat) RNA järjestust. Pakkimine toimub tänu pakkimissignaali ja gag-valgu NC- domeeni interaktsioonile. Pakkimisega kaasneb ka RNA-genoomi dimeriseerumine. Selles osalevad RNA DLS-järjestused, mis suures osas kattuvad Ψ-signaaliga. Koos genoomse RNA-ga pakitakse virionidesse suures ülehulgas (50–100 koopiat virioni kohta) ka rakulist praimer-tRNA-d. Sellest hulgast on ainult kaks tRNA molekuli seondunud genoomidele, moodustades PBS-regioonis 18 bp pikkused dupleksid.

			Kapsiidi kokkupanekus osalevad gag-valgu kolm N-otsapoolset domeeni: membraani siduv domeen, gag-gag-interaktsioonide domeen ja hilise assambleerumise domeen, mis on vajalik virionide pungumiseks. Membraanil toimub interaktsioon MA ja TM valkude vahel. Pro-pol-regioon pakitakse virionidesse osana gag-pro-pol-liitvalgust. Osa retroviiruseid pakib virionidesse ka abivalke (HIV – vpr) ja rakuvalke (aktiin, tsüklofiliin A). Peremehe valke leidub ka virioni ümbrise membraanis; eriti suurel hulgal on esindatud MHC-I molekulid. Gag-pro-pol-liitvalkude lõplik lõikamine valmisvalkudeks toimub virioni sees pärast pungumist. Selline mehhanism lubab vältida proviiruse sünteesi moodustuvates partiklites: see oleks enneaegne ja viiks viiruse cDNA koopiaarvu suurenemisele rakus ning peremeesraku enneaegsele surmale. Liitvalkude lõikamised viib läbi virioni pakitud proteaas ja sellega kaasneb virionide lõplik küpsemine ja märgatav morfoloogia muutus: vahetult pärast rakust pungumist on retroviiruse virionid rangelt ümmargused suhteliselt amorfse keskosaga. Küpsemisel core osa kondenseerub ning lõpuks on ta ümbritsevast membraanist väga hästi eristatav. Alfa-, gamma- ja deltaretroviirustel on core sfääriline; beetaretroviirustel sfääriline, kuid ei asu virioni keskel; lentiviiruste core on iseloomuliku koonilise kujuga. Taas on erandiks spumaviirused, mille virioni morfoloogia küpsemise käigus oluliselt ei muutu.

			 

			Retroviiruste põhjustatud onkogeneesi mehhanismid

			Retroviiruste infektsiooni mõju peremeesorganismile võib olla väga erinev. Kõikide retroviirusinfektsioonide ühiseks jooneks on see, et pärast organismi sisenemist jäävad nad sinna alatiseks püsima. Peremehe immuunsüsteem võitleb seejuures aktiivselt nakkusega ning on võimeline viirust maha suruma ja kontrolli all hoidma; viiruse täielik kõrvaldamine organismist pole aga üldjuhul võimalik. Ka on kõik retroviirused oma integratsioonivõime tõttu mutageensed agendid ja nagu mutageenid ikka, võivad nad põhjustada kasvajate teket. Erandiks on otseselt tsütopatogeensed retroviirused (nt HIV-1), mis ise kasvajaid ei tekita.

			Transformeerivate omadustega retroviirused jagatakse kahte gruppi.

			-Akuutselt transformeerivad retroviirused sisaldavad oma genoomis rakulist päritolu onkogeene. Need viirused on võimelised transformeerima koekultuuri rakke ja tekitavad in vivo väga kiiresti (päevad-nädalad) polükloonseid kasvajaid. 

			-Mitteakuutselt transformeerivatel viirustel onkogeene ei ole, nad ei ole võimelised transformeerima koekultuuri rakke ja tekitavad in vivo aeglaselt (6 kuu kuni aasta jooksul) mono- või oligokloonseid kasvajaid ehk siis nende viiruste tekitatud kasvajad pärinevad ühest või vähesest hulgast transformeeritud rakkudest.

			Akuutselt transformeerivad retroviirused kuuluvad alfa- (RSV-) ja gammaretroviiruste (ahvide sarkoomi viirus, kasside sarkoomi viirus) hulka. Nende viiruste ja nende poolt kantavate onkogeenide uurimine on andnud suure panuse rakkude kasvu regulatsiooni protsesside mõistmisele: suur osa tähtsaid raku signaaliülekande ja vähkkasvaja arenguga seotud geene avastati just tänu retroviiruste onkogeenide (Ras, Src, Abl, Myc, Fos, Jun jt) uurimisele. Akuutselt transformeerivate retroviiruste onkogeenid pärinevad rakul proto-onkogeenidest, mida viirus on peremehe organismist omastanud. Seejuures ei ole tegemist evolutsioonilise protsessiga – onkogeenid on omandatud sellestsamast organismist, kust konkreetne viirus eraldati. Retroviiruste onkogeenid erinevad raku proto-onkogeenidest selle poolest, et nad ei sisalda (üldjuhul) introneid ja sisaldavad sageli deletsioone ning muid ümberkorraldusi. Nende ekspressioon toimub viiruse LTR-is paiknevalt promooterilt ja sageli on onkovalgud liidetud viiruse geenide poolt kodeeritud valkude külge. Kõik akuutselt transformeerivad viirused (välja arvatud RSV) on replikatsioonidefektsed; seda põhjusel, et onkogeeni omandamisega kaasneb peaaegu alati replikatsiooniks vajalike geenide kaduma minek. Sellised viirused on võimelised replitseeruma vaid ko-infektsioonis koos replikatsioonikompetentse viirusega. Üldjuhul sellised retroviirused surmavad oma peremehe ning hukkuvad ise koos sellega.

			Mitteakuutselt transformeerivad retroviirused kuuluvad alfa-, beeta- ja gammaretroviiruste hulka; selliste viiruste prototüüpideks on ALV, MMTV ja MuLV. Need viirused on replikatsioonikompetentsed. Iseloomulik on see, et nende viiruste infektsiooniga kaasneb kõrgel tasemel vireemia, mis tekib mitu kuud enne kasvajate arenemist. Kasvajate tekkemehhanismiks on antud juhul rakuliste proto-onkogeenide insertsiooniline aktivatsioon integreerunud proviiruse poolt (Joonis 338). Näiteks põhjustab ALV B-rakulist lümfoomi selle tõttu, et tema proviirus integreerub c-myc-proto-onkogeeni kodeeriva ala sisse ning c-myc ekspressioon hakkab toimuma viiruse 3’-LTR-is paikneva promooteri abil. Sellist aktivatsiooni nimetatakse promooteri insertsiooniks. Eristatakse veel enhanseri, terminaatori ja liider-järjestuse insertsioone.
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			Joonis 338. Mitteakuutselt transformeerivate retroviiruste põhjustatud insertsiooniline onkogeneeni aktiveerimine. Näidatud on promooteri ja enhanseri insertsioonid. Nii nendel kui ka muudel juhtudel on proviiruse integreerumise üheks tulemuseks raku proto-onkogeeni ekspressiooni (mõnel juhul ka järjestuse) muutused, mis käivitavad järgneva, kasvaja tekkimisele viiva sündmuste ahela.

			 

			Leidub ka kasvajaid tekitavaid retroviiruseid, mis ei mahu kummagi ülal kirjeldatud rühma alla. Tegemist on replikatsioonikompetentsete retroviirustega, mis kannavad geene, mis toimivad onkogeenidena, kuid ei pärine raku proto-onkogeenidest. Sellise viiruse enim uuritud näiteks on HTLV-I, mis põhjustab inimesel täiskasvanute T-rakulist lümfoomi (ATL). HTLV-I on võimeline transformeerima ka koekultuuri rakke. Rakkude transformatsiooni põhjuseks peeti algul HTLV-I tax- trans-aktivaatorvalku, mis, nagu ülal kirjeldatud, aktiveerib peale viiruse LTR-promooteri ka mitmete raku transkriptsioonifaktorite ekspressiooni. Lisaks tekitab tax-valk defekte DNA replikatsiooni ja reparatsiooni süsteemis, aktiveerib telomeraasi ekspressiooni ning inaktiveerib p53-valgu. Sellised massilised muutused raku sise-keskkonnas võivad viia raku transformatsioonile ning anda aluse kasvaja tekkele. Samas ei ole tax-valgu transformeerivad omadused kooskõlas ATL-rakkude omadustega: paljudes sellistes rakkudes tax-ekspressioon puudub või on see geen hoopis kaduma läinud. Küll aga ekspresseerivad kõik seni uuritud ATL-rakud HTLV-1 HBZ-valku. Selle valgu ekspressiooni strateegia on retroviirusele väga ebatüüpiline, nimelt on ta kodeeritud vastupidise polaarsusega ahelas paikneva lugemisraami poolt (Joonis 339). HBZ moduleerib HTLV-1 geeniekspressiooni ja paljusid raku signaalradu, sealhulgas neid, mis on seotud rakkude kasvu/paljunemisega, immuunvastuse ja T-rakkude diferentseerumisega. HBZ põhjustab ATL-rakkude paljunemist ja on võimeline in vivo põhjustama põletikku ja T-rakulise lümfoomi teket. Seetõttu on tõenäoline, et just HBZ on HTLV-1 peamiseks onkovalguks. 
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			Joonis 339. HTLV-I genoom proviiruse kujul. Erinevalt teistest viiruse geenidest asub HBZ lugemisraam vastupidises orientatsioonis ning see valk transleeritakse antisensse orientatsiooniga transkriptilt.

			 

			Retroviiruste geneetika

			Retroviirustele on iseloomulik genoomide suur muutlikkus. Seetõttu evolutsioneeruvad retroviirused väga kiiresti ning iga retroviirus on ühes ja samas organismis esindatud kvaasiliikide näol. Selle põhjuseks on suur mutatsioonide sagedus (Joonis 24), erinevate retroviiruste genoomide sage rekombinatsioon ja peremehe genoomist pärinevate järjestuste omistamine. Lisaks vigadele, mida teeb viiruse pöördtransktriptaas (vt ülal), põhjustab vigu ka viiruse genoome sünteesiv raku RNA polümeraas II. Peale punktmutatsioonide on retroviiruste genoomis ka palju teistsuguseid ümberkorraldusi, mis tekivad samuti pöördtranskriptsiooni käigus: deletsioonid, insertsioonid, inversioonid. Enamasti on selliseid muudatusi sisaldavad viirused replikatsiooni suhtes defektsed; samas võivad mõned taolised ümberkorraldused olla olulised replikatsiooni ja eriti viiruse evolutsiooni jaoks.
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			Joonis 340. Retroviiruste rekombinatsiooni näide: onkogeeni omastamine peremeesraku genoomist (seletused tekstis).

			 

			Viirustevaheline rekombinatsioon on retroviirustel samuti üsna sagedane. Rekombinatsioon toimub kas kahe sama rakku nakatunud retroviiruse, endogeense ja eksogeense retroviiruse või retroviiruse ja raku geneetilise materjali vahel. Rekombinatsioon on oluline ka uute omadustega HIV-tüvede tekkel. Onkogeenide omastamine retroviiruste poolt on samuti rekombinatsiooni tulemus (Joonis 340). 

			Retroviiruste rekombinatsioon toimub heterosügootse virioni moodustamise kaudu (Joonis 340). Seega on rekombinatsiooni eelduseks niisuguste virionide moodustumine, milles on kaks erinevat genoomset RNA-d. Rekombinatsioon toimub negatiivse DNA-ahela sünteesi käigus: kui heterosügootne virion nakatab uut rakku ja käivitub pöördtranskriptsioon, siis leiavad selle käigus aset polümeraasi hüpped (ahelate ümberlülitused) ühelt RNA molekulilt teisele ja selle tulemuseks on hübriidse cDNA molekuli süntees. Seega meenutab retroviiruste rekombinatsioon oma olemuselt positiivsete RNA-viiruste copy-choice tüüpi rekombinatsiooni.

			 

			Endogeensed retroviirused

			Retroviirused on oma peremehi nakatanud miljoneid aastaid, sattudes selle käigus aeg-ajalt ka sugurakkudesse, ja edasi kanduda järgnevatele põlvkondadele. Selle tulemusena sisaldavad praktiliselt kõigi rakkude genoomid suurel hulgal retroviiruslikke või retroviirus-laadseid DNA järjestusi: retroelementide sisaldus võib sageli ulatuda 10%-ni raku genoomist, mõnel juhul on see protsent ka oluliselt suurem. Need elemendid on evolutsiooniliselt akumuleerunud selle tõttu, et nendest pole võimalik vabaneda ning ilmselt ei avalda nad oma peremehele negatiivset mõju. Neid elemente võib jagada kahte suurde rühma. 

			1.Retrotransposoonid ehk pseudoviirused, mille replikatsioonis puudub rakuväline staadium ja genoomis env-geen. Tänapäeval liigitakse need seltsi Ortervirales kuuluvasse sugukonda Pseudoviridae; tuntud näited on Saccharomyces cerevisiae Ty1 virus ja Drosophila melanogaster copia virus.

			2.Endogeensed retroviirused, millest osa kuulub sugukonda Retroviridae ja teised sugukonda Metaviridae (nt Drosophila melanogaster Gypsy virus) ning mis on suguluses tuntud retroviirustega. 

			Sageli on retrotransposooni ja endogeenset retroviirust raske eristada. Tõenäoliselt eksisteerisid ja arenesid retroviirused koos retrotransposoonidega rakusiseste parasiitidena juba ürgsetel aegadel. Nende evolutsiooniline seos ei tekita kahtlusi, küll aga pole üheselt selge, kes kellest pärineb.

			Endogeenseid retroviiruseid saab jagada kahte gruppi.

			1.Endogeensed proviiruselaadsed elemendid on ürgsetest aegadest pärit järjestused, mis on levinud laialt kõikidel selgroogsetel organismidel. Need retroviirused on integreerunud peremehe genoomi juba enne nüüdisaegsete liikide kujunemist ja seepärast on nende asukohad erinevate liikide genoomides samad. Nende elementide genoomid on väga defektsed, sisaldavad hulgaliselt terminaatorkoodoneid ja raaminihkemutatsioone ega kodeeri seetõttu funktsionaalseid viiruslikke geeniprodukte ega moodusta infektsioonilisi virione. Sellele vaatamata võib nende elementide pealt transkribeeritav RNA olla pakitud eksogeensete retroviiruste partiklitesse ja moodustada uusi proviiruseid. Pakitud retroelemendi RNA võib rekombineeruda eksogeense viiruse genoomiga, mõjutades potentsiaalselt selle peremeeste ringi, replikatsiooni efektiivsust ja patogeensust.

			2. Nüüdisaegsed endogeensed retroviirused on suhteliselt hiljuti tekkinud endogeensed retroviirused. Neile vastavad proviirused asuvad genoomis paljudes erinevates kohtades ja nende genoomide järjestused sarnanevad tuntud eksogeensete retroviiruste omadega. Hästi on kirjeldatud kanade ja teiste lindude ASLV-sarnaseid endogeenseid retroviiruseid (nt RAV-0), hiirte MMTV-sarnast endogeenset retroviirust (hiirtel on 0–4 selle proviiruse koopiat genoomi kohta) ja MuLV-sarnast (hiirtel on 50–100 selle proviiruse koopiat genoomi kohta) endogeenset retroviirust. Need viirused on võimelised tootma funktsionaalseid valke ja infektsioonilisi virione. Kirjeldatud on ka hiirte viiruselaadsed 30S- (VL30-) elemendid, mida leidub 100–200 koopiat genoomi kohta. Need elemendid kodeerivad 30S RNA-d, mis pakitakse efektiivselt eksogeensete retroviiruste partiklitesse ning mis sellisel viisil edasi levib. Retroviiruseelemente on kirjeldatud ka inimese genoomis (human endogenous retroviruses, HERV). Enamik neist on defektsed, kuid mõned transkribeeritakse efektiivselt somaatilistes rakkudes ning nad võivad transposeeruda uutesse kohtadesse.

			Enamasti ei ole endogeensed retroviirused oma peremehele patogeensed. Erandiks on MMTV, mis võib põhjustada kartsinoomide teket ning mõnedel hiirteliinidel ka T-rakulist lümfoomi. Enim uuritud on endogeensete retroviiruste põhjustatud mutageensed efektid. Mitmed tuntud hiirte liinid (nt need, mis kannavad mutatsioone dilute, hairless jt) on tekkinud just endogeense retroviiruse integratsiooni tõttu. Enamik selliseid mutatsioone on retsessiivsed ja põhjustavad insertsiooni poolt mõjutatud geeni kaduma minekut. 

			Mõningatel juhtudel on kirjeldatud ka endogeensete retroviiruste positiivset mõju oma peremehele – kaitset eksogeensete retroviiruste vastu. Näiteks ekspresseerib endogeenne MMTV sag-geeni, mis viib Vβ-ahelaid kandvate T-rakkude immunoloogilisele elimineerimisele, mis omakorda muudab organismi eksogeense MMTV-infektsiooni suhtes vastuvõtmatuks.

			 

			Retroviiruste kasutamine molekulaarbioloogias ja geenitehnoloogias

			Tänu oma spetsiifilisele infektsioonitsüklile on retroviirused leidnud laialdast kasutust. Kõige sagedasem kasutusvaldkond on uuritavate DNA-järjestuste toimetamine sihtmärkrakkudesse või -kudedesse. Retroviirusepõhised vektorid jäljendavad transformeerivate retroviiruste struktuuri ning neid on võimalik konstrueerida nii, et nad ekspressivad mistahes meid huvitavat geeni; seda küll eeldusel, et see geen ei ole virionilaadsesse partiklisse pakkimiseks liiga suur. Selliseid rekombinantseid retroviiruse genoome pakitakse helper-viiruseid, stabiilseid rakuliine või pakkimisplasmiide, mis ekspresseerivad in trans pakkimiseks vajalikke struktuurseid valke (gag, pol, env), abil viiruselaadseteks partikliteks (VLP). Väga sageli need VLP-d pseudotüpeeritakse – retroviiruse env-geen asendatakse teisest viirusest pärit ümbrisevalku kodeeriva geeniga, näiteks VSV G-valku kodeeriva järjestusega. Selle eesmärgiks on suurendada VLP-de saagist ja laiendada nende poolt nakatatavate rakkude/kudede ringi või, vastupidi, muuta seda kitsamaks, näiteks piirates seda mingi kindla rakutüübiga. Sellisel viisil saadud VLP-d on võimelised nakatama sihtmärk- rakke vaid üks kord ja edasist levikut ei toimu. Nakatatud rakus toimub pöördtranskriptsioon, sünteesitud cDNA integreerub raku genoomi ning meid huvitavat geeni ekspresseeritakse pika aja jooksul. Retroviirusvektorite kasutamist limiteerivaks faktoriks on asjaolu, et paljud nendest on võimetud nakatama mittejagunevaid rakke. Seda piirangut saab ületada, kasutades lentiviirusepõhiseid vektoreid, mis nakatavad nii jagunevaid kui ka mittejagunevaid rakke. Lentiviirusvektorid on leidnud laialdast kasutust geeniteraapias (kliiniliste uuringute staadiumil) eelkõige leukeemia- ja vähivastases ravis ning kaasasündinud geenidefektide korrigeerimisel. Teine retroviiruste probleeme tekitav omadus on integratsioon juhuslikku saiti. Kui geeniteraapias kasutada suurt hulka retroviiruse VLP-sid, on paraku küllalt tõenäoline, et mõnes nakatatud rakus toimub integratsioon soovimatusse kohta, näiteks onkogeeni või selle lähedusse. Selline integreerumine käivitab sündmused, mis sarnanevad mitteakuutselt transformeerivate retroviiruste põhjustatud onkogeneesile.

			 

			Kordamisküsimused teemal Retroviridae

			1.Millised on retroviiruste infektsioonitsükli peamised eripärad?

			2.Milline on retroviiruste genoomi ehitus ja selles paiknevad cis-järjestused?

			3.Milliseid valke retroviirused kodeerivad ja kuidas toimub nende ekspressioon?

			4.Kirjeldage retroviiruse pöördtranskriptsiooni ja proviiruse DNA integratsiooniprotsesse

			5.Kirjeldage retroviiruste põhjustatud onkogeneesi mehhanisme.

		

	
		
			II.48. HEPADNAVIIRUSED: SUGUKOND HEPADNAVIRIDAE

			Eva Žusinaite

			Kokkuvõte

			Ägedat ja kroonilist hepatiiti põhjustav hepatiit B viirus (HBV) on üks tähtsamaid inimese patogeene. Kroonilise hepatiidi tagajärgedeks on aastatega arenev maksatsirroos ja maksarakuline vähk (HCC). HBV on pararetroviirus, mis kuulub sugukonda Hepadnaviridae ja kasutab genoomse DNA replikatsioonil pöördtranskriptsiooni. HBV virion on 42-nm diameetriga, ikosaeedrilist nukleokapsiidi sisaldav ümbrisega partikkel. HBV genoomiks on osaliselt kaheahelaline DNA rõngasmolekul pikkusega u 3,2 kb(p). HBV retseptor on hNTCP. Pärast viiruse sisenemist rakku transporditakse tema DNA genoom rakutuuma, kus ta repareeritakse ja seejärel püsib minikromosoomi (cccDNA) kujul. HBV cccDNA pealt transkribeeritakse nelja mRNA-d, mida kasutatakse viirusespetsiifiliste valkude translatsiooniks; üks nendest (pgRNA) on vajalik ka viiruse genoomi replikatsiooniks. Genoomi replikatsioon toimub tsütoplasmas moodustunud core-partikli sees; matriitsiks on pgRNA ja ensüümiks partiklisse pakitud viiruse polümeraas, millel on praimeeriv, pöördtranskriptaasne ja RNaasH aktiivsus. Valmisgenoomiga core-partiklid suunatakse tagasi tuuma, kus viiruse genoomid moodustavad uusi cccDNA molekule, või pakitakse infektsioonilistesse virionidesse. Pungumine toimub rakusisestel membraanidel viiruse ümbrisevalkude osalusel; virionid vabanevad eksotsütoosi teel. HBV-infektsioon ei ole tsütolüütiline, kuid kutsub esile nakatunud rakkude vastase immuunvastuse. HBV-nakkuse ennetamiseks on efektiivsed vaktsiinid.

			 

			19. sajandi lõpus tuli ilmsiks, et on olemas nakkusliku hepatiidi vorm, mille tekitaja levib vere ja kehavedelike kaudu. Algul seerumhepatiidi nime kandnud haigus nimetati hiljem B-hepatiidiks. Hepatiit B viirus (HBV, Hepatitis B virus) identifitseeriti 1960-ndatel, kui avastati selle pinnaantigeeni olemasolu; juhuse tahtel leiti see esmakordselt Austraalia aborigeeni verest. „Austraalia antigeeni“ esinemist õnnestus kiiresti seostada seerumhepatiidi nakkusjuhtudega; verepankade skriinimine „Austraalia antigeeni“ suhtes vähendas vereülekandega seotud hepatiidijuhtumite esinemist ligi kaks korda. Täielikult see seerumhepatiidi levikut siiski ei peatanud, sest sarnast haigust põhjustab ka tunduvalt hiljem avastatud hepatiit C viirus. 1976. aastal sai Blumberg HBV avastamise eest Nobeli meditsiinipreemia. Hiljem avastati, et HBV võib põhjustada ka kroonilist nakkust, millega seostati tsirroosi ja maksarakulise vähi (ingl hepatocellular carcinoma, HCC) teket. 

			HBV on väga levinud: WHO andmetel põeb kroonilist HBV-infektsiooni umbes 400 miljonit inimest, enim on viirust Kagu-Aasias. Suur kroonilise HBV põdejate arv tuleneb peamiselt väikelaste nakatumisest emalt saadud viirusega. Sellistel juhtudel tekitab HBV peaaegu alati kroonilise infektsiooni. Täiskasvanute puhul on olukord vastupidine: peaaegu alati (90–95%-l juhtudest) põhjustab HBV vaid ägedalt kulgevat hepatiiti, mis kestab kuni 6 kuud ja mis pärast läbipõdemist jätab eluaegse immuunsuse. Vaid 5–10%-l juhtudest jääb HBV-nakkus persisteeruma ka täiskasvanutel ja võib tekitada kroonilist hepatiiti. See, kas viirus tõrjutakse organismist välja või ei, sõltub eelkõige CTL-i- vastusest: viiruse väljatõrjumisel on see tugev ja polüklooniline, viiruse püsimajäämisel aga nõrk ja piiratud vähese arvu epitoopidega. Krooniline B-hepatiit võib kulgeda väga erinevalt, jäädes enamasti asümptomaatiliseks. Paraku kujuneb sageli, ravi puudumisel umbes 25%-l juhtudest, aastakümnetega välja maksafibroos, -tsirroos või HCC. On hinnatud, et krooniline HBV-infektsioon suurendab HCC arenemise riski umbes 100 korda. 

			 

			Klassifikatsioon ja uurimismudelid

			HBV on sugukonna Hepadnaviridae (Hepatotropic DNA viruses) tüüpesindaja. Sugukond kuulub seltsi Blubervirales (klass Revtraviricetes, hõimkond Artverviricota, riik Pararnavirae, valdkond Riboviria). Hepadnaviiruste eripära on see, et nende DNA genoomid replitseeruvad pregenoomse RNA (pgRNA) sünteesi ja pöördtranskriptsiooni kaudu. Sugukonda Hepadnaviridae kuulub viis perekonda. 

			-Orthohepadnavirus, kuhu kuulub 12 tunnustatud viiruste liiki, mis kõik nakatavad imetajaid. Peale perekonna tüüpesindajaks oleva HBV kuuluvad siia ka WHV (Woodchuck hepatitis virus, ümisejate hepatiidi viirus), GSHV (Ground squirrel hepatitis virus, maaoravahepatiidi viirus) ja WMHV (Woolly monkey hepatitis virus, ahvihepatiidi viirus).

			-Avihepadnavirus, mille esindajad nakatavad linde. Avihepadnaviiruste perekonnas on kolm tunnustatud viiruste liiki: partide HBV (DHBV, duck hepatitis B virus), haigrute HBV (HHBV, heron hepatitis B virus) ja papagoide HBV (Parrot hepatitis B virus).

			-Herpetohepadnavirus, Metahepadnavirus ja Parahepadnavirus perekondades on igaühes üks viiruse liik.

			HBV-l eristatakse kaheksat genotüüpi, mida tähistatakse A–H. Nukleotiidsete järjestuste poolest erinevad HBV genotüübid üksteisest 8–17% võrra.

			Peale inimese nakatab HBV vaid inimahve. Sarnaselt HCV-ga takistab HBV uurimist sobivate (viirusinfektsioonile permissiivsete) rakukultuuride ja väikeloom-mudelite puudumine. Enamik HBV molekulaarbioloogia kohta käivatest andmetest on saadud primaarsete hepatotsüütide kultuuridest. Paraku on sellised kultuurid viirusinfektsioonile vastuvõtlikud vaid väga lühikest aega ja varsti pärast maksast väljavõtmist kaotavad maksarakud HBV-infektsiooni suhtes tundlikkuse. Alternatiivsetest katsemudelitest on olulisemad järgmised.

			-DHBV-ga nakatatud pardi primaarsed hepatotsüütid;

			-Inimese maksavähi rakuliinid (Huh7), mis võimaldavad rakkudesse viidud HBV genoomide ekspresseerumist ja paljunemist.

			-WHV-ga nakatatud ümisejad.

			-Transgeensed hiired, mille genoomi on sisse viidud HBV-genoomi multimeerid. Sellised hiired toodavad HBV-valke, nendes toimub HBV-genoomi replikatsioon ja uute virionide pakkimine. Viiruse levikut selles mudelis ei toimu, sest hiirtel puudub HBV-retseptor.

			-Transgeensed HBV-retseptori knock-in-hiired ja inimese maksarakke kandvad kimäärsed hiired.

			HBV replikatsiooni uurimine nendes katsemudelites on võimaldanud selle viiruse infektsioonist kokku panna enam-vähem tervikliku pildi. Muu hulgas on need uuringud näidanud, et hepadnaviirused ei ole tsütotoksilised. Sellest järeldub, et HBV põhjustatud ägeda ja kroonilise maksakahjustuse põhjuseks on sarnaselt HCV nakkusega peremees-organismi enda immuunvastus, mis üritab viirusega nakatatud rakke eemaldada, tekitades põletikulist reaktsiooni ja sellega kaasnevaid tagajärgi.

			 

			HBV-virion ja -genoom

			HBV-l on ümbrisega sfäärilised virionid, mille diameeter on u 42 nm (Joonis 341A, B). Kapsiid (diameeter ~22 nm) koosneb 120 kapsiidivalgu dimeerist (T = 4). Ümbris sisaldab kolme viiruse membraanivalku: suurt (L), keskmist (M) ja väikest (S). Tänapäeval tähistatakse neid lühendiga HBsAg (ingl HBV surface antigen; ajalooliselt „Austraalia antigeen“). Need valgud on C-koterminaalsed ja on virionides esindatud suhtes 1 : 1 : 4. 

			Peale infektsiooniliste virionide, mida haige veres on kuni 1010 osakest milliliitri kohta, moodustuvad HBV-infektsiooni käigus ka ~22-nm diameetriga subviraalsed partiklid. Neid on infektsioonilistest virionidest sada ja enam korda rohkem ning nad kujutavad endast membraanseid sfääre, mis sisaldavad peamiselt M- ja S-valke. Arvatakse, et need partiklid on ette nähtud viirust neutraliseerivate antikehade sidumiseks, soodustades sellega viiruse püsimist ja levikut organismis. HBV-vastane vaktsiin, mida tänapäeval valmistatakse pärmirakkudes, kujutab endast 22-nm sfääridega sarnaseid osakesi. Seega on HBV M- ja S-valkude võime moodustada subviraalseid partikleid leidnud kasutamist vaktsiinide tootmises. 

			HBV-l on 3,2 kb(p) pikkune rõngakujuline ja ainult osaliselt kaheahelaline DNA-genoom (Joonis 341C).

			-DNA-genoomi negatiivne ahel on täispikk. Selle 5’-otsas paikneb kovalentselt seotud valk (P-valk), mis kujutab endast viiruse polümeraasi. P-valk on seondunud DNA-ga türosiinijäägi kaudu moodustatud fosfodiestersidemega. 

			-Positiivse ahela pikkus on ~60% negatiivse DNA pikkusest. Selle ahela 5’- otsas paikneb cap-struktuuriga ~18 nukleotiidi jäägi pikkune RNA lõik. See kujutab endast pgRNA-st pärinevat oligoribonukleotiidi, mis toimis pöördtranskriptsioonil positiivse ahela praimerina.

			Nii negatiivse kui ka positiivse ahela 5’-otsas asuvad lühikesed 10–12 nukleotiidijäägi pikkused korduvjärjestused (ingl direct repeat, DR). Need järjestused on vajalikud DNA sünteesiks pöördtranskriptsiooni käigus (vt allpool).

			Nakatatud raku tuumas eksisteerib HBV genoomi kovalentselt suletud tsirkulaarse DNA vormina (ingl covalently closed circular DNA, cccDNA). Et genoom on väike, on ta äärmiselt kompaktse organisatsiooniga (Joonis 341C). Mittekodeerivaid järjestusi HBV genoomis ei ole. Kõik neli lugemisraami paiknevad ühes orientatsioonis ja kattuvad üksteisega. Lisaks sisaldab genoom nelja promooterit, kahte enhanser-elementi (EN1 ja EN2), mis tagavad HBV maksaspetsiifilist geeniekspressiooni, ja ühte polüadenüülimisjärjestust. Rakus sünteesitakse genoomilt neli peamist 3’-koterminaalset transkripti: preC/C (3,5 kb), mis on samal ajal ka pgRNA, preS (2,4 kb), S (2,1 kb) ja X (0,7 kb). Lisaks nendele sünteesitakse ka splaissitud mRNA-sid (Joonis 341D).
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			Joonis 341. HBV virioni struktuur ja genoomne organisatsioon. A – HBV partiklite elektronmikroskoopiline pilt. Näha on ka filamentsed osakesed, mis kujutavad endast 22-nm sfäärulite varianti. Foto pärineb http://virology-online.com/viruses/HepatitisB.htm. B – HBV virioni ehituse skeem. Virion koosneb rõngakujulist DNA-d sisaldavast nuklekapsiidist ja ümbrisest, mis sisaldab kolme viiruse glükovalku. C – HBV genoom. DNA-ahelate 5’-otstes on kas jäänuk RNA praimerist (positiivne ahel) või polümeraas (negatiivne ahel). Avatud lugemisraamid on näidatud värviliste nooltega. D – HBV genoomilt sünteesitavad peamised transkriptid. 

			 

			HBV valgud ja nende funktsioonid

			HBV genoom kodeerib seitset valku:

			-	Polümeraas (P-valk, 90 kDa) on ainus HBV poolt kodeeritud ensüüm. P-valk sisaldab kolme funktsionaalset domeeni: N-otsas asub TP- (ingl terminal protein) domeen, mis toimib negatiivse DNA-ahela sünteesil praimerina; C-ots sisaldab pöördtranskriptaasi (RT) ja RNaasH domeene. N- ja C-otstes paiknevate domeenide vahel on spacer-järjestus.

			-	Nukleokapsiidivalk (ingl hepatitis B core antigen, HBcAg; ka core-protein, 21 kDa) on tugevalt aluseline fosfoproteiin, mis on võimeline ise subviraalseteks partikliteks assambleeruma. Pre-core-transkriptilt transleeritakse ülesvoolu paiknevast täiendavast ja core-valguga samas raamis asuvat AUG-koodonit kasutades pre-core-valku. Pre-core- valku protsessitakse posttranslatsiooniliselt, eemaldades N-otsast 10 ja C-otsast 34 aminohappejääki; selle tulemusena tekib 15 kDa suurune sekreteeritav HBeAg-valk (ingl hepatitis B E-antigen). HBeAg ei ole HBV replikatsiooniks otseselt vajalik, kuid tal võib olla roll organismi HBV-vastase immuunvastuse mõjutamisel. 

			-	S/preS-valkude lugemisraamid kattuvad polümeraasigeeni spacer- ja RT-domeene kodeeriva regiooniga, kuid asuvad selle suhtes erinevas faasis. Nad kodeerivad kolme ümbrise transmembraanset glükovalku. Need valgud on C-koterminaalsed ja neil on erineva pikkusega N-terminaalsed domeenid.

			-	S-valk (S-HBsAg; 24 kDa) on kõige mažoorsem virioni ja subviraalse partikli pinnavalk. 

			-	M-valk (M-HBsAg, nimetatakse ka PreS2-valguks; 31 kDa). Tema translatsioon initsieeritakse preS-alas asuval AUG-koodonil. See paikneb S-valgu AUG-koodonist ülesvoolu ja seetõttu on M-valgul S-valguga võrreldes oma N-otsas täiendavad 55 aminohappejääki. M-valk moodustab 10–15% HBV ümbrise valkudest. Siiski ei ole M-valk virionide moodustamiseks otseselt vajalik ja tema täpne funktsioon on teadmata.

			-	L-valk (L-HBsAg, nimetatakse ka PreS1-valguks; 42 kDa), mille translatsioon initsieeritakse preS-lugemisraami esimeselt AUG-koodonilt, on N-otsast müristüleeritud valk. L-valk moodustab ~17% HBV virionide ümbrise valkudest ning on vajalik nii virionide moodustamiseks kui ka nende infektsioonilisuseks.

			-	HBx-valk (X-valk; 17 kDa) on hepadnaviiruste kõige vähem konserveerunud valk; lindude hepadnaviirustel see valk puudub. X-valk on lühikese elueaga (15–20 minutit) valk, mida leidub tsütoplasmas, seotuna tsütoskeletiga, ja raku tuumas. X-valk on vajalik HBV- infektsiooniks in vivo, kuid tema täpne roll HBV elutsüklis on seni täpselt teadmata. X-valk on nõrk transkriptsiooni aktivaator, mis arvatavasti osaleb viiruse ja rakuliste geenide ekspressiooni reguleerimises ning moduleerib mõningaid raku signaalülekande radu. 

			 

			HBV-infektsiooni tsükkel 

			HBV rakule seondumist soodustavad rakupinnal paiknevad heparaansulfaati sisaldavad proteoglükaanid. HBV retseptoriks on aga hNTCP (inimese naatriumtaurokolaati kotranspordiv peptiid), mida ekspresseeritakse ainult maksarakkude pinnal; see on üks HBV suure koespetsiifilisuse põhjustest. HBV antiretseptoriks on L-valk; retseptoriga seondumise eest vastutab L-valgu müristüleeritud N-terminaalne osa. 

			Retseptoriga seondumisele järgneb virioni ja raku membraanide liitumine pH-st sõltumatu mehhanismi abil, kapsiidi rakku sisenemine ning transport rakutuuma. Arvatavasti liiguvad kapsiidid tuuma seondudes importiin α/β-valkudega. Tuumapoori juures kapsiidid lagunevad ning tuuma siseneb HBV-genoom. Tuumas sünteesitakse positiivne ahel lõpuni, seda teevad kas HBV polümeraas või raku DNA reparatsiooni valgud. Viiruse DNA repareeritakse: praimerite jäägid eemaldatakse ja katked DNA-s ligeeritakse. Nende protsesside tulemusena moodustub viiruse cccDNA, mis eksisteerib rakutuumas minikromosoomi kujul.
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			Joonis 342. HBV infektsiooni tsükkel (selgitused tekstis).

			 

			HBV geeniekspressioon toimub tuumas paiknevalt minikromosoomilt. HBV cccDNA-d transkribeerib raku RNA polümeraas II. HBV genoomis paikneb mitu transkriptsiooniks vajalikku cis-järjestust, mis kõik kattuvad valke kodeerivate järjestustega (Joonis 341C). HBV promooterid ja enhanserid on maksakoespetsiifilised ja mõjutavad vastastikku üksteise aktiivsuseid. Sünteesitud mRNA-del on 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A) saba ning nad jagunevad kahte klassi (Joonis 341D).

			-	Subgenoomsed mRNA-d. Siia kuuluvad kolm erisugust genoomist lühemat mRNA-d, mida kasutatakse S-valkude ja X-valgu sünteesiks.

			-	Täisgenoomsed mRNA-d, mis on genoomist pikemad. See tuleneb promooteri ja terminaatori vastastikusest paiknemisest. Transkriptsiooni alustanud RNA polümeraas ei termineeri esimesel korral terminaatorile sattudes mRNA sünteesi ja teeb seetõttu viiruse genoomi ümber täisringi. Alles siis, kui polümeraas jõuab teist korda terminaatorile, toimub termineerimine. Selle tulemusena on sünteesitud täisgenoomsetel RNA-del u 200 nukleotiidijäägi pikkused otsesed kordusjärjestused, mis vastavad promooteri ja terminaatori vahelisele genoomilõigule, mida RNA polümeraas transkribeeris kaks korda. Neil kordusjärjestustel on oluline roll viiruse pöördtranskriptsioonis (vt allpool). Täisgenoomseid mRNA-sid on kaks varianti (Joonis 341D).

			1.preC mRNA, millelt ekspresseeritakse pre-core-valku. See mRNA pöördtranskriptsioonis ei osale.

			2.pgRNA, mis on matriitsiks core- ja P-valkude translatsioonil. Lisaks pakitakse see RNA moodustuvatesse kapsiididesse, kus see on matriitsiks genoomse DNA sünteesil.

			Ehkki hepadnaviirustel on ka splaissitud mRNA-sid (Joonis 341D) ei ole enamik transkripte splaissitud. Nende transpordil tuumast tsütoplasmasse on oluline roll posttranskriptsioonilisel regulatoorsel elemendil (ingl post-transcriptional regulatory element, PRE), mis asub X-valku kodeerivas regioonis ja on seega kõigis HBV transkriptides. HBV transkriptsiooni regulatsioonis on oluline roll ka X-valgul. 

			Osa sünteesitud pgRNA-dest osaleb translatsioonis; see viib core- ja P-valkude kogunemisele. Mõlemad need valgud on vajalikud pgRNA pakkimiseks nukleokapsiidi. HBV pgRNA-d sisaldavad 5’-otsas cis-toimelist ~100 nukleotiidijäägi pikkust pakkimissignaali φ (tuntud ka kui ε-element), mis moodustab RNA pakkimise signaalidele iseloomuliku juuksenõela sekundaarstruktuuri. Selle struktuuri tunneb ära P-valgu N-otsapoolne domeen, mida abistavad rakulised šaperonid Hsp70/90 (Joonis 343). Järgneb P-valgu / ε-elemendi kompleksi interaktsioon core-valgust moodustatava kapsiidiga. Seega on HBV polümeraasi pakkimine virionidesse seotud tihedalt pgRNA pakkimisega. Selle poolest erineb HBV retroviirustest, millel on genoomse RNA pakkimiseks vajalikud vaid gag-valgud (ptk II.47). 

			HBV pöördtranskriptsioon toimub, nagu ka seltsi Ortervirales kuuluvatel viirustel, kapsiidis. Selle käigus toimuvate „ümberlülituste“ jaoks on olulised RNA-s paiknevad spetsiifilised järjestused. HBV puhul on nendeks pgRNA otstes asuvad φ-elemente sisaldavad kordusjärjestused ja 10–12 nukleotiidijäägi pikkused DR1 ja DR2 järjestused. Erinevalt retroviirustest, mille virionis paikneb mitusada pöördtranskriptaasi molekuli, sisaldab iga HBV kapsiid vaid ühte P-valgu molekuli, mis teostab nii praimimise kui ka kõik cDNA sünteesi reaktsioonid.

			Negatiivse DNA-ahela sünteesil on praimeriks P-valk. Esimene nukleotiid kinnitatakse P-valgu N-otsas paiknevas TP-domeenis asuvale türosiinijäägile. Süntees initsieeritakse pgRNA 5’-otsas paikneval φ-elemendil; seal sünteesib P-valk 3–4 nukleotiidijäägi pikkuse oligonukleotiidi (Joonis 343). Need neli esimest nukleotiidi on komplementaarsed pgRNA 3’-otsas paiknevas kordusjärjestuses asuva DR1-elemendiga, võimaldades P-valk-oligonukleotiid-praimeri translokatsiooni pgRNA 3’-otsa lähedal paiknevale DR1-elemendile. Järgneb negatiivse DNA-ahela pikendamine kuni pgRNA lõpuni; sünteesitud DNA-ahel sisaldab otstes 8–10 nukleotiidi pikkust r-kordusjärjestust. Suurem osa pgRNA matriitsist degradeeritakse P-valgu RNaasH aktiivsuse poolt. Nagu ka retroviirustel RT-l asuvad P-valgu polümeraasne aktiivtsenter ja RNaasH aktiivtsentrid piki matriitsi mõõdetuna teineteisest umbes 18 b kaugusel. Seetõttu ei degradeeri P-valk pgRNA 5’-otsas paiknevat 16–18 nukleotiidi pikkust lõiku; seda RNA fragmenti kasutab ta praimerina positiivse DNA-ahela sünteesi initsieerimiseks (Joonis 343).

			Positiivse DNA-ahela süntees algab DR2 järjestusest. Tõsi, sünteesi alustamiseks vajalik praimer asub alguses hoopis teises kohas – DR1 järjestusel (Joonis 343). Selliselt paikneva praimeri otsene elongatsioon annab tulemuseks lineaarse dsDNA vormi, mis ei saa funktsioneerida viiruse genoomina, kuid mis on võimeline integreeruma peremehe genoomi ja millel võib olla roll HBV põhjustatud kartsinogeneesil. Selleks, et saaks moodustuda funktsionaalne genoom, on vajalik praimeri translokatsioon negatiivse DNA 3’-otsa lähedal paiknevale DR2 järjestuse koopiale; seda võimaldab asjaolu, et pgRNA 5’-otsast pärit praimer sisaldab oma 3’-otsas DR1 järjestust, mis on identne DR2 järjestusega. Ümberpaigutatud praimerilt initsieeritakse DNA süntees, mis kestab, kuni jõutakse negatiivse DNA-ahela 5’-otsani. Järgnevalt toimub intramolekulaarne ahelate ülekanne r-järjestuste kaudu, selle tulemusena negatiivne DNA-ahel tsirkulariseerub (Joonis 343), võimaldades positiivse DNA-ahela elongatsiooni jätkumist. Positiivne ahel sünteesitakse siiski valmis vaid ~60% ulatuses; sünteesi katkemise täpne põhjus pole teada. 
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			Joonis 343. HBV genoomi replikatsiooni skeem. Vasakul: pakkimisignaali äratundmine P-valgu TP- ja RT- domeenide poolt, mida abistavad šaperonid Hsp70/90. Õigesti paigutunud P-valgult initsieeritakse pöördtranskriptsioon. Paremal: cDNA süntees. 1) TP-DNA praimeri süntees ja translokatsioon pgRNA 3’-otsas asuvale DR1-järjestusele. 2) Negatiivse DNA-ahela elongatsioon ja pgRNA degradeerimine RNaasH poolt. 3) RNA praimeri translokatsioon DR1-järjestuselt DR2-järjestusele ja positiivse DNA-ahela süntees kuni negatiivse ahela 5’-otsani. 4) Matriitsi tsirkulariseerumine negatiivse DNA 5’- ja 3’-otstes paiknevate r-korduvjärjestuste kaudu. 5) Positiivse DNA-ahela sünteesi jätkumine.

			 

			HBV-infektsiooni käigus moodustuvad nii infektsioonilised virionid kui ka subviraalsed partiklid. Viimased sisaldavad väga vähe L-valku ega sisalda viiruse genoomset materjali. Katsed on näidanud, et membraansete osakeste moodustamiseks piisab ainult S-valgust. See on transmembraanne glükovalk, mis läbib membraani neli korda, mistõttu tema N- ja C-otsad asuvad ühel pool membraani: moodustuva partikli välisküljel. Valkude kogunemisel S-valgu monomeerid agregeeruvad, mis käivitab pungumise ERi tsisternidesse. Moodustunud membraansed partiklid transporditakse Golgi kompleksi kaudu raku pinnale ja sekreteeritakse.

				Infektsiooniliste virionide moodustumisel on vajalik L-valk. Varases infektsioonistaadiumis, kui rakus on L-valku vähe, transporditakse uuesti sünteesitud HBV-genoomi sisaldavad nukleokapsiidid raku tuuma (Joonis 342). See suurendab HBV cccDNA-de arvu tüüpiliselt kuni 10 koopiani raku kohta ja võimendab geeniekspressiooni, sealhulgas L-valgu sünteesi. L-valgu kogunemine ER-is käivitab infektsiooniliste virionide moodustumise. Ümbrisega HBV-virionid moodustuvad rakusisestel membraanidel; nende tekkimiseks on oluline L-HBsAg membraanne topoloogia. Nimelt on viirusel vaja, et selle valgu N-otsa poolsed domeenid paikneksid mõlemal pool virioni membraani: membraani siseküljel interakteerumaks nukleokapsiidiga ja membraani välisküljel interakteerumaks uute rakkude nakatamisel hNTCP-retseptoriga. Selline olukord saavutatakse järgmiselt: translatsiooni käigus paigutuvad kõik L-HBsAg molekulid membraani ühel ja samal moel, nii et pre-S-domeen jääb ER-i tsütoplasma poolsele küljele. Translatsiooni järel muudab umbes pool L-HBsAg molekulidest oma paiknemist nii, et preS-domeen paigutub ER-i luumenisse. Virionid punguvad ER-i luumenisse, valmivad ja sekreteeritakse rakust ESCRT raja (ingl endosomal sorting complex required for transport), mis moodustab rakus multivesikulaarseid kehakesi, vahendusel. Kroonilise infektsiooni puhul moodustub ühe raku kohta 1–10 virioni päevas. Lüütiliste viirustega, näiteks gripiviirusega võrreldes on seda vähe ja see takistab viiruse uurimist in vitro tingimustes. In vivo on viirus olemas enamikus, kui mitte kõikides hepatotsüütides ja seetõttu saavutavad HBV tiitrid organismis kõrgeid numbreid.

			 

			HBV põhjustatud kartsinogenees

			Enamikul HCC juhtudel leitakse kasvajarakkude DNA-sse integreerunud HBV genoome või selle fragmente. HBV DNA integreerumisega kaasnevad sageli peremeesraku DNA kromosomaalsed ümberkorraldused. HCC tekkemehhanismi kohta on hulk teooriaid, mis enamasti jagunevad kahte gruppi. 

			Otsese mudeli kohaselt osalevad rakkude onkogeenses transformatsioonis viiruse trans-aktiveerivad valgud ja/või integreerunud cis-järjestused. Trans-aktiveerivaid omadusi on kirjeldatud X-valgul, mis reguleerib raku geeniekspressiooni ja modifitseerib mitmeid raku signaalülekande radu. Selliseid omadusi on kirjeldatud ka trunkeeritud M-valgul ning juhuslikult tekkinud viirusevalkude ja raku proto-onkogeenide valkude liitvalkudel. Ka on WHV puhul leitud, et hepadnaviiruste DNA-fragmentide integreerumine raku genoomi toob kaasa integreerumiskoha lähedal või ka sellest kaugemal asetsevate raku proto-onkogeenide ekspressiooni aktiveerumise.

			Kaudne mudel eeldab, et HBV-geenid ega valgud ise onkogeenses transformatsioonis ei osale. Selle asemel on kesksel kohal kauakestev krooniline põletikuline protsess, mis käivitab maksakoe regeneratsiooni, põhjustades hepatotsüütide pidevat aktiivset paljunemist ning sellega paratamatult kaasnevate juhuslike mutatsioonide kuhjumist. Selle mudeli poolt räägivad järgmised faktid: 

			-HCC võib areneda iga kroonilise maksakahjustuse puhul, näiteks alkohoolse tsirroosi foonil;

			-krooniline HCV-nakkus on samuti suureks HCC riskifaktoriks, samas ei saa HCV RNA-genoomse viirusena raku genoomi integreeruda. 

			Praegu ei saa välistada kumbagi mudelit, ehkki fakt, et HCC tekkimine kestab üldjuhul aastakümneid, on rohkem kooskõlas kaudse mudeliga.

			 

			Kordamisküsimused

			1.1. Milline on HBV virioni ja subviraalsete partiklite ehitus?

			2.2. Milline on HBV genoomne organisatsioon ja valkude kodeerimise strateegia?

			3.3. Kuidas toimub HBV infektsioonitsükkel ja viiruse geeniekspressioon?

			4.4. Kuidas toimub HBV genoomi replikatsioon?

			5.5. Millised on HBV põhjustatud haiguse ja kartsinogeneesi mudelid?

		

	
		
			II.49. CAULIMOVIIRUSED: SUGUKOND CAULIMOVIRIDAE

			Andres Merits, Erkki Truve

			Kokkuvõte

			Caulimoviirused on taimi nakatavad pararetroviirused. Sugukond kuulub seltsi Ortervirales. Molekulaarbioloogiliselt on caulimoviirustel palju ühist samasse seltsi kuuluvate retroviirustega. Virionid on kas ikosaeedrilised või bakterikujulised, genoom on rõngakujuline dsDNA pikkusega umbes 8 kbp. Geenide arv varieerub, kuid liitvalkude sünteesi ja protsessingu tõttu on valmisvalkude arv erinevatel caulimoviirustel sarnane. Caulimoviiruste RNA süntees toimub rakutuumas. Sünteesitud mRNAd liiguvad tsütoplasmasse, kus neilt transleeritakse viirusvalke. Translatsioonile on iseloomulik paljude ebatavaliste strateegiate kasutamine. Genoomist pikem pregenoomne RNA pakitakse moodustuvatesse virionidesse ja pöördtranskribeeritakse seejärel viiruse genoomseks DNA-ks. Sarnaselt retroviiruste pöördtranskriptsiooniga praimitakse negatiivse DNA-ahela süntees peremehe tRNA abil; positiivse ahela sünteesil on praimeriks (või praimeriteks) jäänukid pregenoomsest RNAst. Integratsiooni peremehe genoomi rõhuva enamiku caulimoviiruste puhul ei toimu. Siiski võivad mõnede sugukonda kuuluvate liikide genoomid siseneda mittehomoloogilise rekombinatsiooni teel raku genoomi ja tekitada endogeenseid viraalseid elemente. Valmivad virionid kogunevad rakus moodustuvatesse viroplasmadesse. Levik taimelt taimele toimub mehaanilise või mittetsirkulatiivse putukate vahendatud ülekande teel.

			 

			Caulimoviirused on taimeviirused, neile on iseloomulikud kaheahelaline DNA-genoom ning pöördtranskriptsiooni kaudu toimuv genoomi replikatsioon. Pöördtranskriptsiooni kasutamise tõttu on caulimoviirused lähedased retroviirustele, kuid et nende genoom on dsDNA, mitte RNA, siis nimetatakse neid pararetroviirusteks. Samas erinevad caulimoviirused oluliselt selgroogseid loomi nakatavatest hepadnaviirustest (kuuluvad seltsi Blubervirales) ja on oma molekulaarbioloogia poolest selgelt lähedasemad RNA-genoomiga retroviirustele ning retrotransposoonidele. Seda asjaolu kajastab ka nüüdisaegne süstemaatika, kus caulimoviirused koos sugukondade Retroviridae, Metaviridae, Pseudoviridae ja Belpaoviridae moodustavad seltsi Ortervirales (klass Revtraviricetes, hõimkond Artverviricota, riik Pararnavirae, valdkond Riboviria). Sugulus hapadnaviirustega on klassi (Revtraviricetes) tasemel. Sugukonda Caulimoviridae sugukonda kuulus 2020. aasta II poole seisuga kümme perekonda (Solendovirus, Tungrovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Caulimovirus, Soymovirus, Badnavirus, Rosadnavirus, Dioscovirus ja Vaccinivirus) 85 tunnustatud viiruste liigiga, millest osa kujutab endast endogeenseid viraalseid elemente. Suurim perekond on ligi 59 viiruste liigiga Badnavirus, samas on kõige enam uuritud perekondade Caulimovirus ja Tungrovirus esindajaid.

			Mitmed sugukonna liikmed põhjustavad väga olulisi taimehaigusi (vt allpool, Joonis 350). Lisaks mehaanilisele ülekandele toimub caulimoviiruste ülekanne ka mittetsirkulatiivselt vektoriteks olevate lehetäide abil. 

			 

			Virionid ja genoomid

			Virionid on sõltuvalt perekonnast kas isomeetrilised (T = 7 ikosaeeder, läbimõõt 45–50 nm, Joonis 344) või bakterikujulised (pikkus kuni 900 nm ning diameeter 35–50 nm). Ka bakterikujulistel virionidel on ikosaeedrilise sümmeetria element – selleks on virioni mõlemad otsad, mis ei ole tegelikult ümarad, vaid kujutavad endast poolikut ikosaeedrit. Virionide kapsiidi moodustab kattevalk koos virionidega assotsieerunud valguga (VAP).
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			Joonis 344. Caulimoviiruse ikosaeedrilise virioni ehituse skeem.

			 

			Caulimoviiruste genoom on kaheahelaline rõngakujuline DNA pikkusega 7,2–9,2 kbp. Nii DNA pluss- kui ka miinusahelas on lühikesed katkestused: nagu ka teistel pararetroviirustel on need tekkinud pöördtranskriptsiooni tulemusena. Infektsiooni käigus liigub caulimoviiruse genoom raku tuuma, kus katkestused genoomis repareeritakse, misjärel moodustub superspiraliseerunud minikromosoom. Erinevatesse perekondadesse kuuluvate caulimoviiruste genoomid sisaldavad erisugusel arvul lugemisraame; kõige vähem on neid petuviirustel – üks, kõige rohkem aga soymoviirustel – kaheksa. Erinevus tuleneb peamiselt asjaolust, et paljud caulimoviirused kasutavad pikkade liitvalkude sünteesi ja nende lõikamist valmisvalkudeks. Seetõttu on erinevate caulimoviiruste poolt kodeeritud valmisvalkude arv sarnane. Sarnased on ka viiruse kodeeritud valkude funktsioonid (Joonis 345)
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			Joonis 345. Erinevate Caulimoviridae perekondade genoomide (lihtsuse mõttes näidatud lineaarsetena) organisatsioonide võrdlus. Välja on toodud transpordivalgu (ingl movement protein, MP), proteaasi, pöördtranskriptaasi, RNaasH (RNaseH), virionidega assotsieerunud valgu (ingl virion associated protein, VAP), kapsiidivalgu (ingl coat protein, CP) ja transaktivaatorvalgu (ingl trans-activator, TAV) konserveerunud domeenid. 

			 

			II.49.1. Perekond Caulimovirus

			Perekonda kuulub 13 liiki viiruseid, tüüpesindajaks on lillkapsa mosaiigiviirus (Cauliflower mosaic virus, CaMV). CaMV on kujunenud taimede pararetroviiruste uurimisel mudelliigiks, mistõttu on tegemist ilmselt ühe parimini uuritud taimeviirusega. Pararetroviirustele iseloomulikult ei integreeru CaMV genoom replikatsiooni käigus peremehe genoomi. See poleks ka võimalik, sest erinevalt retroviiruste Pol-regiooni valkudest ei sisalda CaMV pöördtranskriptaas integraasi domeeni. Muus osas sarnaneb CaMV pöördtranskriptaas imetajate retroviiruste Pol-valguga, omades DNA polümeraasi ning RNaas H aktiivsust. Viirus põhjustab nakatatud taimedes (enamasti ristõielised) mosaiiksust, kääbuskasvu ja taimede deformeerumist. Taimerakku siseneb viirus kas vektori (lehetäid) abil või mehaaniliselt vigastuste kaudu.

			 

			Transkriptsioon

			Pärast rakku tungimist liigub CaMV-virion tuumapoori, dissotsieerub ning genoom siseneb rakutuuma. Tuumas parandab peremehe reparatsioonisüsteem viiruse genoomses DNA-s olevad katkestused; selle tulemusena moodustub histoonidega seotud kovalentselt suletud rõnga kujuline minikromosoom. 

			CaMV genoomilt transkribeeritakse kahte 3’-koterminaalset polüadenüülitud mRNA-d: 35S RNA-d ja 19S RNA-d. Lisaks sünteesitakse ka lühemat 8S RNA-d, mis on 5’-koterminaalne 35S RNA-ga. 35S RNA on pikem kui genoomne DNA, seda põhjusel, et transkriptsiooni esimesel ringil transkriptsiooni terminatsiooni ei toimu (Joonis 346). 35S- kui ka 19S promooterid on tugevad ja nende aktiivsust suurendab ühine enhanserelement (vt allpool). Seetõttu sünteesitakse vastavaid RNA-sid nakatunud rakkudes suurel hulgal. 35S RNA-d ka splaissitakse, moodustunud splaissitud RNA-l puuduvad ORF I (MP) ja ORF II (ATF). On teada, et splaissing on CaMV-le oluline, vähendamaks toksilise ATF-valgu ekspressiooni; kuidas täpselt splaissitud mRNA-d kasutatakse, pole aga selge. 35S RNA on enamike enamiku viirusevalkude mRNA-ks ja samal ajal ka pregenoomseks RNA-ks. Talle on iseloomulik väga pikk (600 nukleotiidijääki) 5’-UTR, mis sisaldab väga tugevat juuksenõelastruktuuri ning mitmeid väikeseid ORF-e (Joonis 347).

			35S RNA sünteesiks kasutatakse tugevat konstitutiivset promooterit, mis on aktiivne sisuliselt kõikide kaheiduleheliste taimede kõikides rakutüüpides. Vähemal määral on see tõsi ka üheiduleheliste taimede puhul. Taoliste omaduste tõttu on 35S-promooter kujunenud enimkasutatavaks promooteriks taimede geenitehnoloogias, seda nii transgeensetes taimedes kui ka transientsetes ekspressioonisüsteemides. Ekspressiooni tugevust aitavad tagada kaks enhanseri piirkonda: 

			-regioon A ulatub positsioonist –90 kuni positsioonini –46 (positsioonid transkriptsiooni alguskoha suhtes) ja toimib eelkõige lehtedes;

			-regioon B (–343 kuni –90) toimib eelkõige juurtes. 

			Transkriptsiooni võimendavaid järjestusi on leitud ka transkriptsiooni alguskohast allpool.
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			Joonis 346. CaMV genoom, sellelt transkribeeritavad RNA-d ja nende poolt kodeeritud valgud. ATF – ingl aphid transmission factor, REP – ingl replicase (pöördtranskriptaas). Muud lühendid on samad kui joonise 345 legendis. 
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			Joonis 347. Tugev RNA sekundaarstruktuur CaMV 35S RNA 5’-UTR-is. Selles regioonis paiknevad mini-lugemisraamid A–F (märgitud punasega), splaissingu doonorsait, kattevalgu (CP) seondumissait. Tugevale sekundaarstruktuurile eelneb enhanserite regioon ja järgneb pöördtranskriptsiooni praimerit siduv sait. 

			 

			19S ja 35S RNA-d on matriitsiks CaMV-valkude sünteesil. Valmis valke on CaMV-l 8, lisaks on teada mitu eelvalku ja lõikamise vahevormi. Lugemisraame on genoomis 7.

			1.Transpordivalk. Transpordivalku ehk MP-d (ingl movement protein) kodeerib CaMV-l ORF I, valgu suuruseks on 45 kDa. Valk lokaliseerub plasmodesmidesse ning moodustab rakust rakku liikumiseks vajalikke rakkudevahelisi tuubuleid. 

			2.Lehetäidega ülekandumise faktor (ingl aphid transmission factor, ATF) on CaMV-l ORF II poolt kodeeritav 18 kDa valk, mille muteerumisel kaob viirusel võime vektorite abil taimelt taimele liikuda. ATF on seotud nii virionidega kui ka raku tubuliinidega. Liigselt ekspresseeritud ATF on rakkudele toksiline, seetõttu on viirusele oluline alternatiivse splaissingu abil vähendada ORF II hulka mRNA-des ja vastavalt ka ATF hulka.

			3.Virionidega assotsieerunud valk (ingl virion associated protein, VAP). CaMV puhul transleeritakse ORF III-lt 15 kDa eelvalk, mis protsessitakse 11 kDa massiga valmis-valguks. VAP paikneb virionides (Joonis 344) ja ta on mittespetsiifiliselt võimeline siduma nukleiinhappeid. Virionide pinnalt ulatuvad välja VAP-i keermega domeenid, mis interakteeruvad transpordivalgu ja ATF-i keermega domeenidega, võimaldades niiviisi viiruse rakust rakku liikumise või taimelt taimele ülekandumist.

			4.Kattevalku (ingl coat protein, ka capsid protein, CP) kodeerib CaMV-l ORF IV. CP-l on olemas 56 kDa eelvalk, mis sisaldab väga happeliste omadustega N- ja C-otsapoolseid domeene. Eelvalk lõigatakse 44 kDa ja 37 kDa vormideks, mida mõlemaid on ka virionides. Protsessingut teostab pöördtranskriptaasi proteaasne domeen. Lõikamise tulemusena moodustunud kattevalgu N-terminaalses osas paikneb tuuma lokalisatsiooni signaal, mis on eelvalgus enne N-otsapoolse domeeni eemaldamist varjatud ja mittefunktsionaalne. Seega reguleerib N-otsapoolse otsa eemaldamine kattevalgu funktsioone, tagades selle, et infektsiooni alguses on kattevalk võimeline viima virionid rakutuuma. Samas ei ole uuesti sünteesitud kattevalk enne virionide moodustamist ja sellele järgnevat eelvalgu protsessingut tuuma liikuma. 44 kD CP-d ka fosforüülitakse ning glükosüülitakse.

			5.Proteaas-pöördtranskriptaas. ORF V kodeerib eelvalku, mis lõigatakse kaheks funktsionaalseks valguks: 22 kDa aspartüülproteaasiks, mis on ka seda lõikamist teostavaks ensüümiks, ning 56 kDa pöördtranskriptaas/RNaas H-ks. Seega meenutab ORF V retroviiruste Pro-Pol-regiooni; peamiseks erinevuseks on ülal mainitud integraasi puudumine.

			6.Trans-aktivaatorvalk ehk viroplasmade valk (ingl trans activator, TAV, ka IBP). Seda 62 kDa inklusioonide ehk viroplasmade põhivalku kodeerib ORF VI ja see transleeritakse 19S mRNA-lt. TAV on mažoorne ja multifunktsionaalne valk, mis osaleb nii pöördtranskriptsioonil, polütsistroonse 35S mRNA translatsioonil ja virionide moodustamisel. TAV aitab maha suruda nii viirusvastast RNA vaigistamist kui ka taime sünnipärast immuunsust; seetõttu on TAV oluline sümptomite kujunemisel ja viiruse peremeeste ringi määramisel. On huvitav lisada, et kui CaMV ja teiste lähedaste viiruste jaoks on TAV enamuse viiruse funktsioonide jaoks hädavajalik valk, siis badna-, petu-, rosadna- ja tungroviiruste genoomid TAV-i homolooge ei kodeeri.

			7.ORF VII kodeerib DNA-siduvat tundmatu funktsiooniga valku.

			35S-promooterilt transkribeeritakse ka lühikest 8S RNA-d (Joonis 346). Selle RNA süntees toimub infektsiooni alguses ajal, kui ei ole veel jõutud repareerida negatiivses DNA-ahelas olevat katkestust. Taoline polüadenüleerimata RNA kattub sisuliselt 35S RNA 5’-UTR tugeva sekundaarstruktuuriga regiooniga. Taoline struktureeritud aberrantne RNA on suurepärane substraat käivitamaks RNA vaigistamise mehhanismi. Teda võidakse raku RNA-st-sõltuvate RNA polümeraaside poolt konverteerida kaheahelaliseks RNA-ks, kuid ka temas endas paiknevat juuksenõelastruktuuri võidakse lõigata edukalt siRNA-deks. Lõppkokkuvõttes viib see olukorrani, kus ligi pool peremeestaimes toodetud siRNA-dest pärineb ühel või teisel viisil 8S RNA-st. Need siRNA-d küllastavad rakus olevad AGO valgud ja aitavad sel viisil viiruse 35S RNA-l ja 19S RNA-l pääseda RISC-kompleksi sattumast. Niisiis on 8S RNA näol tegemist peibutisena toimiva RNA-sõltuva vaigistamise RNA supressoriga.

			 

			Translatsioon

			Monotsistroonse 19S RNA, mis sisaldab vaid ORF VI regiooni, translatsiooni initsiatsioon toimub tavapärase ribosoomide skannimise abil. Sel moel sünteesitud viiruse transaktivaator TAV võimaldab sünteesida polütsistroonselt 35S RNA-lt teisi viirusevalke.

			35S RNA äärmiselt pika 5’-UTR-i juuksenõelastruktuur loob olukorra, kus ribosoomid on RNA skannimise käigus võimelised selle sekundaarstruktuuri vahele jätma ehk šuntima (toimub ribosoomide möödajuhtimine, ingl shunting). Lisaks võimsale juuksenõelale on selle protsessi juures olulised ka väikesed ORF-id, mis paiknevad sellessamas piirkonnas ning millistest esimene asub vahetult juuksenõela algusest ülalpool. Sellelt esimeselt mini-ORF-ilt initsieeritakse ka translatsioon, järelikult assambleerub ka funktsionaalne 80S-ribosoom; kõik see on šuntingu toimumiseks hädavajalik. Lihtsustatult võib öelda, et šuntimise käigus moodustub kompleks, millesse kuulub ribosoomi väike 40S-allühik, mis on võimeline liikuma šuntimise doonorsaidilt samas või ka teises, mRNA molekulis paiknevale šuntimise aktseptorsaidile (Joonis 348). Ribosoomide šuntimine kui translatsioonil kasutatav mehhanism avastati just CaMV-d uurides ning tänini on caulimoviirused ainsad teadaolevad taimeviirused, kes sellist mehhanismi kasutavad. Selgroogseid nakatavate viiruste hulgas on šuntingut kasutavaid viiruseid veel, enim tuntud näiteks adenoviirused, mis kasutavad seda hiliste mRNA-de translatsioonil. Milleks caulimoviirustel on sellist mehhanismi üldse vaja? Tõenäoliselt on asi selles, et 35S RNA on ühtlasi viiruse pregenoomseks RNA-ks ning kirjeldatud juuksenõelastruktuuris asub muu hulgas RNA pakkimissignaal. Seega tagab šuntimine, et ribosoomid ei haruta lahti kattevalgu seondumiseks vajalikku RNA sekundaarstruktuuri.
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			Joonis 348. CaMV pregenoomse RNA molekulil toimuva ribosoomide šuntimise mudel. 

			 

			Šuntinimise läbi teinud ribosoomid saavad hakata transleerima 35S RNA ORF-e. Erinevate ORF-ide translatsioon leiab aset ribosoomide reinitsieerimise kaudu. Selleks on oluline ORF-ide I, II ja III kokkupuutekohtades paiknev neljanukleotiidiline AUGA-järjestus, milles ülalpool asuva ORF-i stoppkoodon (UGA) kattub kahe nukleotiidi ulatuses allpool paikneva ORF-i stardikoodoniga (AUG). Re-initsieerimise toimimiseks on vaja viiruse ORF VI TAV-valgu osalemine. TAV on võimeline siduma mitmeid peremehe translatsiooni initsiatsiooni faktoreid, samuti ribosoomivalke ning valku TOR (ingl target of rapamycin), mis on rakkude kasvu ja jagunemist reguleeriv seriin/treoniinkinaas. Ka moodustab TAV tsütoplasmas suuri inklusioone ehk viroplasme. CaMV-valkude süntees toimubki ilmselt nendes viroplasmides, peale selle pakitakse seal kokku ka uued virionid. 

			 

			Pöördtranskriptsioon

			Pregenoomse 35S RNA pöördtranskriptsioonile eelneb selle pakkimine kattevalkude eelvalkudest moodustuvasse kapsiidi. Kapsiidi pakitakse ka viiruse pöördtranskriptaas ja tRNA praimer. Pöördtranskriptsiooni skeem sarnaneb rohkem retroviiruste kui hepadnaviiruste omaga (Joonis 349). DNA sünteesi esimene etapp – negatiivse DNA-ahela süntees – praimitakse initsiaator tRNAMet abil, mis on 14 nukleotiidi ulatuses komplementaarne 35S RNA-le. tRNA seondumise koht paikneb pregenoomse RNA 5’-otsast umbes 600 nukleotiidi kaugusel; sellele kohale jääb pärast pöördtranskriptsiooni katke esimeses sünteesitud DNA-ahelas. Sünteesi käigus lagundab RNaas H DNA/RNA heterodupleksis RNA-ahela. Kui pöördtranskriptaas jõuab pregenoomse RNA 5’-otsa, toimub moodustunud ca 600 nukleotiidi pikkuse DNA-lõigu (ingl minus strong stop DNA) „hüpe“ pregenoomse RNA 3’-otsas paiknevale komplementaarsele järjestusele. See RNA-lõik oli algul 35S RNA 5’-otsa 180 nukleotiidijäägi pikkune koopia. Selline korduvjärjestus tekib pregenoomse RNA sünteesi käigus, sest temale vastavat DNA-lõiku kopeeriti promooteri ja terminaatori vastastikusest paiknemisest tulenevalt kaks korda. Pärast „hüppe“ (ümberlülitamise) toimumist kulgeb negatiivse DNA-ahela süntees matriitsi lõpuni. DNA positiivse ahela süntees initsieeritakse pre-genoomse RNA jäänukitel: RNaas H teostatud degradatsioonist allesjäänud degradatsiooniresistentsete polüpuriinide motiividelt. CaMV puhul on selliseid motiive kaks ja nende kohale jäävad katkestused teises (positiivse) DNA ahelas. Nende katkestuste kohtadel sisaldavad DNA-ahela 5’-otsad mõnesid praimerist pärit ribonukleotiide. Katkestusi ära parandada ei suudeta, sest replikatsioon toimub ju tsütoplasmas paiknevas kapsiidis, kus DNA reparatsiooniaparaat puudub. Hetkel, kui positiivse DNA süntees jõuab negatiivse ahela katkestuse kohale), toimub veel üks „hüpe“ (ümberlülitus), mille tulemusena sünteesitav DNA tsirkulariseerub.

			 

			CaMV liikumine rakust rakku ja taimelt taimele

			CaMV liigub rakust rakku läbi plasmodesmide kulgevate MP poolt moodustatud tuubulite kaudu. Lehetäide abil taimelt taimele liikumiseks on aga vajalikud ATF-valgu poolt moodustatud ja mikrotorukesi sisaldavate kehakeste teke tsütoplasmas. Nendesse kehakestesse kogunenud ATF-i molekulid võetakse taimel toituva lehetäi poolt selle stiletti, kus nad seonduvad kitiinmaatriksis olevatele putuka retseptoritele. Stiletti satuvad ka caulimoviiruse virionid, mis tänu ATF-i ja virionide koosseisus oleva VAP-valgu interaktsioonidele jäävad samuti stiletti püsima. Järgmisel taimel vabanevad viiruspartiklid toitumise käigus stiletist taimerakku. Niisugune caulimoviiruste ülekanne on semipersistentne. Sellisel viisil nimetakse ülekannet, mille puhul viirus ülekandevektoris ei replitseeru ega tsirkuleeru, kuid võib ikkagi püsida vektoris suhteliselt pikka aega (isegi päevi).

			 

			[image: ]

			Joonis 349. CaMV-genoomi replikatsioonitsükkel. 1. Rakku sisenenud partiklitest vabanenud DNA koosneb kolmest DNA fragmendist. Üks neist (α) moodustab (-)-ahela ning kaks (β ja γ) (+)-ahela. Ahelate katkestuskohad on märgitud kui D1, D2 ja D3. 2. Viiruse DNA siseneb rakutuuma, katkestuskohad parandatakse. 3. Peremehe RNA polümeraas II transkribeerib 35S promooterilt kogu genoomi katva pregenoomse RNA, mis sisaldab kahte 35S-promooteri järjestuse koopiat. 4. Pregenoomne RNA liigub tsütoplasmasse, toimub translatsioon. 5. tRNAMet 3’-ots seondub tänu komplementaarsusele 35S RNA 5’-otsa lähedale asuvale saidile (tulevase D1 katkestusekoht) ja praimib uue DNA (α-ahela) sünteesi. 6. RNaas H degradeerib tekkivast DNA/RNA-dupleksist RNA, sünteesitav α-ahel lülitub tänu kordusjärjestusele 35S RNA 3’-otsale. 7, 8. Jätkub α-ahela süntees millega kaasneb RNA kõrvaldamine RNaas H poolt DNA/RNA dupleksist. 9. DNA α-ahela süntees lõpeb. RNaas H ei kõrvalda 35S RNA puriinirikast piirkonda katkestuse D3 juures; järelejäänud RNA-lt praimitakse DNA γ-ahela süntees. 10. Kui γ-ahela süntees jõuab uue α-ahela 5’-otsani, lülitub ta sellele ümber, genereerides uue D1 katkestuse. RNaas H ei suuda kõrvaldada ka 35S RNA puriinirikast piirkonda D2 katkestuse juures, järelejäänud RNA-lt praimitakse DNA β-ahela süntees. Kui γ-ahela süntees jõuab uue β-ahela 5’-otsani, kõrvaldatakse praimer ning tekib uus katkestus D2. Kui β-ahela süntees jõuab uue γ-ahela 5’-otsani, kõrvaldatakse praimer ning tekib uus katkestus D3. 

			 

			II.49.2. Perekond Tungrovirus

			Tungroviirused on üks kahest Caulimoviridae sugukonda kuuluvast perekonnast, millel on bakterikujulised virionid. Need viirused nakatavad üheidulehelisi taimi. Tungroviiruste hulka kuuluv Rice tungro bacilliform virus (RTBV) põhjustab koinfektsioonil Rice tungro spherical virus’e (RTSV) nimelise Sequiviridae sugukonna Waikavirus perekonda kuuluva RNA-genoomiga viirusega riisi tungro-nimelist haigust (Joonis 350). RTBV suudab ka üksi põhjustada riisis tähelepanuväärset haigust, kuid koos RTSV-ga tekkiv tungro on üks laastavamaid riisihaiguseid. Haigus on tuntud 1960-ndatest ja tekitab Lõuna- ja Kagu-Aasias kahju 1,5 miljardi USD eest aastas. Kohati ulatuvad nakatunud põldudel saagikaod 100%-ni. Haigus ei levi lehetäidega, nagu teiste caulimoviiruste perekondade puhul, vaid tirtsudega, kasutades selleks RTSV kodeeritud helper-komponent-valku. RTBV üksi tirtsust vektoriga levida ei suuda.

			RTBV genoomis on neli ORF-i:

			-ORF1 ja ORF4 poolt kodeeritud valkude funktsioonid on tundmatud. 

			-ORF2 kodeerib tõenäoliselt virionidega assotsieerunud valku, mis on funktsioonilt sarnane CaMV ORF III valguga.

			-ORF3 kodeerib liitvalku, mille lõikamisel saadakse viiruse MP, CP, proteaas ning pöördtranskriptaas/RNaas H. 

			Sarnaselt CaMV-ga kasutab ka tungroviirus pregenoomse RNA translatsioonil ribosoomide šuntimist. ORF2 ja ORF3 translatsioon toimub tänu ribosoomide lekkivale skannimisele, ORF4 transleeritakse alternatiivselt splaissitud RNA-lt. ORF1 translatsiooni initsiatsioon toimub aga mittekanooniliselt initsiaatorkoodonilt AUU.
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			Joonis 350. Tungro haigusega riisitaimed ja riisipõld. Fotod pärinevad http://www.knowledgebank.irri.org/training/fact-sheets/pest-management/diseases/item/tungro.

			 

			II.49.3. Teised olulisemad caulimoviiruste perekonnad

			Tungroviirustele on sarnased perekonna Badnavirus esindajad. Ka nendel viirustel on bakterikujulised virionid. Badnaviiruste tüüpesindajal Commelina yellow mottle virus’el (CoYMV) puudub analoog tungroviiruse ORF4-ga, mistõttu on CoYMV genoomis üksnes kolm ORF-i. Teistel badnaviirustel võib aga esineda ka täiendavaid ORF-e. Nii on Lääne-Aafrikas väga rasket kakaopuude haigust põhjustaval Cacao swollen-shoot virus’el (CSSV) viis ORF-i (Joonis 351).
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			Joonis 351. CSSV- ja RTBV- genoomide ehituse skeemid (lihtsuse huvides näidatud lineaarsetena). 

			 

			Teatud badnaviiruste DNA võib integreeruda ka peremehe kromosoomidesse, tehes seda tõenäoliselt mittehomoloogsete DNA otste ühendamise (ingl nonhomologous end-joining) mehhanismi kasutades. Sealjuures võivad mitmed banaane nakatavad badnaviirused ka peremehe genoomist uuesti väljuda ning põhjustada uusi episomaalseid infektsioone. Sellised genoomist väljumised toimuvad tõenäoliselt homoloogilise rekombinatsiooni abil vastusena mitmesugustele stressitingimustele. 

			Endogeensed viraalsed elemendid ehk EVE-d, nagu selliseid integreerunud viraalseid järjestusi tähistatakse, iseloomustavad tegelikult mitte üksnes perekonda Badnavirus; selliseid leidub ka perekondades Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Tungrovirus. Caulimoviridae sugukonna liikmed on kõige levinumad taimede EVE-d. Enamasti ei ole EVE-d (enam) võimelised taime genoomist replikatsioonivõimelisi viraalseid genoome vabastama. Siiski suudavad endogeensed Petunia vein clearing virus (PVCV, petuviirus) ja Tobacco vein clearing virus (TVCV, solendoviirus) seda teha, pannes niiviisi aluse uuele infektsioonile. Sellised EVE-d peavad kandma oma genoomis vähemalt üht funktsionaalset viirusejärjestust, mis ei sisalda letaalseid mutatsioone. Tõsi, see ei pea tingimata paiknema peremehe genoomis ühe täispika segmendina: viiruse reaktiveerumine võib toimuda ka genoomis eraldi paiknevate segmentide omavahelise homoloogilise rekombinatsiooni tulemusena. Sellised viiruse aktiveerumised on üldjuhul seotud peremeestaime stressiga – kui tavaolukorras on seesugused viraalsed elemendid tugevalt metüleeritud, siis stressitingimustes võib toimuda DNA demetüleerimine ja viirus võib selle tagajärjel uuesti aktiveeruda. EVE-de metüleerimine baseerub põhiliselt siRNA-de kaudu toimuval RNA-st sõltuval DNA metülatsioonil. Selliste viraalset päritolu siRNA-de tootmine taimedes tagab aga samal ajal kaitse taime potentsiaalselt nakatavate autonoomsete sugulasviiruste vastu, mistõttu EVE-de olemasolu genoomis võib anda peremeestaimele hoopis bioloogilisi eeliseid.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Milline on lillkapsa mosaiigiviiruse genoomi struktuur ja viiruse kodeeritud valgud?

			2.Kuidas toimub lillkapsa mosaiigiviiruse geeniekspressioon (transkriptsioon ja translatsioon)?

			3.Kuidas toimub lillkapsa mosaiigiviiruse genoomi replikatsioon ja tekivad lillkapsa mosaiigiviiruse genoomsesse DNA-sse katkestused?

			4.Mille poolest sarnanevad ja mille poolest erinevad tungroviirused lillkapse mosaiigiviirusest?

			5.Mis on taimede endogeensed viraalsed elemendid, kuidas toimub nende inaktiveerimine ja reaktiveerumine?

		

	
		
			II.50. VIROIDID 

			Cecilia Sarmiento

			Kokkuvõte 

			Viroidid on taimede autonoomsed (isereplitseeruvad) subviraalsed patogeenid. Kuigi viroidid ei ole viirused, kuuluvad nad siiski ICTV poolt loodud viiruste süsteemi, moodustades kaks sugukonda: Avsunviroidea ja Pospiviroidea. Viroidi genoom on lühike, tavaliselt umbes 250–400 nukleotiidijäägi pikkune mittekodeeriv rõngakujuline RNA molekul. Viroidid replitseeruvad kas rakutuumas või kloroplastides, kasutades selleks peremeestaime RNA polümeraase. Replikatsiooni skeem võib olla sümmeetriline (Avsunviroidea) või asümmeetriline (Pospiviroidea). Avsunviroidea esindajatel on genoomis ka ribosüümi struktuur, sarnanedes selle poolest hepatiit D viirusele. Mõned viroidid replitseeruvad peremeestaimes sümptomeid tekitamata, samas teised võivad peremeest laastada. Viroidi patogeensus on suure tõenäosusega vahendatud RNAi mehhanismi poolt. Taimelt taimele levivad viroidid mehaaniliselt või pookematerjaliga; levik põlvkondade vahel toimub seemnete/tolmuterade abil.

			 

			Viroidid on taimede subviraalsed patogeenid. Nad kujutavad endast väikseid rõngakujulisi RNA molekule, millel on selgelt väljendunud sekundaarstruktuur ja mis ei kodeeri valke. Potato spindle tuber viroid-i (PSTVd) tekitatud haigus on tuntud juba aastast 1923, kuid esmakordselt kirjeldati selle tekitajat alles 1971. aastal. Viroidid replitseeruvad taimeviirustest sõltumatult ja nende genoome ei pakita valgulisse kapsiidi. Genoomi pikkus jääb viroididel enamasti vahemikku 250–400 nukleotiidijääki. Siiani on viroide leitud ainult taimedel, kus nad põhjustavad sageli raskeid haiguseid (Joonis 352).
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			Joonis 352. Viroidide põhjustatud sümptomid erinevatel taimedel. Joonis pärineb Flores et al., 2005. Annual Reviews of Phytopathology 43:117–39.

			 

			Praeguseks (2020. a) on teada 33 viroidiliiki, mis jagunevad kahte sugukonda.

			1.Pospiviroidae. Siia gruppi kuulub 28 rakutuumas replitseeruvat viroidi liiki, mis moodustavad viis perekonda. Tüüpesindaja on PSTVd. Sekundaarstruktuurilt on PSTVd kepikesekujuline RNA molekul, milles saab eristada viis domeeni (Joonis 353A).

			2.Avsunviroidae. Sellesse sugukonda kuulub 5 kloroplastides replitseeruvat viroidi liiki, mis jagunevad kolme perekonda. Tüüpesindaja on Avocado sunblotch viroid (ASBVd). Genoomse RNA sekundaarstruktuur on pigem hargnev kui kepikesekujuline, eriti selgelt on see väljendunud perekonnas Pelamoviroid, kuhu kuulub Peach latent mosaic viroid (PLMVd) (Joonis 353B). Sellesse sugukonda kuuluvate viroidide positiivsed ja negatiivsed RNA-ahelad sisaldavad ribosüüm-struktuure ning on katalüütiliselt aktiivsed.
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			Joonis 353. Viroidide sugukonnad ja nende esindajate genoomide sekundaarstruktuurid. A. Pospiviroidea sugukonda kuuluva viroidi (PSTVd) genoomi sekundaarstruktuur ja selles leiduvad domeenid. B. Avsunviroidea esindajate genoomide sekundaarstruktuurid ja konserveerunud järjestused.

			 

			Genoom 

			PSTVd, Pospiviroidae tüüpesindaja genoom on natiivsetel tingimustel elektronmikroskoobis nähtav 37 nm pikkuse kepikesena, denaturatiivsetes tingimustes aga rõngakujulise molekulina. Tõenäoliselt on viroididel in vivo tingimustes ka kolmanda astme (ruumiline) struktuur. PSTVd genoom on 359 nukleotiidijäägi pikkune ning aluste paardumise protsent on ligikaudu 80. Peale paardunud regioonide leidub viroidi genoomis ka silmuseid (Joonis 353A). Pospiviroidae sugukonda kuuluvad viroidide genoomides saab eristada viit domeeni.

			1.Tsentraalne domeen. Konserveerunud struktuur, mis on olemas peaaegu kõigil Pospiviroidea sugukonda kuuluvatel viroididel. See domeen on umbes 95 nukleotiidijäägi pikkune ja arvatavasti sisaldab järjestust, mille kaudu viroidi multimeerne RNA lõigatakse monomeerseteks genoomideks (vt allpool).

			2.Patogeneesi domeen. Sellele regioonile on iseloomulik ühes ahelas enamasti A-, teises ahelas aga U-jääkide paiknemine. Nagu nimetus ütleb, on see regioon seotud viroidi põhjustatud patogeneesiga.

			3.Varieeruv domeen. Selles RNA regioonis on ka süstemaatiliselt lähedastel viroididel suurimad erinevused, mistõttu järjestuste sarnasus jääb alla 50%.

			4.Teminaalsed domeenid. Kokku on igal sellesse sugukonda kuuluval viroidil kaks terminaalset domeeni. Need domeenid on väga konserveerunud ja osalevad viroidi RNA replikatsioonis.

			Need viis domeeni ja nendes paiknevad konserveerunud järjestused (CCR, ingl central conserved region, TCR, ingl terminal converved region, ja TCH, ingl terminal conserved hairpin, vt Joonis 353A) on iseloomulikud vaid Pospiviroidae esindajatele. Sugukonda Avsunviroidae kuuluvate viroidide genoomides need elemendid puuduvad. Küll aga on erinevate Avsunviroidae esindajate genoomid sarnased, moodustades samalaadseid sekundaarstruktuure.

			 

			Replikatsioon

			Erinevalt RNA genoomsetest viirustest on viroidi puhul mõiste „genoomi polaarsus“ tinglik, sest valke see ei kodeeri ja partiklitesse seda ei pakita. Kokkuleppeliselt nimetatakse positiivse polaarsusega ahelaks infektsioonilist ja rakus suuremas hulgas olevat RNA-ahelat. Nagu ka RNA viirustel, toimub viroidi genoomi replikatsioon vastupidise polaarsusega, mida tinglikult nimetatakse negatiivse polaarsusega RNA-ks, vahevormi kaudu. Replikatsioon võib toimuda kas raku tuumas (Pospiviroidea) või kloroplastides (Avsunviroidae). Nakatatud rakus on alati nii rõngakujulised kui ka lineaarsed positiivsed RNA-ahelad ja multimeersed negatiivsed RNA-ahelad. Multimeersete ahelate olemasolu näitab, et genoomi replikatsiooniks kasutatakse veereva rõnga mehhanismi. On olemas kaks oletatavat viroidi genoomi replikatsiooni mudelit (Joonis 354).

			1.Asümmeetriline mudel eeldab, et rõngakujuliselt positiivselt RNA-lt sünteesitakse veereva rõnga mehhanismi abil multimeerne negatiivne RNA. Selle mudeli puhul nakatatud rakus tsirkulaarseid negatiivse polaarsusega RNA monomeere ei moodustu. Selle asemel sünteesitakse negatiivselt multimeerselt RNA-lt positiivse polaarsusega RNA multimeerid, mis hiljem lõigatakse monomeerideks ja tsirkulariseeritakse. Teadaolevail andmeil toimub PSTVd ja teiste Pospiviroidea esindajate replikatsioon just asümmeetrilise mudeli järgi.

			2.Sümmeetriline mudel eeldab, et tsirkulaarselt positiivselt RNA-lt sünteesitakse veereva rõnga mehhanismi abil kõigepealt multimeerne negatiivne RNA, mis seejärel lõigatakse monomeerideks. Need tsirkulariseeruvad ja toimivad matriitsina positiivse polaarsusega RNA multimeeride sünteesil. Ka positiivse polaarsusega RNA-d lõigatakse hiljem monomeerideks ja tsirkulariseeritakse. ASBVd ja teiste Avsunviriodea esindajate replikatsioon toimub sümmeetrilise mudeli järgi: nende viroididega nakatatud rakud sisaldavad rõngakujulisi negatiivseid RNA-sid.
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			Joonis 354. Viroidide RNA replikatsiooni mudelid. Positiivset ahelat on kujutatud musta, negatiivset sinise värviga. HP – host protein. PD – plasmodesm, Rz – ribosüüm, Pol II – raku RNA polümeraas II. Mono- ja multimeersete genoomide pikkused ei ole joonistatud proportsioonis. 

			 

			Mõlema skeemi puhul on selge, et viroidi RNA genoomi replikatsioonis peab osalema mingi RNA-d sünteesiv ensüüm ja RNA-d lõikavad ning ligeerivad molekulid. Et viroid ise valke ei kodeeri ja viiruste abi ei vaja, peab replikatsioonis osalev RNA polümeraas pärinema peremeesrakult. Ehkki taimed kodeerivad RNA-st sõltuvaid RNA polümeraase, on siiski enam-vähem kindel, et PSTVd replikatsioon rakus toimub raku RNA polümeraasi II abil. Seda tõestab asjaolu, et α-amanitiini (RNA polümeraas II inhibiitor) lisamine inhibeerib PSTVd replikatsiooni. Siiski võib, analoogselt hepatiit D viiruse replikatsiooniga (ptk II. 33), tegelik olukord olla keerulisem ehk siis replikatsiooni erinevates etappides võivad osaleda ka muud RNA polümeraasid. Seda võimalust kinnitavad ka in vitro katsed, mis on näidanud, et ka raku RNA polümeraasid I ja III, samuti raku RNA-st sõltuvad RNA polümeraasid on võimelised sünteesima viroidi RNA-d. 

			Kuna Avsunviroidea esindajad replitseeruvad kloroplastides, on tõenäoline, et nende RNA sünteesi viivad läbi rakutuumas paiknevate geenide poolt kodeeritud kloroplasti RNA polümeraasid. Tegelikult ei ole ASBVd ei replikatsiooniks kasutatava ensüümi ega replikatsiooni koha suhtes eriti valiv. Nimelt on ta võimeline replitseeruma ka pagaripärmis, kus, arusaadavalt, kloroplaste ei ole. Mõlema viroidide sugukonna puhul on selge, et RNA replikatsiooni viivad läbi ensüümid, millel puudub proofreading-aktiivsus. Lisaks sellele töötavad need ensüümid ebatüüpilisel matriitsil (rõngakujulisel RNA-l). Seetõttu pole üllatav, et viroidi RNA replikatsioonil tekib erakordselt palju vigu (Joonis 24, 25): ühe replikatsioonitsükli jooksul tüüpiliselt 1 viga 400 nukleotiidijäägi kohta. Seda on ligikaudu 25 korda rohkem, kui neid tekib RNA genoomsete viiruste replikatsioonis. See aga tähendab, et viroidid on erakordselt muutlikud: ühe viroidi järglaskonnaks on seeria teineteisest erinevaid järjestusi (kvaasiliike).

			Kahe viroidide sugukonna erinevus on eriti märgatav monomeerste RNA-de moodustamise mehhanismide puhul. ASBVd ja temaga suguluses olevate viroididel toimub multimeersete positiivsete ja negatiivsete RNA-de lahtilõikamine autokatalüütiliselt. Seda võimaldavad viroidi RNA-s paiknevad ribosüümid: nii positiivsed kui negatiivsed RNA-d sisaldavad hammerhead’i–tüüpi ribosüümi struktuure. Põhimõtteliselt võib ASBVd genoomil olla mitmeid konformatsioone ja ribosüümi struktuur võib moodustuda vähemalt kahe erineva sissevoltimise tulemusena. Siiski oleks selline lihtne hammerhead-ribosüüm, näiteks hepatiit D viiruse ribosüümiga võrreldes, väga ebaefektiivne. Seetõttu arvatakse, et viroidi funktsionaalsel ribosüümil on topelt hammerhead struktuur: selle moodustavad kaks positiivses või negatiivses multimeeris paiknevat ribosüümi järjestust. Lahtilõigatud monomeeride tsirkulariseerimise eest vastutab raku tRNA ligaas.

			PSTVd-l puudub ribosüümile omane struktuur ja autokatalüütilise protsessingu võime. Tema genoomide multimeeride protsessing toimub seega mingi rakutuumast pärineva molekuli, tõenäoliselt valgu abil. PSTVd monomeersed positiivsed RNA-genoomid tsirkulariseeritakse raku RNA ligatsiooniensüümide abil. 

			 

			Bioloogilised aspektid ja viroidide päritolu hüpoteesid

			Paljudel viroididel on lai peremeestering: PSTVd nakatab vähemalt 160 liiki taimi. Samas piirdub ASBVd looduslik peremeestering vaid kahe liigiga, ehkki, nagu ülal märgitud, on ASBVd genoom võimeline replitseeruma isegi pagaripärmis. Paljud viroidid põhjustavad raskeid taimehaigusi ja koos sellega ka suurt majanduskahju. Viroidi nakkuse sümptomid taimes meenutavad viirusinfektsiooni käigus tekkivaid sümptomeid, need on järgmised: taimede kääbuskasv, lehtede kuivamine, nekroosid ja mõningatel juhtudel kogu peremeestaime häving (Joonis 352). Nii on Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd) alates 1950. aastast põhjustanud üle 30 miljoni kookospalmi hukkumise Filipiinidel (majanduslik kahju >3 miljardi USA dollari). Samas on paljud viroidid latentsed ja sümptomeid esile ei kutsu. 

			Raku tasandil on sagedasteks viroidinakkusega kaasnevateks nähtusteks kloroplastide ja rakuseinadefektid ning mitmesuguste membraansete struktuuride moodustumine tsütoplasmas. Molekulaarsel tasandil on leitud, et viroidinfektsiooniga kaasneb mitmete raku kodeeritud valkude sünteesi indutseerimine ja/või modifitseerimine (nt fosforüülimine). Viroidide industeeritavate valkude hulka kuuluvad ka patogeneesiga seotud taimevalgud.

			Taimes transporditakse viroid rakust rakku plasmodesmide kaudu; süsteemne transport toimub taime juhtkudede kaudu. Viroidide transport taimedes on väga kiire; see lubab oletada spetsiifiliste transpordimehhanismide olemasolu. Näiteks on teada, et Hop stunt viroid’i (HpSVd) puhul on süsteemne liikumine soodustatud lektiinide poolt. PSTVd mutatsioonanalüüs on näidanud, et viroidi liikumiseks on vajalik tema RNA genoomi sekundaarstruktuur. Ka on teada, et PSTVd jõuab rakutuuma tsütoskeletist sõltumatult. Viroidi ülekandumine taimelt taimele toimub peamiselt mehaanilisel teel, põlvkonnalt põlvkonnale aga seemnete ja tolmuterade kaudu. Erandiks on Tomato planta macho viroid (TPMVd), mis levib lehetäide abil. Mõni viroid on võimeline pakkuma ka viiruse partiklisse (nt PSTV-d PLRV partiklisse) ja levima koos sellega taimelt taimele.

			Viroidide tekitatud bioloogiliste efektide põhjused on enamasti teadmata või olemasolevad teadmised on väga piiratud. Näiteks on teadmata determinandid, mis määravad konkreetse viroidi peremeeste ringi. Viroidide transport taimes võib olla analoogne teiste väikeste RNA-de transpordiga. Viroidide patogeensust seostatakse praegu peamiselt RNAi-mehhanismiga. Nimelt on näidatud, et viroidide replikatsioonil tekkivatest dsRNA-dest moodustuvad siRNA-d on komplementaarsed mitmete raku mRNAdega ning suruvad seetõttu maha vastavate geenide ekspressiooni. Nii on võimalik tekitada taimes viroidinfektsioonile iseloomulikke sümptomeid, lihtsalt ekspresseerides seal mittereplitseeruvat, kuid järjestuselt virioidi genoomile vastavat dsRNA-d. 

			Viroidide päritolu ei ole selge. Selle kohta on mitu hüpoteesi.

			1.Viroidid pärinevad elu tekkimisele eelnenud „RNA-maailmast“.

			2.Viroidid pärinevad raku RNA-dest.

			3.Viroidid on mingite rakuliste endoparasiitide degenereerumise tulemus.

			Nende teooriate otsest tõestust muidugi ei ole. Kaudseid tõendeid, nii hüpoteeside poolt kui vastu, on mitmeid ja enamus neist toetab praegusajal „RNA-maailma“ hüpoteesi. 

			Isegi võrreldes viiruste ajaloo uurimisega on viroidide ajaloo uurimine väga keeruline. Selle põhjuseks on asjaolu, et viroidid ei kodeeri valke, millel võiksid analoogiliselt viiruste valkudega olla evolutsiooniliselt konserveerunud ruumilised struktuurid. Ainus, mida saab enam-vähem kindlat väita, on see, et vähemalt mõned viroidid, nagu Columnea latent viroid (CLVd) ja Australian grapevine viroid (AGVd), on tekkinud rekombinatsiooni teel.

			 

			Kordamisküsimused

			1.Mida kujutavad endast viroidid ja mille poolest erinevad teineteisest kaks viroidide sugukonda (Pospiviroidae ja Avsunviroidae)?

			2.Kus ja kuidas viroidid replitseeruvad?

		

	
		
			II.51. SATELLIIDID JA SATELLIIDISARNASED MOLEKULID.

			Cecilia Sarmiento

			Kokkuvõte

			Satelliitviirused vajavad paljunemiseks peremeesviirust (abiviirust). Neid leidub koos taime- ja loomaviirustega, aga ka algloomi nakatavate hiidviirustega. Satelliit-viirused võivad olla üsna suured ja kodeerida kümneid erinevaid valke, nagu mimiviiruse satelliitviirus - virofaag Sputnik. Nad võivad olla ka väikesed ja kodeerida ainult iseenese kattevalku, nagu mõned satelliitviirused, mille peremeesviirusteks on RNA-genoomiga taimeviirused. Satelliidid erinevad satelliitviirustest selle poolest, et nad ei kodeeri genoomi pakkimiseks vajalikke valke. Kõik siiani leitud satelliidid, välja arvatud dsRNA satelliidid, mida leidub seentes, on seotud taimeviirustega. Erinevalt viroididest vajavad satelliidid oma replikatsiooni ja/või leviku jaoks viiruste abi. Satelliite on nii DNA- kui ka RNA-genoomiga taimeviirustel ja vastavalt sellele on ka satelliitide endi genoomiks kas DNA või RNA. ICTV tunnustab kahte sugukonda DNA-genoomiga satelliite (Alphasatellitidea ja Tolecusatellitidea); RNA-genoomiga satelliidid on ametlikult veel süstematiseerimata. Osa satelliite kodeerib suuremaid või väiksemaid valke, mis mõnel juhul on olulised nende genoomi replikatsiooniks. Satelliidid võivad mõjutada peremeesviiruse replikatsiooni enamasti seda maha surudes. Seetõttu on ka viirushaiguse sümptomid taimedes sageli satelliitide poolt mõjutatud.

			 

			Satelliidid on nn subviraalsed agendid. Nende replikatsioon sõltub peremeesviiruse (ka helper-viirus või abiviirus) olemasolust. Satelliidi järjestused erinevad olulisel määral nii peremeesviiruse kui ka tema peremeesorganismi järjestustest. Viimase omaduse poolest erinevad satelliidid defektsetest interfereeruvatest (DI) genoomidest, mille järjestused on sarnased selle viiruse genoomiga, millest nad on tekkinud. Satelliitide puhul on tihti ainult genoomi otstes asuvad lühikesed järjestused identsed abiviiruse genoomi järjestustega. Oletatakse, et selle põhjuseks on asjaolu, et nii satelliit kui peremeesviirus kasutavad ühte ja sedasama, peremeesviiruse poolt kodeeritud replikatsioonimasinat.

			Satelliidid ei ole peremeesviirusele vajalikud ega kujuta seega endast tema genoomi komponente. Sellest reeglist on erandiks mõned allpool kirjeldatud satelliidisarnased molekulid. Vastavalt kodeerivaile omadustele saab jagada satelliite kahte gruppi:

			1.Satelliitviirused: kodeerivad vähemalt oma kattevalku.

			2.Satelliit-DNA-d või satelliit-RNA-d: ei kodeeri kattevalke ja nende genoomid pakitakse peremeesviiruse kattevalgu poolt.

			Satelliitide genoomide organisatsiooni ja peremeesviiruse taksonoomilise kuuluvuse vahel ei ole selget korrelatsiooni. See annab alust oletada, et satelliitsus on tekkinud evolutsiooni käigus korduvalt ja sõltumatult. Looduses on täheldatud, et üks peremeesviirus võib olla seotud rohkem kui ühe satelliidiga. Samuti on teada juhtumeid, kus üks satelliit võib kasutada peremeesviirusena mitut erinevat viirust. Satelliidid võivad isegi, lisaks peremeesviirustele, sõltuda ka teisest satelliidist.

			 

			II.51.1. Satelliitviirused

			Tuntud satelliitviirused erinevad üksteisest suurel määral nii oma genoomide kui ka bioloogiliste omaduste poolest. Peremeesviiruste järgi saab satelliitviiruseid jagada kolme gruppi:

			•taimeviiruste satelliit-viirused;

			•loomaviiruste satelliitviirused;

			•virofaagid (hiidviiruste satelliitviirused).

			 

			Taimeviiruste satelliitviirused

			Hetkel on teada neli satelliitviiruste perekonda (2020. a süstemaatikas kuuluvad need perekonnad valdkonda Riboviria, kuid vahepealseid taksoneid – sugukondi jne – polnud veel loodud), mis on seotud taimi nakatavate viirustega. Need satelliitviirused on kõige väiksemad tuntud taimeviirused. Kõik nad on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga, nende genoomidel puuduvad nii cap-struktuur kui ka polü(A) saba. Satelliitviiruse RNA genoom on pakitud väikestesse ikosaeedrilistesse (T = 1) partiklitesse; muude ssRNA-genoomiga viiruste puhul on T = 1 sümmeetria haruldane.

			Satellite tobacco necrosis virus’e (STNV) virionide diameeter on 17 nm, tema peremeesviirusel Tobacco necrosis virus’el (TNV) aga 28 nm. STNV avastati 1962. aastal ja praeguseks on teada selle mitu varianti. Praeguse taksonoomia järgi kuulub STNV perekonda Albetovirus ja tema ametlik liiginimi on Tobacco albetovirus 1, –2 ja –3. Kindlad STNV liigid kaasnevad ainult kindlate TNV tüvedega. Nii peremees- kui ka satelliitviiruse ülekandevektoriks on parasiitseen Olpidium brassicae. STNV oli esimene RNA-genoomiga taimeviirus, millele loodi pöördgeneetikasüsteem; osalt selle tõttu on teda ka palju uuritud. Et STNV lihtsad virionid kogunevad nakatatud taimes suurel hulgal, on teada ka tema virioni täppisstruktuur (on tehtud röntgenstruktuuranalüüs). STNV RNA genoom on positiivse polaarsusega ja koosneb STNV-1 puhul 1239 nukleotiidijäägist. Genoomi 5’-otsal ei ole cap- ega VPg-struktuuri. Sellele vaatamata on STNV genoomne RNA in vivo väga stabiilne, püsides TNV puudumisel taimerakkudes intaktsena kuni 10 päeva. 50% STNV genoomist on pikk 3’-UTR, mis sisaldab tRNA-sarnast struktuuri, mis ei aktsepteeri aminohappeid. STNV genoomne RNA on väga aktiivne translatsiooniline matriits: genoomi 5’- ja 3’-UTR-id interakteeruvad üksteisega, võimendades RNA translatsiooni. Genoom kodeerib ainult ühte valku: STNV kattevalku (21 kDa). Olulist sarnasust peremeesviiruse genoomi ega valkudega STNV-l ei ole. STNV replitseerub TNV poolt kodeeritud RNA polümeraasi abil; tema ko-infektsioon vähendab tunduvalt peremeesviiruse replikatsiooni efektiivsust ja nõrgestab TNV tekitatud sümptomeid. Sarnase ehitusega on Satellite maize white line mosaic virus (SMWLMV, süstemaatiline liiginimi Maize aumaivirus 1) ja Satellite panicum mosaic virus (SPMV, süstemaatiline liiginimi Panicum papanivirus 1). Need viirused kuuluvad vastavalt perekondadesse Aumaivirus ja Papanivirus ning kodeerivad ainult oma kattevalku. Kõigil neil kolmel satelliitviirusel on peremeesviirusteks tombusviirused. Tasub mainida, et SPMV kattevalk ei vastuta üksnes virioni ehituse, vaid ka satelliitviiruse ning peremeesviiruse (Panicum mosaic virus, PMV) akumulatsiooni eest. Sestap, kui mõlemad viirused on kohal, siis on tekitatud sümptomid (nt kloroos) tugevamad kui ainult PMV-infektsiooni korral. Seega on olukord vastupidine kui STNV ja tema peremeesviiruse puhul; need andmed näitavad, et satelliitviirused võivad peremeesviiruse põhjustatud patoloogiale kaasa aidata või seda pärssida.

			Ikosaeedrilise virioniga satelliite leidub ka spiraalse virioniga RNA-genoomsetel viirustel. Perekonda Virtovirus kuuluva Tobacco virtovirus 1 ehk tubaka mosaiigiviiruse satelliidi (STMV) genoom on 1059 nukleotiidijäägi pikkune. Nagu TMV-l, on ka tema genoomi 3’-otsas tRNA-sarnane struktuur, mis aktsepteerib histidiini. Peale tavalise kattevalku kodeeriva lugemisraami on STMV genoomis veel ka teine väike ORF, mille poolt kodeeritud valgu funktsioonid pole teada. On tähtis mainida, et STMV esineb koos konkreetse TMV U5 tüvega (Joonis 355). Loodusest isoleeriti STMV aga esialgu koos hoopis teise tobamoviirusega (mitte TMV-ga). Tema peremeesviirused nakatavad erinevaid taimi ja see, kuidas STMV mõjutab peremeesviiruse nakkust, sõltub konkreetsest taimest.

			 

			[image: ]

			Joonis 355. TMV ja tema satelliitviirus. Elektronmikroskoobiga tehtud fotol on näha spiraalne TMV-virion ja tema ümber palju ikosaeedrilisi STMV virione. Mõõtjoon näitab 50 nm. Foto pärineb Valverde and Dodds, 1987. Journal of General Virology 67, 1875–1884.

			 

			Loomaviiruste satelliitviirused 

			Selles peatükis ei käsitle me pikemalt ssDNA-genoomiga adenoviirustega seotud satelliit-viiruseid (AAV-d ehk adeno-assotsieerunud viirused), sest neid on juba kirjutatud peatükis II.37. Tuletame vaid meelde, et AVV-d kuuluvad perekonda Dependoparvovirus, mis omakorda klassifitseeritakse sugukonda Parvoviridae. Tavaliselt replitseeruvad AAV-d vaid juhul, kui peremeesrakk on samal ajal nakatunud kas adeno- või herpesviirusega (sestap on AAV satelliitviirus ja abiviirusteks on adeno- või herpesviirused). Loomaviiruste satelliitide gruppi võiks lisada, vähemalt mitme tunnuse poolest, ka negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga hepatiit D viiruse (HDV) mis kuulub perekonda Deltavirus. Ka HDV ei ole autonoomne viirus, vaid hepatiit B viiruse satelliit. Samas on HDV sedavõrd eriline, et teda on käsitletud eraldi peatükis (II-33). 

			Klassikalisi taimeviiruste satelliitviiruseid meenutavaid satelliitviiruseid on praegusajaks leitud ka mitmetel lülijalgseid nakatavatel positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel:

			-Chronic bee-paralysis satelliite virus (CBPSV) on eriline selle poolest, et tema ssRNA genoom koosneb kolmest segmendist. CBPSV genoom pole täielikult sekveneeritud, aga on teada, et see kodeerib ühte kattevalku, millega ehitatakse üles väike taimeviiruste satelliitviiuste omaga sarnanev virion. Tema peremeesviirus on Chronic bee-paralysis virus (CBPV), mis nakatab mesilasi ja pole taksonoomiliset veel paika pandud. Satelliitviiruse kohalolek mõjutab tema peremeesviiruse replikatsiooni negatiivselt.

			-Extra small virus (XSV) ja tema peremeesviirus Mocrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV) nakatavad suuri krevette ja tekitavad neil rasket haigust, mis lõpeb looma surmaga ja põhjustab Aasia krevetikasvandustes suurt majanduskahju. Nii XSV kui MrNV nakatavad ka veeputukaid ja oletatakse, et nende kaudu jõuavad nad ka krevettide juurde. XSV (süstemaatiline liiginimi Macrobrachium satellite virus 1) on perekonna Macronovirus (kuulub sugukonda Sarthroviridae valdkonnas Riboviria, 2020. a süstemaatikas vahepealesed taksonid puudusid) ainus tuntud esindaja. Tema genoom on 769 nukleotiidijäägi pikkune positiivse polaarsusega RNA, millel on 3’-polü(A) saba. Ehkki genoom on väga lühike, kodeerib ta kattuvatelt lugemisraamidelt kahte erisugust kattevalku. Partikli diameeter on 15 nm. 

			 

			Virofaagid

			Virofaagid on dsDNA-genoomiga viirused, mille paljunemise sõltub algloomi, vetikaid ja fütoplanktonit nakatavatest hiidviirustest. Virofaage on leitud veeproovidest, mis pärinevad merest, erinevatest järvedest ja Amazonase jõest, samuti mullast. Hetkel on teada üle 20 virofaagi; tõsi küll, enamus nendest vaid metagenoomi analüüsi põhjal. Bioloogilisi omadusi on seetõttu uuritud vaid üksikutel virofaagidel. Uuritud virofaagide puhul on leitud, et nende replikatsioon vähendab peremeesviiruse paljunemist, sellest tuleneb ka nende viiruste nimetus „virofaag“, mis etümoloogiliselt tähendab „viiruse sööjat“ (termin on analoogne sõnaga „bakteriofaag“).

			Erinevalt taime- ja loomaviiruste satelliitviirustest on virofaagid üsna suured viirused. Nende genoom on 17–30 kbp pikkune lineaarne või tsirkulaarne dsDNA molekul. Vastavalt sellele on ka praegusajal kirjeldatud virofaagide virionid üsna suured, 40–80 nm läbimõõduga ikosaeedrid. Virofaagide ja nendega seotud hiidviiruste genoomis paiknevad promootorid ja terminaatorid sarnanevad üksteisega; see annab alust oletada, et virofaagide mRNA-de süntees sõltub nende peremeesviiruste poolt kodeeritud transkriptsioonisüsteemist. Virofaagide genoomide replikatsioon toimub nakatatud rakkude tsütoplasmas moodustuvates hiidviiruse viirusevabrikutes, kasutades hiidviiruse kodeeritud replikatsioonimasinat (Joonis 356). 

			Virofaagide genoomid võivad sisaldada isegi kuni 34 erisugust lugemisraami. Mitmed nendest kodeerivad konserveerunud valke ja domeene, mis on erinevatel virofaagidel sarnased; selle alusel arvatakse, et praegu tuntud virofaagid on ühist evolutsioonilist päritolu ja moodustavad monofüleetilise grupi. Samas on üle 60% virofaagide valkudest „ORFans“ ehk siis sellised, millele ei õnnestu muude viiruste ja rakkude järjestuste hulgast homolooge leida või funktsioone ennustada.

			Virofaagid, mida on õnnestunud kultiveerida (Tabel II.51.1) ehk mille kohta olevad andmed ei piirdu metagenoomi analüüsiga, kuuluvad ühte sugukonda (Lavidaviridae); sugukonna nimetus tuleb ingliskeelsest väljendist „large virus-dependent or associated virus“. Sugukond kuulub seltsi Priklausovirales (klass Maveriviricetes, hõimkond Preplasmiviricota, riik Bamfordvirae, valdkond Varidnaviria) ja praegu (2020. a) on selles kaks perekonda: Sputnikvirus ja Mavirus. Lisaks Lavidaviridae sugukonda kuuluvatele virofaagidele (nende omaduste kohta vt lähemalt allpool) on Tabelis II.51.1 ära nimetatud ka PgVV: virofaag, mis eraldati koos fütoplanktonis replitseeruva Phaeocystis globosa virus’ega PgV-16T (PgV). PgVV erineb teistest virofaagidest selle poolest, et ta ei kodeeri kattevalku ja tundub, et tema genoom on kas PgV-genoomi integreeritud või esineb lineaarse plasmiidiga sarnase molekulina.

			 

			Tabel II.51.1. Virofaagid, nendega seotud hiidviirused ja nende peremehed
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			* Pole ICTV poolt ametlikult viiruste liikidena tunnustatud.

			**Kuulub tinglikult perekonda Prymnesiovirus (Phycodnaviridae); ametlikku (ICTV) kinnitust sellele ei ole.

			 

			Sputnik- (liiginimi Mimivirus-dependent virus Sputnik) ja Zamilon (liiginimi Mimivirus-dependent virus Zamilon) viirused kuuluvad perekonda Sputnikvirus ja sõltuvad amööbe nakatavatest mimiviirustest. Sputnik oli esimene kirjeldatud virofaag; see avastati 2008. aastal haigla jahutussüsteemi veest. Kui Sputnik ja Acanthamoeba castellanii mamaviirus on nakatanud sama amööbi, siis muutub mamaviiruse virioni morfoloogia, mamaviirus paljuneb vähem efektiivselt ning lõpptulemusena on amööbi lüüsi sagedus väiksem. Seega on Sputnik tõeline mamaviiruse parasiit ja sama kehtib ka teiste uuritud virofaagide puhul. On oletatud, et mimiviirustel on ka kaitse virofaagi eest: CRISPR-Cas9-sarnane süsteem. Nii on näidatud, et Zamiloni viirus ei nakata mimiviiruseid, mille genoomis on lühikesed Zamiloni viirusest pärinevad järjestused. Seetõttu on see integreerunud element saanud nimeks MIMIVIRE – mimiviiruse virofaagi resistentsuselement.

			Sputniku genoom on umbes 18 kbp pikk ja selles on kokku 21 lugemisraami. Virionid on 74-nm läbimõõduga ikosaeedrid, mille koostisse kuuluvad mažoorne ja minoorne kattevalk on kodeeritud Sputniku genoomis. On tähelepanuväärne, et Sputniku partiklid mitte ainult ei kaasne peremeesviiruse virionidega (nagu muudel satelliitviirustel), vaid võivad ka paikneda mamaviiruse virionide sees. Igal juhul moodustavad virofaagi ja peremeesviiruse virionid omavahel füüsilisi kontakte, mistõttu amööb fagosüteerib Sputniku viirust koos mamaviirusega. Samuti on teada, et Sputnik kodeerib integraasi, mis võimaldab tema genoomi integreerumist vähemalt ühte konkreetsesse mimiviirusesse. Integraas, nagu ka helikaas ja DNA-pakkiv ATPaas, on virofaagide konserveerunud valgud.

			Virofaagide, nendega seotud suurte viiruste ja nende peremeesrakkude interaktsioonid pole veel selged. Ilmselt on siin suuri erinevusi. Kui Sputnik fagosüteeritakse koos mamaviirusega, siis tundub, et Maverick-related viiruse (liiginimi Cafeteriavirus-dependent mavirus, perekond Mavirus) rakku sisenemine toimub endotsütoosiga ega ole seotud tema peremehest hiidviiruse Cafeteria roenbergensis virus (CroV) nakatamisteega. Huvitav on töö, mis näitab, et see virofaag võib integreeruda peremeesraku (Cafeteria roenbergensis, väike heterotroofne viburloom) genoomi. CroV-nakkus reaktiveerib maviirust ja tulemusena peremeesrakk lüüsub ning mõlemad – CroV ja virofaag – lahkuvad peremehest. Selliste omaduste poolest sarnanevad maviirused Maverick/Politon transposoonidega ja on võimalik, et nad pärinevadki nendest mobiilsetest DNA elementidest. 
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			Joonis 356. Virofaagi Sputniku infektsiooni skeem. Sputnik siseneb amööbi koos mimiviirusega (lihtsuse mõttes on need viirused joonistatud ühesuurusena, reaalselt on mimiviiruse virioni läbimõõt Sputniku omast umbes 10 korda suurem) ja replitseerub tema transkriptsioonisüsteemi ning tõenäoliselt ka muid mimiviiruse valke kasutades nakatunud rakku tsütoplasmas moodustuvates viirusevabrikutes.

			 

			II.51.2. Satelliit DNA-d 

			Praeguse ICTV süstemaatika järgi kuuluvad need subviraalsed patogeenid sugukondadesse Alphasatellitidae ja Tolecusatellitidae (2020. a süstemaatikas kõrgemaid taksoneid loodud ei olnud). Kõik need satelliidid on seotud taimi nakatavate viirustega ja nende genoomiks on, nagu ka nende peremeesviirustel, tsirkulaarne ssDNA.

			Sugukonnas Alphasatellitidae on praegu (2020. a) kaks alamsugukonda ja üks süstematiseerimata esindaja. Alamsugukondadesse jaotumine põhineb peremeesviiruse süstemaatilisel kuuluvusel.

			•Geminialphasatellitinea. Nagu nimetus ütleb, on tegemist geminiviiruste satelliitidega. Siia kuuluvad neli perekonda kokku 49 tunnustatud liigiga.

			•Nanoalphasatellitinea. Sellesse alamsugukonda kuuluvate satelliitide peremeesviirused on nanoviirused. Siia kuuluvad seitse perekonda kokku 21 tunnustatud liigiga. 

			•Satelliit-DNA-d ei ole oma peremeesviirusele vajalikud ega kujuta seetõttu endast osa viiruse genoomist.

			Alfasatelliitide genoom on umbes 1–1,5 kb pikk ja kodeerib replikatsiooniga seotud valku Rep (ingl replication-associated protein) (Joonis 357). Kõikidel alfasatelliitidel on genoomis oletatav tüvi-aas struktuur, mille aasas paikneb 9-nukleotiidne järjestus, mis on praktiliselt alati 5’-TAGTATTAC-3’. Nagu ka nende peremeesviirustel on see positiivse DNA-ahela replikatsiooni ori-lõik: koht, kus Rep lõikab dsDNA (replikatsiooni vahevorm) positiivset DNA ahelat ja algatab sellega satelliidi replikatsiooni veereva rõnga mehhanismi järgi. Nagu varem seletatud (ptk-s II.35), on nanoviirustel sarnane tsirkulaarne ssDNA molekul (DNA-R-i komponent), mis on osa nanoviiruse genoomist ja kodeerib samuti Rep-valku. Oluline tõelise genoomi komponendi ja satelliidi vahe seisneb selles, et satelliidi poolt kodeeritud Rep-valk on võimeline käivitama ainult oma segmendi replikatsiooni. Seda kajastab ka muutus 9-nukleotiidises järjestuses: nanoviiruste genoomides on selleks 5’-TATTATTAC-3’ ehk siis erineb alfasatelliitide konserveerunud järjestusest kolmandas positsioonis (toodud tumedas kirjas). Ka geminiviirused kodeerivad oma Rep-valku ja ka nendel on 9-nukleotiidiline konsensusjärjestus, mis on praktiliselt identne eelmainitud järjestustega (5’-TAATATTAC-3’). Geminialphasatellitinea alamsugukonda kuuluvatele satelliitidele on iseloomulik ka A-jääkiderikas regioon, mis asub Rep-i kodeerivast järjestusest allpool (Joonis 357). Samuti on need satelliidid Nanoalphasatellitinea alamsugukonda kuuluvate satelliitidega võrreldes suuremad: kui nanoviiruste satelliitide genoomid on tavaliselt 1000–1100 b pikkused, siis geminiviiruste satelliitide genoomide pikkus jääb 1200–1500 b vahele. Rõhutame, et kuigi alfasatelliidid on võimelised ise oma DNA-d replitseerima, vajad nad peremeesviirust, et olla pakitud ja saada levida nii taime sees kui ka vektorülekandega taimelt taimele. On täheldatud, et alfasatelliidid võivad peremeesviiruse tekitatud sümptomeid nii pärssida kui ka võimendada; tulemus sõltub süsteemist peremeestaim-patogeen. On näidatud, et mõned satelliitide kodeeritud Rep-valgud toimivad posttranskriptsioonilise geenivaigistamise supressoritena ja teised hoopis transkriptsioonilise geenivaigistamise supressoritena.
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			Joonis 357. Nanoviiruse DNA-R-komponendi ehitus, võrreldes alfasatelliitide DNA molekulidega. IR – intergeenne regioon. Näidatud on Rep-valku kodeeriv lugemisraam ja konserveerunud regioonid.

			 

			Satelliit-DNA-d ei ole võrdselt iseloomulikud kõikidele geminiviirustele. 

			-Enamik siiani kirjeldatud alfasatelliite on seotud ühekomponendilise genoomiga begomoviirustega; lisaks on nendele viirustele iseloomulikud ka beeta- ja deltasatelliidid (vt allpool). 

			-Kahekomponendilistel begomoviirustel, mis on iseloomulikud Uuele Maailmale (Kesk- ja Lõuna-Ameerika), on harva alfa- või betasatelliite. 

			-Mastreviirustel on siiani alfasatelliiti kirjeldatud vaid üks kord. 

			Arvatavasti pärinevad alfasatelliidid nanoviiruse Rep-komponentidest, mis sattusid viiruste ko-infektsiooni tulemusel begomoviiruse partiklisse.

			Sugukonnas Tolecusatellitidae on kaks perekonda: Betasatellite (61 tunnustatud liiki) ja Deltasatellite (11 tunnustatud liiki). Siiani on neid satelliite leitud ainult begamoviirustel, seejuures, sarnaselt alfasatelliitidega, enamasti ühekomponendilise genoomiga begamoviirustel. Seega on begamoviirused nende satelliitide replikatsiooniks ja levikuks vajalikud peremeesviirused.

			Perekonda Betasatellite kuuluvatel satelliitidel on u 1350 nukleotiidijäägi pikkune genoom, mis kodeerib ühte valku (β C1). Lisaks sellele on beetasatelliitide genoomis ka A-rikas järjestus ja konserveerunud regioon (SCR ehk satellite conserved region), mis paikneb tüvi-aas struktuurist ülesvoolu. Nagu ka alfasatelliitide puhul, on genoomis ka tüvi-aas struktuur, milles paikneb 9-nukleotiidiline konserveerunud järjestus (5’-TAATATTAC-3’), mis on identne begomoviiruste omaga. Taas on tegemist positiivse DNA-ahela sünteesi alguspunktiga; vahe alfasatelliitidega on selles, et replikatsiooni käivitamiseks lõikab seda peremeesviiruse, mitte satelliidi enda Rep-valk. Ühekomponendiliste begomoviiruste Rep-valk tunneb viiruse genoomis ära lühikesed korduvjärjestused (iteronid), mis koos 9nukleotiidilise järjestusega moodustavad ori-lõigu struktuuri. Betasatelliitide ori-lõigus iteronid puuduvad ja arvatakse, et nende asemel tunneb viiruse Rep tunneb ära järjestusi, mis paiknevad A-jääkide rikka ja SCR järjestuste vahel (Joonis 358D). Et viirusel ja satelliidil on sarnaseid järjestusi, toimub üsna sageli ka peremeesviiruse ja satelliidi vaheline rekombinatsioon.

			Nagu juba mainitud, ei kodeeri beetasatelliidid oma Rep-valku. Nende kodeeritud β C1-valk (molekulmassiga umbes 13,5 kDa) interakteerub mitmete peremeesvalkudega ja on RNAi supressor (nii posttanskriptsioonilisele kui ka transkriptsioonilisel tasemel) ja sõltuvalt liikidest võib ta sekkuda ka ubikvitineerimis- ja autofaagia radadesse. Seetõttu on β C1-valgu mõju peremeestaimele suur ja see valk on seotud otseselt begomoviirusnakkuse edenemisega ja sümptomite tekkega. Seega pole üllatav, et maailmas on suurt majanduskahju tekitavaid taimehaiguseid, mis on põhjustatud begomoviiruste ja mitmete tema DNA satelliitide poolt. Üheks selliseks on puuvillahaigus „cotton leaf curl“ Pakistanis, milles osalevad nii alfa- kui ka beetasatelliidid (Joonis 358).
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			Joonis 358. Cotton leaf curl virus (CLCuV) begomoviiruse ja temaga seotud alfa- ning beetasatelliidi poolt põhjustatud puuvilla „cotton leaf curl“ haigus. A. Haigestunud taime leht. B. Terve taime leht. C. Peremeesviiruse genoomi (pikkus u 2700 b) ehituse skeem. D. Beetasatelliidi genoomi (pikkus u 1350 b) ehituse skeem. E. Alfasatelliidi genoomi (pikkus u 1360 b) ehituse skeem. Paneelid A ja B pärinevad Zubair et al., 2017. Viruses. https://doi.org/10.3390/v9100280.

			 

			Perekonda Deltasatellite kuuluvad satelliidid on väikseimad tuntud DNA-satelliidid ja ei kodeeri ühtegi valku. Nende genoom on ligikaudu 680 nukleotiidijäägi pikkune ja koosneb A-jääkide rikkast, SCR ja konserveerunud 9-nukleotiidsest (5’-TAATATTAC-3’) järjestustest. Kõik see viitab asjaolule, et deltasatelliidid pärinevad beetasatelliitidest, mis on kaotanud β C1 valku kodeeriva järjestuse. Vahe beetasatelliitidega seisneb ka selles, et deltasatelliitidel on ühes (nn sekundaarses) tüvi-aas struktuuris, mis asub A-jääkide rikka ja SCR- järjestuste vahel, säilinud iteronide järjestus (Joonis 359). Mitme deltasatelliidi puhul on täheldatud, et nende replikatsiooni võivad läbi viia erinevad begomoviirused. Need satelliidid võivad vähendada peremeesviiruste tiitreid ja leevendada nende põhjustatud sümptomeid. Paraku on deltasatelliite üsna vähe uuritud, mistõttu pole teada, kas see on nende ühine omadus. 
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			Joonis 359. Deltasatelliidi (ToLCV-satelliite; Tomato leaf curl deltasatellite) genoomi ehituse skeem. Näidatud on nii peamise (9-nukleotiidilist konsensust sisaldava) kui ka sekundaarse (iterone sisaldava) tüvi-aas struktuuri paiknemine satelliidi genoomis. SCR: satellite conserved regioon.

			 

			II.51.3. Satelliit-RNA-d

			Satelliit-RNA-d on sagedased subviraalsed patogeenid, mis on ICTV poolt veel ametlikult süstematiseerimata. Sellel põhjusel kasutatakse nende klassifitseerimiseks kriteeriume, mis on välja toodud joonisel 360. Mõnedel nendest on dsRNA, teistel aga ssRNA genoom. Veel kord tuleb mainida, et kuna nad ei kodeeri oma kattevalku, pole nad satelliitviirused (Joonis 360). Satelliit-RNA-d ei ole oma peremeesviirusega homoloogsed: järjestuste sarnasus on piiratud või puudub hoopis. Seotus kindla peremeesviirusega ei ole absoluutne: on teada, et mõnikord vahetavad satelliit-RNA-d oma peremeesviiruseid.

			dsRNA-satelliite leidub seentes ja nad sõltuvad peremeesviirustest, mis kuuluvad enamasti sugukondadesse Totiviridae ja Partitiviridae. Genoomide pikkus varieerub suurel määral (0,5–1,8 kbp). Kui nad on juba pakitud peremeesviiruse valkudest moodustunud virionidesse, saab sellistes partiklites ajutiselt leida ka satelliidi ssRNA-koopiaid. Miks see on nii, saab vaadata totiviiruseid ja nende M-satelliiti käsitlevast peatükist (ptk II.23). Siinkohal tuletame meelde vaid asjaolu, et M-satelliidid kodeerivad toksiini-antitoksiini paari, mis võimaldab pärmil ellu jääda juhul, kui ta on totiviirusega ja selle satelliit-RNA-ga nakatunud. Partitiviirustega seotud satelliidid ei kodeeri ühtegi valku ja neid on vähe uuritud.

			ssRNA-satelliidid kasutavad peremeesviirustena taimeviiruseid. Neid satelliite saab jagada kolmeks grupiks (Joonis 360).

			1.Pikad lineaarsed satelliit-RNA-d.

			2.Lühikesed lineaarsed satelliit-RNA-d.

			3.Lühikesed tsirkulaarsed satelliit-RNA-d.
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			Joonis 360. Kriteeriumid satelliitviiruste ja satelliit-RNA-de eristamiseks ja satelliit-RNA-de gruppide määramiseks.

			 

			Pikkade lineaarsete satelliit-RNA-de genoomid on umbes 1 kb pikkused ja nad kodeerivad suhteliselt suuri mittestruktuurseid valke. Enim on uuritud nepoviiruste suuri satelliit-RNA-sid, mille pikkus jääb vahemikku 1,1–1,5 kb; nende poolt kodeeritud valkude suurus on vahemikus 36–48 kDa. Üheks selliseks satelliidiks on Tomato black ring virus satelliit RNA (STBRV), millel on teada mitu looduslikku isolaati. STBRV-genoomi pikkus on 1375 nukleotiidijääki, selle 5’-otsas on peremeesviiruselt pärinev VPg ja 3’-otsas polü(A) saba. STBRV genoom kodeerib ühte valku, mille pikkuseks on umbes 420 aminohappejääki ja mis on oluline satelliit-RNA replikatsiooniks. Kuidas täpselt see valk replikatsioonis osaleb, ei ole teada; oletatakse, et ta sobitab mingil viisil peremeesviiruse RdRp-d satelliit-RNA äratundmiseks ja paljundamiseks. STBRV ja temaga sarnased satelliit-RNA-d kas ei mõjuta peremeesviiruste poolt taimes esilekutsutud sümptomeid või mõjutavad neid väga vähe. Samuti ei mõjuta nad oluliselt peremeesviiruse replikatsiooni ning akumuleerumist. Peale nepoviiruste on suuri satelliit-RNA-sid leitud ka poteksviirustel; sellise näiteks on Bamboo mosaic virus’e (BaMV) satelliit-RNA. Selle genoom on 836 b pikkune, sarnaselt peremeesviirusega ei ole tema 5’-otsas VPg-d, kuid sisaldab 3’-otsas polü(A) saba. Nagu BaMV genoom, pakitakse ka tema satelliit-RNA spiraalsesse virioni. BaMV satelliit-RNA kodeerib 20 kDa-valku, mis on homoloogne (aminohappeline sarnasus 40%) nepoviiruste satelliit RNA-de poolt kodeeritud valkudega, kuid erinevalt viimastest ei ole see valk BaMV satelliit RNA replikatsiooniks vajalik. 

			Lühikeste lineaarsete satelliit-RNA-de hulka kuuluvad satelliit-RNA-d, mille genoomid on alla 0,7 kb pikad ja mis ei moodusta nakatatud rakkudes rõngasmolekule. Nende genoomid ei kodeeri ühtegi funktsionaalset valku ja on tugevasti struktureeritud, s.t suur osa alustest on paardunud. Selliste satelliit-RNA-de peremeesviirused on tombus-, cucumo- ja carmoviirused. Satelliitide mõju nende viiruste põhjustatud haiguste sümptomitele võib olla suur ja eriilmeline: mõned satelliidid võimendavad, teised aga vähendavad peremeesviiruste põhjustatud sümptomeid. Enim uuritud on Cucumber mosaic virus’e (CMV) satelliit-RNA-d, mis avastati 1974. aastal peremeesviiruse sümptomite muutuse järgi. 1976. a eraldati CMV-preparaadist väike RNA, mis oli pakitud viiruse kattevalku. Kuna CMV-l pakitakse virionidesse genoomi kolm komponenti ja subgenoomne RNA, siit sai see uus RNA nimetuse CARNA5 (CMV associated RNA5). Nii CARNA5 kui ka CMV kannavad taimelt taimele üle lehetäid. CARNA5 puhul võimaldab seda tema pakkimine peremeesviiruse kattevalku. On teada hulgaliselt looduslikke CARNA5 isolaate, mis tähendab, et satelliit RNA-de populatsioon koosneb paljudest homoloogilistest molekulidest. 

			CARNA5 genoomi pikkus varieerub erinevatel isolaatidel 330–390 nukleotiidijäägi vahel. Genoomi 5’-otsas on cap-struktuur ja genoom võib sisaldada 1–3 mini-ORF-i, mille translatsioon ei ole CARNA5-le eluliselt vajalik; ka ei ole teada nende ORF-ide kodeeritud peptiidide funktsioonid. CARNA5 järjestusel on märgatav, ehkki piiratud sarnasus peremeesviiruse genoomiga: ta on komplementaarne CMV genoomsete RNA-de 5’-otstes paiknevate konserveerunud aladega. Seetõttu võib satelliit-RNA moodustada CMV genoomse RNA 5’-otsaga duplekse. CARNA5 isolaatidel, mis on seotud programmeeritud raku surmaga tomatis, on genoomi 3’-otsas juuksenõelastruktuur.

			Lühikestel tsirkulaarsetel satelliit RNA-del on umbes 350 b pikkune genoom, mis esineb nakatatud rakkudes nii lineaarsete kui ka rõngasmolekulidena. Selliseid satelliite on kirjeldatud sobemo-, nepo- ja poleroviirustel. 

			Mitmete sobemoviiruste partiklitest on leitud väikesi, 220–390 nukleotiidijäägi pikkusi, viroidisarnase struktuuriga tsirkulaarseid satelliit-RNA-sid. Satelliit-RNAde mõju sobemoviiruse replikatsioonile ja liikumisele pole hästi tuntud. Sobemoviiruste satelliitide genoomides võib olla lühikesi ORF-e, mis pole aga satelliit-RNA replikatsiooniks vajalikud. Huvitaval kombel on väikseimast satelliit-RNA-st leitud avatud lugemisraam, mille transleerimisel kasutab ribosoom matriitsina rõngakujulist RNA molekuli ja teeb selle ümber mitu ringi. Et antud satelliit-RNA genoomi pikkus on täpselt 220 nukleotiidi (mis ei ole kolmega jaguv arv), muutub igal translatsiooniringil lugemise faas ja seetõttu transleeritakse teistsuguse aminohappelise järjestusega valguosa. See on ainus taoline näide siiani tuntud viiruste satelliit-RNA-de juures. Paraku pole sellisel äärmiselt omapärasel viisil sünteesitud valgu funktsioon teada. 

			Nepoviiruste ja poleroviiruste satelliitidel ORF-id puuduvad ja peremeesviiruse kattevalku pakitakse lineaarsed genoomid. Üks paremini uuritud esindaja on Tobacco ringspot virus’e satelliit-RNA (STRSV). STRSV genoomi pikkuseks on 359 nukleotiidijääki ja see pakitakse nepoviiruse kattevalku nii, et igas partiklis on 12–25 lineaarset STRSV genoomi. 

			Replikatsioonistrateegia alusel võib satelliit-RNA-d jagada kahte suurde gruppi.

			1.Satelliidid, mille replikatsioon toimub multimeere moodustamata. Selline strateegia on omane nendele satelliit-RNA-dele, mille terminaalsed struktuurid on sarnased peremeesviiruse genoomi terminaalsete struktuuridega. Satelliidi genoomi replikatsioon toimub peremeesviiruse RNA replikaaskompleksi abil ja arvatavasti osalevad selles protsessis ka muud faktorid. Üldiselt on nii, et pikkadel satelliit-RNA-del võivad need faktorid olla satelliit-RNA enda poolt kodeeritud valgud, lühikeste satelliit-RNA-de puhul on need aga peremeestaime faktorid. Eespool nimetatud satelliitidest on selle grupi esindajad CARNA5 ja STBRV.

			2.Viroidi tüüpi replikatsiooniga satelliit-RNA-d. Selle grupi esindaja on ülal mainitud STRSV ja sobemoviiruse satelliit-RNA-d. Kuigi erinevalt viroididest sõltub selliste satelliit-RNA-de replikatsioon peremeesviiruse olemasolust, ei ole lõplikult selge, milline on peremeesviiruse RdRp osa selles protsessis. Genoomi replikatsioon toimub veereva rõnga mehhanismi abil multimeeride ja tsirkulaarsete monomeeride moodustamisega. Replikatsiooni skeem on, sõltuvalt konkreetsest satelliidist, järgmine.

			-Sama kui viroidide sümmeetriline replikatsiooni mudel (Joonis 354). Sellisel juhul moodustuvad negatiivse polaarsusega RNA monomeersed rõngasmolekulid.

			-Sama kui viroidide asümmeetriline mudel (Joonis 354). Sellisel juhul negatiivseid RNA genoome ei tsirkulariseerita. Osa sobemoviiruste satelliit-RNA-sid kasutab sellist replikatsiooniskeemi.

			Multimeerid, mis moodustuvad replikatsiooni käigus, lõigatakse monomeerideks autokatalüütilise protsessinguga. Tsirkulaarsete vormide moodustumine on ilmselt samuti autokatalüütiline. Autokatalüütiline (ehk ribosüümi) aktiivsus on nii positiivse kui ka negatiivse polaarsusega RNA multimeeridel. Erineva polaarsusega ribosüümid kasutavad erinevaid lõikamissaite, mille vahekaugus piki satelliit-RNA genoomi on umbes 50 nukleotiidijääki. Satelliit-RNA-de genoomid sisaldavad kahte erisugust tüüpi ribosüümide struktuure: hammer head (’vasarapea’) ja hairpin (’juuksenõel’). Esimest tüüpi (’vasarapea’) ribosüümi struktuur, mis on u 64-nukleotiidine järjestus, on omane näiteks Lucerne transient streak virus’e (LTSV, sobemoviirus) satelliit-RNA-le. Seda tüüpi ribosüümi struktuur on ka nepoviiruste satelliit-RNA-de positiivses ahelas, samal aja kui nende satelliit-RNAde negatiivses ahelas paiknev ribosüüm on juuksenõela tüüpi.

			Lõpetuseks tasub üle korrata, et satelliit-RNA-de mõju taimehaiguse sümptomitele võib olla väga erinev: alates mittemärgatavast kuni suureni. Viimasel juhul võivad viiruse põhjustatud sümptomid olla pärsitud (sagedam variant) või tugevdatud. Et aru saada satelliit-RNA-de mõjust peremeesviiruse põhjustatud patogeneesile, tuleb arvesse võtta mitut mehhanismi, mille hulgast praegustel andmetel on tähtsaim RNAi. Peremeestaim kaitseb ennast viiruse vastu, kasutades RNAi radasid; vastusena sellele kodeerivad viirused valke, mis supresseerivad RNAi-d. Satelliit-RNA-d võivad sekkuda supressori toimesse. Seda on näidatud CMV Y-sat RNA puhul, mis inhibeerib CMV toodetud RNAi supressorit (2b); lõpptulemuseks on see, et satelliit-RNA juuresolekul on CMV sümptomid nõrgemad. Huvitaval kombel võib sama CMV Y-sat-RNA aga ka tugevdada nakkusega kaasnevat kloroosi. Seda põhjustab asjaolu, et peremeesrakk toodab Y-sat-RNA replikatsiooniproduktidest siRNA-sid, mis on komplementaarsed CHLI-geeni (vastutab klorofülli sünteesi eest) mRNA-le. Sestap võivad satelliit-RNA-d mõjutada peremehe transkriptoomi otseselt, nagu teevad miRNA-d või teised mittekodeerivad RNA-d. Millised ja kui tugevad on selle tulemusena tekkivad sümptomid, sõltub peremeestaimest, viiruse tüvest ja satelliit-RNA-st ning nende omavahelistest interaktsioonidest, mis ei piirdu ainult RNAi radadega (Joonis 361).
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			Joonis 361. Peremeestaime, abiviiruste ja satelliitviiruste või satelliit-RNA-de interaktsioonid.

			 

			II.51.4. Satelliidisarnased molekulid 

			Viiruse genoomi mittekuuluvat RNA-d, mis on looduslikus infektsioonis oluline peremeesviirusenakkuse edenemiseks, nimetatakse satelliidisarnaseks molekuliks. Need molekulid (RNA-d) ei ole vajalikud peremeesviiruse infektsiooniks laboratoorsetes tingimustes, kus viiruseid levitatakse mehaanilise ülekande teel. Nagu näha, pole see kriteerium eriti selgepiiriline ja seetõttu pole alati lihtne vahet teha, kas tegemist on satelliidi-sarnase RNA-ga või viiruse genoomi komponendiga; samuti pole alati lihtne eristada neid molekule tõelisest satelliit-RNA-st. Näited RNA-de kohta, mida praegu nimetatakse satelliidisarnasteks molekulideks, on järgmised.

			1.Beet necrotic yellow vein virus’el (BNYVV, benyviirus) on nelja- või viiekomponendiline RNA-genoom. Samas on laboritingimustes infektsiooniks vajalikud vaid RNA1 ja RNA2. Ülejäänud komponendid viiruse replikatsiooniks vajalikud ei ole ja neid võib käsitleda satelliidisarnaste molekulidena. RNA3 sisaldab kahte ORF-i ning on vajalik sümptomite tekkeks ja viiruse levikuks taime juurtes. RNA4 on oluline viiruse ülekandeks vektori (Polymyxa) abil. RNA5 võib olla aga olla tõeline satelliit-RNA, sest teadaolevail andmeil pole see viirusele vajalik ei laboratoorseis ega looduslikes tingimustes.

			2.Umbraviirused on omapärased: nad replitseeruvad iseseisvalt, aga ei kodeeri oma kattevalku, mistõttu nad vajavad virionide moodustamiseks luteoviirust. Üks maapähkli tähtsa haiguse tekitajaid on umbraviirus Groundnut rosette virus (GRV). Sellel viirusel on satelliidisarnane RNA, mida ta vajab looduses levimiseks. Nii satelliidi RNA-d kui ka GRV genoomi komponente sisaldavad partiklid moodustatakse luteoviiruse kattevalgust. Satelliidi-sarnast RNA-d ongi vaja GRV- genoomide pakkimiseks ning nende ülekandeks lehetäidega. Omapärane on asjaolu, et see RNA ei kodeeri valke ega ole homoloogne GRV genoomiga, aga mõjutab siiski oluliselt maapähklihaigust.

			3.Veel üks satelliidisarnane RNA on Beet western yellows virus’e (BWYV) satelliit-ST9aRNA, mis süvendab BWYV (perekond Polerovirus, sugukond Luteoviridae) tekitatud sümptomeid. See 2843 nukleotiidijäägi pikkune RNA ei ole klassikaline satelliit-RNA, samas ei ole ta ka tavaline satelliidisarnane RNA. ST9aRNA sisaldab kolme lugemisraami, mille ekspressioon toimub translatsioonilise read-through mehhanismi abil. Moodustuv 85 kDa valk kujutab endast RdRp-d, mis sarnaneb carmoviiruste RdRp-ga. Tänu RdRp ekspressioonile on ST9aRNA võimeline iseseisvalt replitseeruma, aga ta vajab poleroviirust (tema peremeesviirus) partiklite moodustamiseks ja levikuks vektorite abil. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.Millised on satelliitviiruse ja satelliit-DNA või satelliit-RNA tähtsamad erinevused ?

			2.Mille poolest on virofaagid teiste satelliitviirustega võrreldes ainulaadsed?

			3.Kuidas satelliit-RNA-d replitseeruvad?

			4.Kuidas seletada, et mõned satelliit-RNA-d võimendavad peremeesviiruse põhjustatud sümptome ja nakatatud taim võib isegi surra?

		

	
		
			LISA 1. ÕPIKU SISSEJUHATAVAS JA ÜLDOSAS KASUTATUD VIIRUSTE NIMETUSED 

			Siin on esitatud õpikus kasutatud viiruste ingliskeelsete nimetuste ja lühendite loetelu. Mõnedel viirustel (eriti bakteriofaagidel, arheviirustel, hiidviirustel ja virofaagidel) üldkasutatavad lühendid puuduvad. Eestikeelsed vasted on toodud vaid juhul, kui nende kasutamine oli levinud juba enne õpiku kirjutamist. 

			Viiruste süstemaatilisi liiginimesid (ka juhul, kui need erinevad tavakasutuses olevast nimest) pole reeglina esitatud, sest nad muutuvad pidevalt; need on leitavad õpiku üldviroloogia osast ja ICTV koduleheküljelt (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/)

			 

			Abaca bunchy top virus (ABTV)

			Abutilon mosaic virus (AbMV)

			Acidianus bottle-shaped virus (ABV)

			Acidianus filamentous virus 1 (AFV1)

			Acidianus two-tailed virus (ATV)

			Actinidia virus 1 (AcV-1)

			Adeno-associated virus (AAV)

			Aeropyrum coil-shaped virus (ACV)

			Aeropyrum pernix bacilliform virus 1 (APBV1)

			Aeropyrum pernix ovoid virus 1 (APOV1)

			African cassava mosaic virus (ACMV)

			African swine fever virus (ASFV) – veterinaarosas: sigade Aafrika katku viirus; üldviroloogia osas: Aafrika sigade palaviku viirus 

			Alfalfa mosaic virus (AlMV) – lutserni mosaiigi viirus

			Areca palm necrotic spindle-spot virus (ANSSV)

			Australian grapevine viroid (AGVd)

			Cauliflower mosaic virus (CaMV) – lillkapsa mosaiigiviirus

			Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV)

			Aves polyomavirus 1 (APyV1)

			Avian leukosis virus (ALV)

			Avian leukosis and sarcoma virus (ALSV)

			Avian reovirus (ARV) – lindude reoviirus

			Avocado sunblotch viroid (ASBVd)

			 

			Baboon reovirus (BRV) – paavianide reoviirus

			Bamboo mosic virus (BaMV)

			Banana bunchy top virus (BBTV)

			Barley stripe mosaic virus (BSMV)

			Bat astrovirus (BAstV) – nahkhiirte astroviirus

			Beak and feather disease virus (BFDV)

			Bean common mosaic virus (BCMV) 

			Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV)

			Bean golden mosaic virus (BGMV)

			Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV)

			Beet curly top Iran virus (BCTIV)

			Beet curly top virus (BCTV)

			Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)

			Beet western yellows virus (BWYV)

			Beet yellows virus (BYV)

			Bhendi yellow vein mosaic virus (BYVMV)

			BK polyomavirus (BKPyV)

			Black beetle virus (BBV)

			Black medic leaf roll virus (BMLRV)

			Blueberry leaf mottle virus (BLMV)

			Bodo saltans virus (BsV)

			Bombyx mori latent virus (BmMLV)

			Bombyx mori nucleopolyhedrosis virus (BmNPV)

			Border disease virus (BDV) – lammaste Border disease viirus

			Borna disease virus (BDV) – Borna haiguse viirus

			Bovine leukemia virus (BLV)

			Bovine papillomavirus (BPV) – veiste papilloomiviirus

			Bovine respiratory syncytial virus (bRSV), veiste RS-viirus

			Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) – veiste viirusliku kõhulahtisuse viirus

			Brome mosaic virus (BMV) – luste mosaiigiviirus

			Bunyamwera virus (BUNV)

			 

			Cacao swollen-shoot virus (CSSV)

			Cafeteria roenbergensis virus (CroV)

			Canine astrovirus (CaAstV) – koerte astroviirus

			Canine distemper virus (CDV) – tuntud kui koerte katku viirus

			Canine parvovirus type 2 (CPV2) – koerte parvoviirus 2

			Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)

			Cardamon bunchy top virus (CBTV)

			Celery latent virus (CeLV)

			Chicken anaemia virus (CAE) – kanade aneemia viirus

			Chicken astrovirus (CAstV) – kanade astroviirus

			Chikungunya virus (CHIKV)

			Chronic bee-paralysis virus (CBPV) 

			Chronic bee-paralysis satelliite virus (CBPSV) 

			Citrus leprosis virus (CiLV)

			Citrus tristeza virus (CTV)

			Classical swine fever virus (CSFV) – klassikaline sigade palaviku viirus, tuntud ka kui sigade 

			 klassikalise katku viirus

			Coconut cadang-cadang viroid (CCCVd)

			Coconut foliar decay virus (CFDV)

			Cocksfoot mottle virus (CfMV)

			Columnea latent viroid (CLVd)

			Commelina yellow mottle virus (CoYMV)

			Cordyline virus (CoV)

			Cotton yellow leaf curl virus (CYLCV)

			Cowpox virus (CPXV) – lehmarõugeviirus, veise rõugeviirus

			Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV)

			Cucumber mosaic virus (CMV; sama lühend võib tähendada ka tsütomegaloviirust!) – kurgi mosaiigiviirus

			Cucumber mosaic virus satelliit RNA (CARNA5)

			Cucurbit chlorotic yellows virus (CCYV)

			Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV)

			 

			Dengue virus (DENV) – dengue (palaviku) viirus

			Dhori virus (DHOV)

			Donkey orchid symptomless virus (DOSV)

			Drosophila X virus (DXV)

			Duck astrovirus (DAstV) – partide astroviirus

			Duck hepatitis B virus (DHBV) – partide B-hepatiidi viirus

			Dugbe virus (DUGV).

			 

			East African cassava mosaic virus (EACMV)

			Ectromelia virus (ECTV) – hiirte rõugeviirus

			Echinochloa hoja blanca virus (EHBV)

			Emiliania huxleyi virus 86 (EhV-86)

			Epstein-Barr virus (EBV) – Epsteini-Barri viirus

			Equine arteritis virus (EAV) – hobuste arteriidi viirus (arteriviirus) 

			Eragrostis curvula streak virus (ECSV)

			Euphorbia caput-medusae latent virus (EcmLV)

			Extra small virus (XSV) 

			 

			Faba bean necrotic stunt virus (FBNSV)

			Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV)

			Feline astrovirus (FeAstV) – kasside astroviirus

			Feline calicivirus (FCV) – kasside kalitsiviirus

			Feline immunodeficiency virus (FIV)

			Feline leukemia virus (FeLV)

			Feline panleukopenia virus (FPV) – kasside panleuopeenia viirus

			Flock house virus (FHV)

			Foot-and-mouse disease virus (FMDV) – suu- ja sõrataudi viirus

			 

			GB virus (GBV)

			Gentian ovary ringspot virus (GORV)

			Gibbon ape leukemia virus (GALV)

			Gill-associated virus (GAV) 

			Grapevine leafroll-associated virus 3, GRLaV-3)

			Grapevine leafroll-associated virus 7; GRLaV-7)

			Grapevine leafroll virus 2 (GLRaV-2).

			Grapevine red-blotch associated virus (GRBaV)

			Groundnut rosette virus (GRV)

			Ground squirrel hepatitis virus (GSHV) – maaorava hepatiidi viirus

			Guanarito virus (GTOV)

			 

			Hantaan virus (HTNV)

			Hendra virus (HeV)

			Hepatitis A virus (HAV) – A-hepatiidi viirus

			Hepatitis B virus (HBV) – B-hepatiidi viirus 

			Hepatitis C virus (HCV) – C-hepatiidi viirus 

			Hepatitis D virus (HDV) – D-hepatiidi viirus 

			Hepatitis E virus (HEV) – E-hepatiidi viirus

			Heron hepatitis B virus (HHBV) – haigrute B-hepatiidi viirus

			Herpes simplex virus (HSV) – tavaohatise viirus

			Haloarcula hispanica virus PH1 (PH1)

			Hop stunt viroid (HpSVd)

			Human astrovirus (HAstV) – inimese astroviirus

			Human coronavirus (HCoV) – inimese koroonaviirus

			Human cytomegalovirus (HCMV) – inimese tsütomegaloviirus

			Human foamy virus (HFV)

			Human herpesvirus 6a, 6b, 7 (HHV6a, -6b, -7) – inimese herpesviirus (6a, 6b, 7)

			Human immunodeficiency virus (HIV) – inimese immuunpuudulikkuse viirus. Kui ei ole märgitud teisiti, peetakse silmas inimese immuunpuudulikkuse viiruse tüüp 1-te (HIV-1).

			Human mastadevovirus (HAd) – inimese adenoviirus

			Human papillomavirus (HPV) – inimese papilloomiviirus

			Human parainfluenzavirus (hPIV) – inimese paragripiviirus 

			Human polyomavirus 6 (HPyV6)

			Human respiratory syncytial virus (hRSV) – inimese RS-viirus

			Human T-lymphotropic virus-1 (HTLV-1) – inimese T-rakulise lümfoomi viirus 1

			Human T-lymphotropic virus-2 (HTLV-2) – inimese T-rakulise lümfoomi viirus 2

			Hyposoter exiguae ichnovirus (HeIV)

			 

			Infectious bursal disease virus (IBDV) – nakkava bursiidi viirus,tuntud ka kui Gumboro haiguse tekitaja

			Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) – lõhede nekrootilise pankreatiidi viirus

			Infectious salmon anaemia virus (ISAV) –lõhede aneemiaviirus

			Influenza A virus (IAV) – A-gripi viirus

			Influenza B virus (IBV) – B-gripi viirus

			Influenza C virus (ICV) – C-gripi viirus

			Influenza D virus (IDV) – D-gripi viirus

			 

			Japanese encephalitis virus (JEV) – Jaapani entsefaliidi viirus

			JC polyomavirus (JCPyV)

			Junin virus (JUNV)

			 

			Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV)

			 

			La Crosse virus (LACV)

			Lagovirus (LaV) – lagoviirus

			Lassa fever virus (LASV)

			Lettuce chlorosis virus (LCV)

			Lettuce infectious yellows virus (LIYV)

			Lettuce mosaic virus (LMV)

			Little cherry virus-1 (LChV-1)

			Little cherry virus 2 (LChV-2)

			Lucerne transient streak virus (LTSV)

			Lujo virus (LUJV)

			Lychnis ringspot virus (LRSV)

			Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)

			 

			Machupo virus (MACV)

			Maize aumaivirus = Satellite maize white line mosaic virus (SMWLMV)

			Maize stripe virus (MSpV)

			Maize streak virus (MSV)

			Mamestra brassicae multiple nucleopolyhedrovirus (MbMNPV)

			Mason-Pizer Money virus (MPMV)

			Maverick-related virus

			Mayaro virus (MAYV)

			Measles virus (MeV) – leetriviirus

			Megavirus chiliensis

			Merkel cell polyomavirus (MCPyV)

			Methanobacterium virus psiM1 

			Microhyla letovirus 1 (MLeV)

			Middle-East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) – Lähis-Ida respiratoorse sündroomi koroonaviirus

			Mink astrovirus (MAstV) – naaritsate astroviirus

			Minute virus of mice (MVM) – hiirte parvoviirus

			Mocrobrachium rosenbergii nodavirus (MrNV)

			Mollivirus sibericum

			Molluscum contagiosum virus (MOCV) – infektsioonilise molluski viirus

			Mouse mammary tumor virus (MMTV)

			Murine hepatitis virus (MHV) – hiirte hepatiidi viirus (koroonaviirus)

			Murine leukeemia virus (MuLV)

			Murine polyomavirus = mouse polyomavirus = Mus musculus polyomavirus 1 (MPyV) – hiirte polüoomiviirus

			Myxoma virus (MYXV) – küülikute müksomatoosi viirus

			 

			Nairobi sheep disease virus (NSDV) – lammaste Nairobi haiguseviirus

			Nam Dinh virus (NDiV) – koroonaviirus

			Nebovirus (NeV)

			Newbury virus (NBV)

			Newcastle disease virus (NDV) – lindude Newcastle’i haiguse viirus

			Nipah virus (NiV)

			Nodamura virus (NOV)

			Norwalk virus (NV) – noroviirus

			 

			Orgyia pseudotsugata multiple nucleopolyhedrovirus (OpMNPV)

			 

			Pandoravirus inopinatum

			Pandoravirus salinus

			Panicum mosaic virus (PMV)

			Panicum papanivirus = Satellite panicum mosaic virus (SPMV)

			Papaya lethal yellowing virus (PLYV)

			Papaya ringspot virus (PRSV)

			Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1)

			Parvovirus B19, ka primate erythroparvovirus 1 – (inimese) parvoviirus B19

			Peach latent mosaic viroid (PLMVd)

			Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV)

			Peanut clump virus (PCV)

			Pea sead-borne mosaic virus (PSbMV)

			Pea yellow stunt virus (PYSV)

			Pepino mosaic virus (PepMV)

			Persimmon virus B (PeVB)

			Petunia vein clearing virus (PVCV)

			Phaeocystis globosa virus PgV-16T

			Phaeocystis globosa virus virofaag (PgVV)

			Pig astrovirus (PAstV) – sigade astroviirus

			Pineapple mealybug wilt-associated virus (PMWaV)

			Pithovirus sibericum

			Pithovirus massiliensis

			Plantago asiatica mosaic potexvirus (PlAMV)

			Plum bark necrosis stem pitting-associated virus (PBNSPaV)

			Plum pox virus (PPV)

			Porcine circovirus (PCV) – sigade tsirkoviirus

			Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) – sigade reproduktiiv- ja respiratoorse sündroomi viirus (Lelystadi viirus), sugukond Arteriviridae

			Potato leafroll virus (PLRV)

			Potato mop-top virus (PMTV)

			Potato spindle tuber viroid (PSTVd)

			Potato virus X (PVX) – kartuliviirus X

			Potato virus Y (PVY) – kartuliviirus Y

			Potato yellow dwarf virus (PYDV)

			Potato yellow vein virus (PYVV)

			Protapanteles paleacritae bracovirus (PpBV)

			Puumala virus (PUUV)

			Pyrobaculum filamentous virus 1 (PFV1)

			Pyrobaculum spherical virus (PSV)

			 

			Quaranfil virus (QRFV)

			 

			Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) – küülikute hemorraagilise haiguse viirus

			Ravin virus (RAVV)

			Reptilian reovirus (RRV) – roomajate reoviirus

			Rice dwarf virus (RDV)

			Rice grassy stunt virus (RGSV)

			Rice hoja blanca virus (RHBV)

			Rice ragged stunt virus (RRSV)

			Rice stripe virus (RSV)

			Rice tungro bacilliform virus (RTBV)

			Rice tungro spherical virus (RTSV)

			Rice yellow mottle virus (RYMV),

			Rift Valley fever virus (RVFV) – Rifti oru palaviku viirus (veiste ja lammaste enzootilise hepatiidi viirus)

			Rinderpest virus (RPV) – veiste katku viirus

			Ross river virus (RRV)

			Rous sarcoma virus (RSV)

			Rotavirus A (RVA) – rotaviirus A

			Rubella virus (RuV) – punetiseviirus

			 

			Saaremaa virus (SAAV) – Saaremaa viirus

			Sabia virus (SABV)

			Sapovirus (SaV) – sapoviirus

			Schmallenberg virus (SBV) – Schmallenbergi viirus

			Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated RNA virus (SsDRV)

			Semliki Forest virus (SFV)

			Sendai virus (SeV) – Sendai viirus (hiirte paragripi viirus)

			Sesbania mosaic virus’e (SeMV)

			Severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) – raske ägeda respiratoorse sündroomi koroonaviirus, SARS koroonaviirus

			Severe acute respiratory syndrom coronovirus 2 (SARS-CoV-2) – SARS- koroonaviirus 2, ka COVID-19 viirus

			Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus (SFTSV)

			Shope papillomavirus (SPV) = cottontail rabbit papilloma virus (CRPV) – sooküülikute papilloomi viirus

			Simian foamy virus (SFV)

			Simian virus 40 = Simian vacuolating virus 40 = Macaca mulatta polyomavirus 1 (SV40) – ahvide viirus 40

			Sin Nombre virus (SNV)

			Sindbis virus (SINV)

			Spodoptera litoralis nucleopolyhedrovirus (SlNPV)

			Sputnik virus

			Soil-borne wheat mosaic virus (SBWMV)

			Sowbane mosaic virus (SoMV)

			Southern bean mosaic virus (SBMV)

			Soybean vein necrosis virus (SVNV)

			Striped jack nervous necrosis virus (SJNNV)

			Subterranean clover mottle virus (SCMoV)

			Subterranean clover stunt virus (SCSV)

			Sudan ebolavirus (SEBOV)

			Sugarcane mosaic virus (SCMV)

			Sulfolobus islandicus rod-shaped virus 2 (SIRV2)

			Sulfolobus monocaudavirus 1 (SMV1)

			Sulfolobus polyhedral virus 1 (SPV1)

			Sulfolobus spindle-shaped virus 1 (SSV1)

			Sulfolobus turreted icosahedral virus 1 (STIV1)

			Sulfolobus turreted icosahedral virus 2 (STIV2)

			Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV)

			Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV)

			 

			Zaire ebolavirus (ZEBOV) = ebolavirus (EBOV) – ebolavirus 

			Zamilon virus

			Zika virus (ZIKV) – Zika viirus

			Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)

			 

			Thermoproteus tenax spherical virus 1 (TTSV1)

			Thermoproteus tenax virus 1 (TTV1)

			Tick born encephalitis virus (TBEV) – puukentsefaliidi viirus

			Tobacco albetovirus = Satellite tobacco necrosis virus (STNV)

			Tobacco etch virus (TEV)

			Tobacco mosaic virus (TMV) – tubaka mosaiigiviirus

			Tobacco necrosis virus (TNV)

			Tobacco rattle virus (TRV)

			Tobacco ringspot virus satelliit RNA (STRSV)

			Tobacco streak virus (TSV)

			Tobacco vein clearing virus (TVCV)

			Tobacco virtovirus = Satellit tobacco mosaic virus (STMV)

			Tomato black ring virus satelliit RNA (STBRV)

			Tomato chlorosis virus (ToCV)

			Tomato golden mosaic virus (TGMV)

			Tomato infectious chlorosis virus (TICV)

			Tomato leaf curl virus (TLCV)

			Tomato leaf curl deltasatellite

			Tomato mosaic virus (ToMV)

			Tomato planta macho viroid (TPMVd)

			Tomato pseudo curly top virus (TPCTV)

			Tomato spotted wilt virus (TSWV)

			Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)

			Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV)

			Tomato spotted wilt virus (TSWV)

			Torque teno virus (TTV)

			Trichodysplasia spinulosa polyomavirus (TSPyV)

			Tulip-breaking virus (TBV)

			Tupanvirus soda lake

			Turkey astrovirus (TAstV) – kalkunite astroviirus

			Turkey rhinotracheitis virus (TRTV) – lindude metapneumoviirus

			Turnip curly top virus (TCTV)

			Turnip mosiac virus (TuMV)

			Turnip yellow mosaic virus (TYMV)

			 

			Uukuniemi virus (UUKV)

			 

			Vaccinia virus (VACV) – (rõuge)vaktsiini viirus

			Variola virus (VARV) = smallpox virus – rõugeviirus

			Varicella zoster virus (VZV) – tuulerõugeviirus

			Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) – hobuste Venezuela entsefaliidi viirus

			Vesicular exanthema of swine virus (VESV)

			Vesicular stomatitis virus (VSV) – vesiikulaarse stomatiidi viirus

			Visna-maedi virus (VMV)

			 

			Walleye dermal sarcoma virus (WDSV)

			Watermelon mosaic virus (WMV)

			West Nile encephalitis virus (WNV) – West Nile’i entsefaliidi viirus

			Western equine encephalitis virus (WEEV) – hobuste Lääne-Ameerika entsefaliidi viirus

			Wheat dwarf virus (WDV)

			Whitewater Arroyo virus (WWAV)

			Woodchuck hepatitis virus (WHV) – ümisejate hepatiidi viirus

			Woolly monkey hepatitis virus (WMHV) – ahvi hepatiidi viirus

			Wound tumor virus (WTV)

			 

			Yellow fever virus (YFV) – kollapalavikuviirus

		

	
		
			LISA 2. SAGEDAMINI KASUTATUD TERMINITE JA MÕISTETE SELETUSED 

			ADE (ingl antibody-dependent enchancement). ADE ehk antikehadest sõltuv võimendus on mehhanism, mida viirused kasutavad nende rakkude nakatamiseks, millel puuduvad antud viiruse virionide seondumiseks sobivad retseptorid. ADE põhineb asjaolul, et virionid moodustavad kõigepealt kompleksi mitteneutraliseerivate antikehadega. Järgnevalt omistatakse sellised virioni-antikeha- kompleksid Fc-retseptoriga rakkude (nt makrofaagide) poolt; tagajärjeks on selliste rakkude nakatumine viirusega.

			Ambisensne RNA genoom (segment). Ambisensne RNA on ssRNA, mille 3’-otsa- poolne osa on negatiivse ja 5’-otsa poolne osa positiivse polaarsusega; s.t. 5’ otsa poolne ala sisaldab lugemisraami. Selliseid genoome ja genoomi segmente on segmenteeritud negatiivse polaarsusega RNA-viirustel (klass Ellioviricetes, selts Bunyavirales). Ambisenssete genoomide mõlema polaarsusega regioonid ekspresseeritakse genoomist lühemate mRNA-de kaudu.

			Antigenoom. Üheahelalise DNA- või RNA-genoomiga viiruse puhul nimetatakse antigenoomiks genoomiga võrreldes komplementaarse polaarsusega nukleiinhappeahelat, mille alusel toimub uue genoomse DNA või RNA süntees. Kui viiruse genoom on positiivse polaarsusega, siis on antigenoom negatiivse polaarsusega, ning vastupidi, kui genoom on negatiivse polaarsusega, siis on antigenoom positiivse polaarsusega.

			Antiretseptor. Antiretseptor on virioni komponent, mis vahendab virioni seondumist peremeesraku pinnale. Ümbrisega viirustel on antiretseptoriks enamasti glükovalgud, ümbriseta viirustel aga virioni väliskapsiidi valgud, mis sageli paiknevad ikosaeedrilise virioni tippudes.

			Arboviirus. Nimetus tuleneb ingliskeelsest mõistest arthropod born virus. Mõistet kasutatakse selliste lülijalgsete vektoritega levivate viiruste kohta, mis replitseeruvad nii oma peremehes kui ka lülijalgses vektoris. Arboviiruste hulka kuuluvad alfaviirused, flaviviirused, bunyaviirused, rabdoviirused ja mitmed dsRNA genoomsed viirused (nagu orbiviirused). Ainus tuntud DNA-genoome arboviirus on ASFV.

			ARV. Retroviirusevastane ravim (ingl anti retrovirus). 

			Bakteriofaag. Prokarüootseid organisme nakatav viirus. Mõistet kasutatakse eelkõige eubaktereid nakatavate viiruste kohta. Tuleneb kreeka keele sõnast phagein (’õgima’), mis kajastab seda, et paljud bakterite viirused lüüsivad oma peremeesrakke. Sageli kasutatakse sõna bakteriofaag asemel lihtsalt sõna faag, tähendus sellest ei muutu. Õpikus on kasutatud sõnakuju bakteriofaag (nt RNA-genoomsed bakteriofaagid) rääkides bakterite viirusest või viiruse rühmadest üldse ja sõnakuju faag koos liiginimega (nt faag Qβ) rääkides konkreetsest viirusest

			CAR (ingl coxsackie-adeno receptor). CAR on raku pinna molekul, mis osaleb rakkude kinnitumises ja T-rakkude aktiveerimisel. CAR on enamiku adenoviiruste ja Coxsackie B viiruste retseptoriks.

			Copy-choice-rekombinatsioon. RNA-viiruste ja retroviiruste genoomide rekombinatsiooni peamine mehhanism. Rekombinatsioon toimub, kui sünteesi läbi viiv polümeraas vahetab RNA või cDNA sünteesi käigus kui matriitsi. Sellisel juhul eraldub polümeraas koos juba sünteesitud RNA või cDNA molekuliga algselt matriitsilt ja seondub (eelistatud homoloogsele) matriitsile ja jätkab sellel sünteesi. Selle tulemusena sünteesitud RNA või cDNA kujutab endast kimääri, millest üks osa on sünteesitud ühel, teine osa teisel matriitsil.

			CRISPR/Cas. „Omandatud immuunkaitse“ süsteem, millega erinevad prokarüoodid kaitsevad ennast viiruse ja plasmiidide eest. Süsteem põhineb CRISPR-i (ingl clustered regularly interspaced short palindromic repeats) sihtmärkjärjestusi äratundval süsteemil ja Cas-valkudel (ingl CRISPR associated proteins), mis kasutavad neid sihtmärkide äratundmiseks ja lõikamiseks.

			CRP-cAMP- (ingl catabolic receptor protein-cyclicAMP) süsteem. CRP-cAMP- süsteem on transkriptsiooni kontrollsüsteem, mis E. coli puhul reguleerib üle 100, enamasti energia tootmisega seotud geeni ekspressiooni. CRP seondub cAMP-ga. See on signaalmolekul, mille kontsentratsioon tõuseb glükoosipuuduse korral. cAMP seondamise tulemusena muutub CRP konformatsioon võimaldades CRP-l seonduda tema poolt kontrollitud geenide promooteraladele ja aktiveerida nende transkriptsiooni RNA polümeraasi sidumise teel.

			DAA. Otsese toimega viirusvastane ühend (ingl directly acting antiviral). Seda terminit kasutatakse otseselt viiruse ensüümidel või pinnavalkudesse toimivate ravimite iseloomustamiseks, näiteks HCV-vastases teraapias kasutatavate ravimite puhul. Ühendeid, mille toime on seotud peremeesraku mõjutamisega, näiteks blokeerides peremehe retseptorit või viiruse replikatsiooniks olulist peremehe valku, nimetatakse HTA-ks (ingl host targeting antiviral).

			Defektne interfereeruv (DI-) genoom (RNA või DNA). DI-genoomid on viiruse replikatsiooni käigus tekkivad genoomist lühemad nukleiinhapped milles leiduvad replikatsiooni jaoks vajalikud cis-järjestused, kuid mis ei kodeeri funktsionaalseid replikaasi-valke. Seetõttu suudavad DI-genoomid replitseeruda vaid normaalse viiruse juuresolekul ja teevad seda harilikult viimase arvel. Selle tulemusena normaalse viiruse paljunemine väheneb, sellest tuleneb ka DI-genoomide nimetus. DI-genoomide tekkimine ei pruugi olla juhuslik „viga“, see võib olla osa strateegiast, millega viirus vähendab oma paljunemise efektiivsust ja tekitab mittetsütotoksilist (persistentset) infektsiooni.

			Endolüsiin on dsDNA-genoomiga bakteriofaagide poolt kodeeritud lüüsivalk. Kujutab endast ensüümi, mis on võimeline seondama ja hüdrolüüsima bakteri rakuseina moodustavat peptidoglükaani (mureiini). Kasutatakse ka nimetusi lüsiin või mureiinhüdrolaas, ajalooliselt on seda nimetatud ka bakteriofaagide lüsosüümiks, ehkki see nimetus pole päris korrektne. 

			Genotüüp. Mõiste, mida kasutatakse eristamaks samasse liiki kuuluvaid mitte-identseid viiruseid. Selliste viiruste isolaatide nukleotiidsed järjestused võivad üksteisest erineda isegi kuni 35% võrra. Mõistet genotüüp kasutatakse erinevate viiruste gruppide puhul erinevalt, see tähendab erinevate viiruste genotüüpidesse jagamise kriteeriumid võivad erineda. Üldjuhul eristatakse viiruste genotüüpe viiruse isolaatide fülogeneetilise puu koostamise ja analüüsimise abil. Enamikul juhtudel kajastab viiruse genotüüp tema geograafilist päritolu ja levikut. 

			HAART – retroviirusevastane ravi (ingl highly active antiretroviral therapy). Seda terminit kasutatakse kombineeritud viirusvastase ravi kirjeldamiseks HIV-1-infektsiooni ravis. Tänapäeval kasutatakse enamasti lühendatud versiooni – ART (ingl antiretrovirus therapy).

			Holiin. Holiinideks nimetatakse dsDNA genoomsete bakteriofaagide poolt kodeeritud valke, mille funktsiooniks on teha infektsiooni lõppfaasis raku sisemembraani avavused. Enamasti on need suured „augud“, harvem spetsiifilisemad kanalid, mille kaudu faagi kodeeritud endolüsiin pääseb kontakti bakteri rakuseinaga. Holiinid on tüüpiliselt vastutavad lüüsi täpse ajastuse eest ja toimivad põhimõttel „kõik või mitte midagi“: holiinid kogunevad rakus aja jooksul, kuid avavuste tekitamine algab kindlate tingimuste saabudes. Holiinide aktiivsust võivad kontrollida antiholiinid. Erinevate bakteriofaagide kodeeritud holiinidel on sarnased funktsioonid, kuigi vastavate valkude struktuurid võivad olla väga erinevad. Seetõttu eristatakse mitut holiinide klassi.

			Immune escape. Uute immunoloogiliste omadustega viirusvariantide tekkimine ühes ja samas peremeesorganismis toimuva infektsiooni käigus. See aitab viirusel olemasolevast immuunvastusest „mööda hiilida“ ning seega organismis pikemaks ajaks püsima jääda. Laiem mõiste, mida kasutatakse eriti kroonilisi nakkusi tekitavate viiruste (nt HCV) puhul, on „kvaasiliikide tekkimine“. Kvaasiliigid võivad erineda üksteisest mitte ainult immunoloogiliste, vaid ka muude omaduste, näiteks ravimiresistenstuse poolest.

			Infektsiooni kordsus. Nakatamisvõimeliste virionide arv ühe vastuvõtliku raku kohta.

			Ingliskeelne nimetus multiplicity of infection (lühendatakse MOI või m.o.i.). 

			Interferoon. Interferoonid (IFN) on tsütokiinid, mis on olulised rakkude viirus-vastases sünnipärases immuunvastuses ja omandatud immuunvastuse kujundamisel. Interferoone on mitut tüüpi. Esimest tüüpi interferoonide hulka kuuluvad IFN-α, IFN-β, IFN-ε, IFN-κ ja IFN-ω. Need interferoonid signaliseerivad IFN-α/β-retseptori kaudu. Teist tüüpi interferoonide hulka kuulub IFN-γ, mis signaliseerib IFN-γ-retseptori kaudu. Kolmandat tüüpi interferoonid on IFN-λ1, IFN-λ2 ja IFN-λ3 ning need signaliseerivad IFN-λ- retseptori kaudu. Interferoonide algatatud signaaliülekanne viib interferooni stimuleeritud geenide (ingl interferon stimulated gene, ISG) ekspressiooni aktiveerumisele. Paljudel ISG-de produktidel on viirusvastane aktiivsus.

			Inverteeritud korduvjärjestus. Inverteeritud korduvjärjestus ehk pöördkorduvjärjestus kujutab endast duplitseeritud järjestust, mille puhul nukleiinhappe järjestuse koopiad paiknevad teineteise suhtes vastupidises orientatsioonis. Üheahelalise nukleiinhappe puhul tähendab see, et need koopiad teineteisele komplementaarsed. Näiteks on järjestuse 5’-ATGTTTCCCGGGCCAAT-3’ inverteeritud korduvjärjestus 5’-ATTGGCCCGGGAAACAT-3’. Kui inverteeritud korduvjärjestuse kaks koopiat paiknevad teineteise järel, nimetatakse sellist elementi sageli palindroomseks järjestuseks. Üheahelalises nukleiinhappe molekulis paiknevad inverteeritud korduvjärjestuse kaks koopiat võivad paarida ja moodustada dupleksi:

			5’– ATGTTTCCCGGGCCAAT - 3’

			3’- TACAAAGGGCCCGGTTA - 5’

			Inverteeritud korduvjärjestused võivad olla perfektsed ehk täiuslikud, sellisel juhul on kaks koopiat identsed. Kui koopiate järjestustes on erinevusi, siis on tegemist mittetäiuslike ehk mitteperfektsete korduvjärjestustega. Kui inverteeritud korduvjärjestused paiknevad viiruse genoomi otstes, nimetatakse neid ITR- (ingl inverted terminal repeat) elementideks. 

			In vitro. Väljaspool elusat organismi. Tähistab rakuvabas keskkonnas ja hulkraksete organismide puhul ka kultiveeritavates rakkudes toimuvaid reaktsioone ja/või infektsiooni.

			In vivo. Elusas organismis. Bakteritel ja muudel üherakulistel organismidel tähendab see „rakus“; hulkraksete organismide puhul terves organismis toimuvat infektsiooni.

			IRES (ingl internal ribosome entry site). Sisemine ribosoomi seondumise sait on RNA järjestus, mis tänu oma sekundaar- ja ruumilisele struktuurile võimaldab ribosoomi 40S allühikul 5’-otsast sõltumatut mRNA-le seondumist. Tuntud IRES-elemendid erinevad oluliselt oma struktuurilt ja seetõttu ka oma funktsioneerimise põhimõttelt.

			Konkatemeer. Konkatemeer on viiruse replikatsioonil tekkiv genoomide multimeer, milles erinevad genoomi koopiad paiknevad tandeemses (pea-saba-pea-saba) orientatsioonis. Konkatemeerid võivad koosneda sadadest genoomide monomeeridest ja tekivad kas veereva rõnga replikatsiooni (mittehargnevad konkatemeerid) või rekombinatsioonist sõltuva replikatsiooni tulemusena (hargnevad konkatemeerid). Konkatemeerid konverteeritakse individuaalseteks (monomeerseteks) genoomideks viiruse DNA pakkimissüsteemi poolt genoomide pakkimisprotsessi käigus. 

			Kozaki konsensus (kontekst). Konsensusjärjestus, mis eukarüootses mRNA-s ümbritseb tugevat initsiatoorset AUG-koodonit. AUG on tugevas Kozaki kontekstis kui positsioonides -3 (3 jääki A-st eespool) ja +4 (vahetult G järel) paiknevad puriini jäägid; klassikaline tugev konsensus on AccAUGG, initsiatoorne koodon alla joonitud. Tugevas Kozaki kontekstis AUG-koodonitel toimub translatsiooni initsiatsioon efektiivselt, nõrgas kontekstis olevatel koodonitel harva või üldse mitte, seetõttu loetakse need mRNA skannimisel sageli üle. 

			Kvaasiliik. Ühes ja samas peremeesorganismis viiruse replikatsiooni tulemusena tekkinud genoomid, mis erinevad üksteisest geneetilise informatsiooni poolest; kvaasiliikide erinevused on minimaalsed, alates punktmutatsioonidest kuni 1–5%-lise nukleotiidse järjestuse erinevuseni. Siiski võimaldavad need erinevused uute genoomidega ja vastavalt ka uute bioloogiliste omadustega viirustel pääseda olemasolevast immuunvastusest, ravimitepoolsest survest jne. Kvaasiliikide tekkimine soodustab seega viiruse püsimist organismis. Mõistet kasutatakse eelkõige RNA kaudu replitseeruvate viiruste puhul, mille polümeraasid (RdRp või RdDp) teevad genoomi sünteesi käigus palju „vigu“, põhjustades juhuslike mutatsioonide kuhjumist.

			Latentne infektsioon. Infektsiooni tüüp, mille puhul asub rakkudes viiruse genoom, mis see võib paljuneda, kuid rakk ei hävi ja virione ei moodustu; selle tunnuse poolest erineb latentne infektsioon kroonilisest infektsioonist. Terminit „latentne infektsioon“ kasutatakse peamiselt inimese ja muude selgroogsete viiruste puhul; ülal toodud tunnustele vastavat infektsiooni bakteris või arhes nimetatakse lüsogeenseks infektsiooniks.

			Lekkiv skannimine ehk leaky scanning. Mehhanism, mida kasutatakse erinevate valkude ekspresseerimiseks ühelt ja samalt eukarüootselt mRNA-lt. Mehhanism põhineb asjaolul, et kui mRNA 5’-otsa pool paiknev AUG-koodon (või koodonid) ei paikne tugevas Kozaki kontekstis, initsieerivad skannivad ribosoomid neil translatsiooni suhteliselt harva. Seetõttu jõuab osa skannivaid ribosoome ka allpool asuvate, enamasti tugevas Kozaki kontekstis olevate AUG-koodoniteni.

			Liitvalk. Sünonüüm – polüproteiin. Viiruste, eriti positiivse polaarsusega RNA viiruste ja retroviiruste poolt ekspresseeritud eelvalk, mille koostisesse kuuluvad kahe või rohkema valmis- (küpse) valgu järjestused. Liitvalgud lõigatakse valmisvalkudeks viiruse ja/või raku poolt kodeeritud proteaasi(de) poolt. Liitvalkudel ja nende lõikamise vaheproduktidel võib olla ka viirusele olulisi unikaalseid funktsioone, mida valmisvalkudel ei ole. 

			LMP (ingl latency membrane protein). EBV latentses infektsioonis sünteesitavad membraanivalgud LMP1 ja LMP2, mis on olulised peremeesraku aktiveerimisel ja viirus infektsiooni latentse seisundi hoidmisel.

			Lüsogeene infektsioon. Mõõdukate bakteriofaagide infektsioonitsükli vorm, kus bakteriofaag on oma geeniekspressiooni maha surunud ja eksisteerib oma peremeesrakus profaagi kujul. Teatud tingimustel või profaag aktiveeruda ja käivitada lüütilise infektsiooni.

			Lüüsilaik. Viiruse poolt peremeesrakkude monokihis tekitatud „auk“, mille piires on rakud viiruse poolt surmatud, bakterite puhul lüüsunud. Sünonüümiks on „negatiivne koloonia“; ingliskeelne vaste on plaque. 

			Mittestruktuurne valk. Viroloogias nimetatakse mittestruktuurseteks valkudeks viiruse poolt kodeeritud valke, mis valmis (küpsete) virionide koostisesse ei kuulu.

			Multikomponentne viirus. Segmenteeritud genoomiga viirus, mille genoomi segmendid pakitakse eraldi virionidesse. Funktsionaalne multikomponentne viirus kujutab seega endast virionide, milles on kokku esindatud kõik genoomi segmendid, kogumit. Multikomponentseid viiruseid leidub kõige rohkem vektorlevikuliste taimeviiruste hulgas.

			NES. Tuumse ekspordi järjestus (ingl nuclear export signal). NES järjestus on vajalik seda sisaldavate valkude ja nende poolt moodustatud komplekside transpordiks raku tuumast tsütoplasmasse.

			NF-κB. DNA transkriptsiooni, tsütokiinide ekspressiooni ja rakkude eluspüsimist kontrolliv transkriptsioonifaktor. Viirusinfektsiooni korral on NF-κB-l oluline roll rakkude ja organismi immuunvastuse kujundamises. 

			NLS. Tuumalokalisatsiooni järjestus (ingl nuclear localization signal). NLS kujutab endast ühe- või kaheosalist aminohappejärjestust, mis on vajalik valkude transpordiks tsütoplasmast raku tuuma.

			NNRTI (HIV) pöördtranskriptaasi mittenukleosiidne inhiniitor (ingl non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor) on HIV-1 pöördtranskriptaasi allosteeriline inhibiitor. Nimetus iseloomustab nende ravimite toimemehhanismi: nad seonduvad HIV-1 pöördtranskriptaasile ja inhibeerivad seda muutes ensüümi konformatsiooni või takistades selle konformatsiooni muutumist DNA sünteesi käigus.

			NRTI. Pöördtranskriptaasi nukleosiidne inhibiitor (ingl nucleosid/nucleotide reverse transcriptase inhibitor). Nimetus iseloomustab nende ravimite toimemehhanismi: nad on HIV-1 ja HBV pöördtrankriptaaside substraatsed inhibiitorid. Need ained mimikreerivad pöördtranskriptaasi substraate ja lülitakse sünteesitavasse DNA-ahelasse. Selle tulemusel tekivad sünteesil vead ja/või süntees katkeb. 

			Otsene korduvjärjestus. Kujutab endast duplitseeritud nukleiinhappe järjestust, mille kaks või enam koopiat paiknevad ühes ja samas orientatsioonis. Näiteks on järjestuse 5’-ATGTTTCCCGGGCCAAT-3’ otsene korduvjärjestus samuti 5’- ATGTTTCCCGGGCCAAT-3’. Kaks korduvjärjestuse koopiat võivad paikneda nii, et üks koopia asub vahetult teise järel (5’-ATGTTTCCCGGGCCAATATGTTTCCCGGGCCAAT-3’) või olla teineteisest eraldatud muude järjestuste poolest. Korduvjärjestused võivad olla perfektsed (täiuslikud), sellisel juhul on järjestuste koopiad identsed. Mitteperfektsete (mittetäiuslike) järjestuste puhul on koopiate vahel erinevusi. Kui otsesed korduvjärjestused paiknevad viiruse genoomi otstes, nimetatakse neid DTR- (ingl direct terminal repeat) elementideks. 

			PABP (ingl poly(A) binding protein). Valk, mis seob eukarüootsete mRNA-de polü(A)järjestusi. Interakteerudes eIF4G-valguga, soodustab PABP mRNA-de tsirkulariseerumist ja osaleb sellega translatsiooni initsiatsioonil. PABP osaleb ka polü(A)järjestuste sünteesimisel, mRNA-de stabiliseerimisel ja nonsense-mediated decay mehhanismis.

			PAMP, patogeeniga seotud molekulaarne muster (ingl pathogen associated molecular pattern). PAMP kujutab endast molekuli, mille esinemine on tüüpiline mingit kindlat tüüpi patogeenidele ja mida rakud tunnevad ära PRR- (ingl pattern recognition receptor) molekulide abil. See äratundmine käivitab patogeeni vastu suunatud kaasasündinud immuunvastuse. Viiruste puhul on kõige tavalisemad PAMP-id raku jaoks ebatüüpilised RNA molekulid: dsRNA-d ja/või 5’-otstest modifitseerimata RNA-d.

			Pararetroviirus. DNA-genoomne viirus, mille genoomi sünteesib viiruse pre-genoomse mRNA matriitsil viiruse pöördtranskriptaas. Pararetroviirus on mõiste, mitte taksonoomiline ühik.

			PERK. PKR-like endoplasmic reticulum kinase, tuntud ka kui eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3 (EIF2AK3). Üks neljast eIF2-valku fosforüülivast raku kinaasist, aktiveeritakse ER stressi, näiteks unfolded protein response (UPR) korral. PERK aktiveerumine viib translatsiooni seiskumisele rakus.

			Permissiivsus (ingl permissivity). Vastuvõtlike rakkude võime toetada kõiki viirusinfektsiooni etappe, s.t võimaldada uue virionide põlvkonna moodustamist ja nende vabanemist.

			Permutatsioon. Genoomi permutatsioon on nähtus, mille puhul lineaarsel genoomil puudub fikseeritud ots. Täielikult permuteeritud genoomide puhul, näiteks T4-faagi genoomis, võib igas virionis paiknev DNA molekul alata suvalisest positsioonist faagi genoomis. Näiteks, kui faagi genoomiks oleks järjestus ABCDEFGHIJK, siis individuaalsetes virionides paiknevad genoomid võivad olla struktuuriga ABCDEFGHIJK, BCDEFGHIJKA, CDEFGHIJKAB jne.

			Persistentne infektsioon. Infektsiooni tüüp, mille puhul viirus nakatunud rakku oluliselt ei kahjusta. Üldjuhul on persistentselt nakatunud rakul viirusinfektsiooni üle kontroll, kuid ta ei suuda infektsiooni täielikult likvideerida. Erinevalt latentsest infektsioonist toimub persistentse infektsiooni käigus uute infektsiooniliste virionide moodustamine. Mõiste on lähedane kroonilise infektsiooni mõistele, mistõttu aeg-ajalt kasutatakse neid sünonüümidena. See pole siiski päris korrektne. Õigem on kasutada mõistet „krooniline infektsioon“ in vivo (organismi) tasandil toimuva infektsiooni kohta ja „persistentne infektsioon“ raku/koekultuuri tasandil toimuva infektsiooni kohta. Veel on vahe selles, et krooniline infektsioon on sageli pikas perspektiivis organismile kahjulik ja võib lõppeda surmaga, sellise infektsiooni näideteks on HIV-, HCV-infektsioonid. Persistentset infektsiooni peetakse enamasti rakke mittekahjustavaks, ehkki see ei pruugi alati olla päris täpne.

			PKR. Protein kinase RNA-activated, tuntud ka kui eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2 (EIF2AK2). Üks neljast raku kinaasist, mis fosforüüleerivad eIF2- valku. PKR aktiveeritakse kaheahelaliste RNA molekulide poolt ja selle aktiveerumine viib raku translatsiooni seiskumisele. PKR kuulub interferoonide poolt indutseeritud valkude hulka ja osaleb rakkude viirusvastases kaitses.

			Profaag. Lüsogeenses bakteris paiknev mõõduka bakteriofaagi DNA. Profaag võib olla integreeritud peremehe genoomi või eksisteerida plasmiidi kujul. Lüütiliseks infektsiooniks vajalike geenide ekspressioon on profaagis maha surutud.

			Proviirus. Raku genoomi integreerunud viiruse genoom, selle replikatiivne vorm või (retroviiruste puhul) genoomi alusel sünteesitud cDNA koopia.

			PRR (ingl pattern recognition receptor). Raku kaitsesüsteemi kuuluv molekul, mille ülesandeks on ära tunda patogeenide PAMP-struktuure ja nende leidmisel käivitada sünnipärane immuunvastus.

			Pöördtranskriptaas. DNA polümeraas, mis sünteesib DNA-d, kasutades matriitsina kas RNA-d või DNA-d. Ensüümi täpsem nimetus on RNA-st sõltuv DNA polümeraas (ingl RNA dependent DNA polymerase, RdDp), sageli kasutatakse ka nimetust revertaas. 

			Pöördtranskriptsioon. DNA süntees RNA matriitsil.

			RBS (ingl ribosome binding site). Järjestus prokarüootide mRNA-s mis paikneb initsiatoorsest koodonist ülalpool, enamast 8 nukleotiidijäägi kaugusel. RBS on tuntud ka kui Shine-Dalgarno järjestus ja on komplementaarne 16S rRNA 3’-otsas paikneva CCUCCU anti-Shine-Dargarno järjestusega. 

			Ribosomaalne raaminihe (ingl ribosomal frame-shift). Ribosomaalne raaminihe on nähtus, kui valku sünteesiv ribosoom vahetab sünteesi käigus lugemisraami, nihkudes kas ühe nukleotiidi võrra edasi (+1 raaminihe) või siis ühe või kahe nukleotiidi võrra tagasi (–1- ja –2-raaminihe). Raaminihke toimumine ei ole juhuslik, selle toimumine on määratud mRNA järjestuste ja sekundaarstruktuuride poolt.

			Ribosomaalne šuntimine (ingl shunting). Ribosomaalne šuntimine on mehhanism, mis võimaldab translatsiooni alustavatel ribosoomidel (ja/või 40S allühikutel) osast mRNA liiderjärjestusest „üle hüpata“. Seda võimaldavad mRNA järjestused, šuntimise doonor- ja aktseptorsaidid. Sageli soodustab šuntimist ka mingi viiruse poolt kodeeritud valk. Ribosomaalset šuntimist kasutavad näiteks adenoviirused, paramüksoviirused, ortomüksoviirused ja caulimoviirused.

			Ribosomaalne re-initsiatsioon. Tuntud ka kui „teatejooksumehhanism“ (ingl ribosomal relay). Tegemist on eukarüootsete polütsistroonsete mRNA-de translatsioonil kasutatava mehhanismiga, mille puhul ribosoomid, mis termineerivad translatsiooni ülalpool asuva lugemisraami terminaatoril, re-initsieerivad mRNA-lt lahkumata translatsiooni allpool asuva lugemisraami initsiaatorkoodonil. Sellele mehhanismile on tüüpiline terminaator- ja initsiaatorkoodonite paiknemine teineteise lähedal või isegi nende kattumine (järjestus AUGA). Enim uuritud sellist mehhanismi kasutavatest viirustest on caulimoviirused; re-initsiatsiooni soodustab ka caulimoviiruste kodeeritud TAV-valk.

			RNA interferents (RNAi). Väikeste RNA-de (siRNA, miRNA, piRNA) vahendatud geeniekspressiooni regulatsioon, tuntud ka kui posttranskriptsiooniline geenide vaigistamine.

			RNA-st sõltuv RNA polümeraas (ingl RNA dependent RNA polymerase, RdRp). RdRp on ensüüm, mis sünteesib RNA matriitsil RNA-d. Lisaks RNA genoomsetele viirustele kodeerivad RdRp-d ka mitmed organismid, näiteks taimed. Samas pole näidatud, et peremeesraku kodeeritud RdRp osaleks RNA genoomsete viiruste genoomide replikatsioonis.

			Satelliit-RNA (DNA) on RNA või DNA, mis replitseerub viiruse abil selle poolt nakatunud rakus, kuid mis ei kuulu ei viirusele ega rakule. Reeglina vajab satelliit-RNA (DNA) oma replikatsiooniks viiruse replikatsiooni süsteemi ja pakitakse viiruse struktuurivalkudesse, see tähendab, et ta levib koos viirusega. 

			Satelliitviirus. Mitteautonoomne viirus, mis põhimõtteliselt ei saa paljuneda rakus, milles puudub talle sobiv peremees (abi-, helper-)-viirus. Kõik satelliitviirused kodeerivad oma kapsiidivalku, kuid võivad vajada peremees-viiruse membraanvalke. Satelliit-viirused võivad kodeerida ka muid valke. Rakust rakku levivad satelliit-viirused koos peremees-viirusega kas individuaalsete vabade virionidena või siis peremeesviiruse virionide sees (mimiviiruse satelliit Sputnik).

			Segmenteeritud genoom. Viiruse genoom, mis koosneb mitmest üksteisest erinevast nukleiinhappe molekulist ehk siis viiruse „kromosoomist“. Genoome, mis koosnevad kahest identsest nukleiinhappe molekulist, nimetatakse diploidseteks (nt retroviirused). Erinevad genoomi komponendid võivad kõik paikneda ühes ja samas partiklis (virionis) või olla pakitud igaüks eraldi partiklisse (multikomponentsed viirused).

			Serotüüp. Samasse liiki kuuluvate viiruste grupp, mis kutsub esile teistest samasse liiki kuuluvate viiruste gruppidest erinevat immuunvastust, eelkõige neutraliseeruvate antikehade tekkimist. Ühte serotüüpi klassifitseeritakse väga sarnaste antigeensete omadustega viiruseid. Sarnased serotüübid klassifitseeritakse serogruppideks (või serokompleksiteks); selle aluseks on ristreaktiivsus antikehade suhtes. Sageli kattub mõiste „serotüüp“ mõistega „genotüüp“, seda põhjusel, et viiruse genotüüp määrab ka virioni antigeense struktuuri. Paraku ei kehti see reegel kõikide viiruste puhul: näiteks Zika viirusel eristatakse kolme genotüüpi, kuid ainult ühte serotüüpi ehk siis antigeenne struktuur on kõikidesse genotüüpidesse kuuluvate viiruste virionidel sarnane.

			Spaniin. Paljude dsDNA-genoomsete bakteriofaagide poolt kodeeritud rakkude lüüsisüsteemi komponent. Nimetus tuleneb sellest, et need valgud seovad ja seejärel liidavad omavahel lüüsitava bakteriraku sise- ja välismembraani; selle tulemuseks on suurte aukude tekkimine raku seinas ja rakkude lüüsimine. Spaniinide klassikaliseks näiteks on faagi lambda kodeeritud raku sisemembraaniga seonduv Rz-valk ja raku välismembraaniga seonduv Rz1-valk.

			STAT (ingl signal transducer and activator of transcription). JAK (ingl janus kinase) perekonna kinaaside poolt fosforüülitav transkriptsioonifaktorite grupp. Fosforüülitud STAT-valgud moodustavad mitmesuguseid komplekse ning transporditakse raku tuuma, kus nad käivitavad muu hulgas interferoonide poolt stimuleeritud geenide ekspressiooni. Seega vahendavad STAT-valgud interferoonide poolt ülekantavat signaali ja neil on oluline roll sünnipärases immuunvastuses.

			Struktuurivalk. Viroloogias nimetatakse struktuurivalkudeks viiruse poolt kodeeritud valke, mis kuuluvad valminud virionide koostisesse.

			Subgenoomne RNA. Mõistet kasutatakse RNA-viiruste puhul tähistamaks genoomist või genoomi segmendist lühemat mRNA-d. Sellised mRNA-d sünteesitakse nakatunud rakkudes tagamaks viiruse valkude tootmist; erinevalt genoomsetest RNA-dest subgenoomseid RNA-sid virionidesse enamasti ei pakita.

			Superinfektsiooni blokeerimine. Superinfektsiooni blokeerimine on nähtus, mis seisneb selles, et rakku sisenenud ja seal paljunev viirus takistab teise samasuguse või endale sarnase viiruse sisenemist samasse rakku (superinfektsiooni) ja/või selle viiruse paljunemist nakatunud rakus. Nähtus on tuntud ka nimetuse all „homoloogiline interferents“.

			Supersugukond. Mittetaksonoomiline ühik, mille alla ühendatakse erinevaid, kuid sarnaste bioloogiliste omadustega ja tõenäoliselt üksteisega kauges suguluses olevaid viiruseid. Kasutatakse peamiselt positiivse polaarsusega RNA-viiruste puhul; need jagunevad nelja peamise supersugukonda.

			Südamik (core) struktuur. Südamik on mõiste, mida kasutatakse tähistamaks virioni sisemist, ümbrise ja/või väliskihi all paiknevat struktuuri, millel on spetsiifilised funktsioonid. Selliseks funktsiooniks võib olla näiteks viiruse RNA sünteesi läbiviimine. Mõiste on lähedane mõistetele nukleokapsiid või sisemine kapsiid, kuid mitte nendega identne.

			Zoonootiline tsükkel. Viiruse ringlemine loomsete peremeeste vahel; arboviiruste puhul toimub see lülijalgse vektori vahendusel.

			Theta replikatsiooniskeem. Tuntud ka kui kahesuunaline DNA replikatsioon ja Cairnsi skeem. Theta replikatsioon on rõngakujulise dsDNA replikatsiooni skeem, mille puhul replikatsioon algatatakse ühest ori-lõigust. Initsiatsiooni tulemusena moodustub kaks teineteisele vastupidisesse suunda liikuvat replikatsioonikahvlit.

			Transduktsioon. Peremeesrakust pärineva geneetilise informatsiooni ülekandmine viiruse poolt. Mõnikord nimetatakse transduktsiooniks ka lihtsalt uue geneetilise informatsiooni, sealhulgas viiruse enda oma, toomist viiruse poolt uude peremeesrakku. 

			UPR (ingl unfolded protein response). Raku vastus pakkimata valkude kogunemisele ER membraanidesse. Vastusena sellele sündmusele aktiveerib rakk valkude pakkimist abistavate šaperonvalkude tootmist ja/või seiskab PERK vahendusel uute valkude juurdetootmise.

			UTR (ingl untranslated region). Positiivse polaarsusega RNA-viiruste genoomse RNA ja muude mRNA-de mittetransleeritavad alad. UTR-id paiknevad mRNA otstes; RNA-viiruste genoomide puhul eksisteerib ka sisemisi mittetransleeritavaid alasid.

			Vastuvõtlikkus (ingl susceptibility). Raku või organismi võime (omadus) saada mingi konkreetse viiruse poolt nakatatud. Üldjuhul kajastab see viirusele sobivate retseptorite olemasolu raku pinnal ja viiruse replikatsiooniks sobivate peremeesrakkude komponentide olemasolu rakus.

			Veereva rõnga replikatsioonimudel (ingl rolling circle replication), kasutatakse ka nimetust σ-(sigma) replikatsiooniskeem. Rõngakujulise genoomiga viiruste poolt kasutatav replikatsiooniskeem, kus replikatsioonikompleks liigub mööda rõngakujuliust DNA-, HDV- ja viroidide puhul RNA-matriitsi.

			Vireemia. Viiruse sisenemine verre. Vireemia on iseloomulik eelkõige arboviirusinfektsioonile selgroogses peremehes. Sellisel juhul on viirusel kaks eesmärki: levida peremehe organismis ja sattuda taas verest toituva ülekandevektori organismi. Vireemiat tekitavad ka muud viirused, eelkõige eesmärgiga organismis levida.

			Viiruse genoom. Virionis paiknev ja infektsiooniks vajalik viiruslikku päritolu nukleiinhape. Virionides paiknevaid muid nukleiinhappeid, sealhulgas rakulist päritolu nukleiinhappeid genoomiks ei loeta. Mitmete viiruste puhul erineb genoom oma topoloogialt (lineaarne versus rõngakujuline) või isegi oma tüübilt (RNA versus DNA) rakus paiknevast viiruse nukleiinhappest. 

			Viiruse peremeeste ring. Organismide (liikide) ja koetüüpide hulk, mille rakkudes on mingi konkreetne viirus võimeline paljunema. Mõnikord eristatakse viiruste looduslikku ja eksperimentaalset peremeeste ringi.

			Viiruse retseptor. Raku pinnal paiknev molekul (või molekulid), millele mingi konkreetse viiruse virion seondub.

			Virion. Virion ehk viiruse osake või viiruse partikkel kujutab endast struktuuri, mis koosneb viiruse genoomist ja seda ümbritsevast kestast. Kest võib koosneda ainult valkudest või sisaldada ka membraani – ümbrist. Virionidele on iseloomulik sümmeetria, levinumad sümmeetria tüübid on spiraalne ja ikosaeedriline sümmeetria. Virionid on ette nähtud viiruste levikuks peremeesrakkude ja -organismide vahel.

			Viroloogia. Teadus, mis uurib viiruseid ja nende interaktsioone peremeestega.

			Viroom. Mingi ökosüsteemi, holobiondi või bioomiga seotud viiruslike nukleiinhapete kogum, peaaegu ekvivalentne viiruste metagenoomi mõistega.

			Virosfäär. Kõikide maakeral olevate viiruste kogum.

			VLP (ingl virus like particle), viirusesarnane osake. Selle mõistega tähistatakse osakesi, mis elektronmikroskoobis näevad välja virionidena, kuid mille kohta ei ole tõestust, et nad on tõesti virionid . VLP-deks nimetatakse ka osakesi, mille kohta on teada, et nad ei ole infektsioonilised virionid, näiteks HPV-vaktsiini koostisesse kuuluvaid rekombinantseid partikleid.

			VMR (ingl virus to microbe ratio) on m õõdik, mis näitab üldjoontes viiruste ja nende potentsiaalsete peremeeste vahekorda. VMR-i kasutatakse viiruste arvukuse hindamisel erinevates biotoopides, mis võimaldab erinevaid biotoope võrrelda.

			VPg (ingl virion protein genome linked). Mõnede RNA genoomsete viiruste genoomi 5’-otsale kovalentse sidemega seotud valk. VPg on seotud genoomse RNA-ga fosfodiestersideme kaudu, mis moodustub Tyr-, Ser- või Thr-jäägi hüdroksüülgrupi ja RNA 5’-nukleotiidi vahel. VPg on RNA replikatsiooni käivitamisel kasutatud praimer või selle jäänuk. Peale RNA sünteesi praimimise võib VPg-l olla ka muid funktsioone. Kovalentselt genoomi 5’-otsaga seotud valke on ka pararetroviirustel ja mõnedel DNA-viirustel; neid tähistatakse enamasti kui TP (ingl terminal protein), mitte kui VPg.

			Ümbris. Virioni membraan. Ümbris pärineb peremeesraku membraanidest ja sisaldab viiruse poolt kodeeritud valke. Mitte kõikidel virionidel ei ole ümbrist. Nimetus „ümbris“ on tuletatud ilmselt ingliskeelsest sõnast envelope ja peaks kajastama asjaolu, et ta ümbritseb virioni muid osi. See pole siiski alati nii: mõnede viiruste virionides paikneb ümbris kattevalkudest moodustunud kapsiidi all.
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