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			EESSÕNA 

			 

			Viroloogiat on Eesti ülikoolides ühel või teisel kujul õpetatud ja õpitud mitu aastakümmet. Ka Eesti teadusmaastikul on viroloogia suhteliselt hästi esindatud; viroloogiateadmistega spetsialistid on hinnatud nii kodu- kui välismaal, nii akadeemilises teaduses kui ka ettevõtluses. Seepärast võiks öelda, et viroloogia õpetamisega on meil kõik kui just mitte kõige paremas korras, siis vähemalt päris hästi. Ilmselt nii see ongi. Siiski on viroloogiat õpetavad õppejõud – ja kahtlemata ka ainekursuseid läbivad üliõpilased – tundnud puudust eestikeelsest õpikust. Tänapäeval on meil küll kõigil võimalik kasutada nii kõrgetasemelisi võõrkeelseid õpikuid kui ka häid (ning paraku ka halbu) on-line allikaid. Siiski oleks parem, kui need allikad oleksid eestikeelsele õpikule täienduseks, mitte asendajaks. Peale selle oleks hea, kui ka õpetajatel, arstidel, ajakirjanikel ja muude elualade esindajatel oleks võimalik kasutada mingit eestikeelset infoallikat. Sellest, kuivõrd vajalik on selline infoallikas, andis märku ka COVID-19 põhjustatud kriis.

			Viroloogiaõpiku, mis täidaks neid ülesandeid, koostamine osutus keeruliseks ülesandeks. Kõigepealt pidasime oluliseks, et kaetud oleksid kõik peamised viroloogia valdkonnad: üldine viroloogia, molekulaarne viroloogia, meditsiiniline viroloogia, veterinaarne viroloogia ja taimeviroloogia. Lisaks sellele, kuna eesti keeles ei ole ilmunud ka ühtegi viroloogia-alast teatmeteost, soovisime võimaluste piires täita ka seda lünka. Sellest kõigest tulenevalt on käesoleva õpiku maht tavatult suur. Loodetavasti ei põhjusta see lugejatele, eelkõige õppuritele, liigseid probleeme. Oluline on arvestada, et siin ei ole tegemist ühe erakordselt suure õppeaine materjalidega, vaid mitme õppekava mitut erinevat ainet katva kogumikuga. Muidugi oleks saanud koostada ka viis eraldi õpikut. Samas oleks selline ettevõtmine tehniliselt keerulisem, viinuks paratamatult ebavajalike korduste tekkimisele ja kahtlemata ka vastukäivustele. Seega tundus otstarbekam koondada vastavad materjalid „ühtede kaante vahele“. Samas ei ole õpiku erinevad osad – ega saagi olla – stiililt ja sisutiheduselt päris ühtsed: nende autorid on erinevad; samuti erinevad üksteisest ka viroloogia valdkonnad ja nendesisesed rõhuasetused. Samuti erinevad kasutatavad mõisted. Kui alguses arvasime, et katsume kõike ühtlustada, siis kirjutamise käigus muutsime oma arvamust. Kellelegi pole vaja, et selle õpiku järgi õppinud arstid (veterinaarid) kasutaksid, võrreldes varem kursused läbinud kolleegidega, erinevaid termineid. Ka oleme spetsiifilisemates valdkondades (meditsiiniline, veterinaarne ja taimeviroloogia) püüdnud vältida üldosa andmete liigset kordamist; lugejail ja õppureil on võimalik ja sageli ka vajalik, leida täiendavat infot õpiku üldosadest.

			Õpiku kavandamine elektroonilise raamatuna tulenes eelkõige kolmest asjaolust. Esiteks, oli ette arvata, et koondõpiku maht on selle trükkimiseks liiga suur – kava järgi ligi 1200 lehekülge, tegelikkuses oluliselt rohkem. Teiseks, viroloogia on sedavõrd kiiresti arenev valdkond, et õpiku andmed vajavad paratamatult aeg-ajalt parandamist ja/või täiendamist; seda on aga oluliselt lihtsam teha elektroonilises formaadis. Kolmandaks, elektrooniline formaat võimaldab arvestada ka lugejate – eeskätte õppurite – tagasisidega ning vajadusel sisse viia soovitatud parandusi ja täiustusi. Ehkki autoritel polnud ega ole siiani päris selget ettekujutust, kuidas täpselt selline parandamine toimuma hakkab, on see võimalus arvesse võtmata jätmiseks lihtsalt liiga hea.

			Üheks väljakutseks õpiku koostamisel oli eestikeelse terminoloogia puudumine või selle erinev kasutamine. Loomulikult pole see probleem ainuomane viroloogiale, vaid puudutab ka muid teadusvaldkondi. Samas on viroloogid olnud alati põikpäised ja ajanud oma rida; näiteks on viiruste süstemaatikat järjepidevalt üles ehitatud alt üles, ühendades viirused kõigepealt perekondadesse, viimaseid võimalusel sugukondadesse ja siis oodates (sageli aastakümneid), enne kui viimased seltsideks, klassideks, hõimkondadeks ja riikideks kokku pannakse. Ka ei tulnud viroloogias kunagi kasutusele binaarset ladinakeelset nomenklatuuri ja teaduskirjanduses kasutatakse viiruste ingliskeelseid nimetusi ja nendest tulenevaid lühendeid. Tõsi, viimastel aastatel on üha rohkem levinud viirustele ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) poolt ametlike liiginimetuste andmine. Sageli on need väga tehnilised, koosnedes näiteks viiruse perekonna nimetusest ja numbrist, ning erinevad oluliselt tavaliselt kasutatavatest viiruste nimetustest. See tekitab omajagu segadust, mille vältimiseks oleme õpikus kasutanud viiruste traditsioonilisi nimetusi ja toonud ametlikud liiginimed, kui nad erinevad traditsioonilisest nimetusest, välja ainult viiruste süstemaatikat käsitlevates lõikudes. 

			Autorite arvates tekitaks kõikide viiruste nimede eesti keelde tõlkimine ja neile vastavate lühendite loomine veel täiendavat ja enamasti tarbetut segadust. Vaid üksikute viiruste nimed ja neile vastavad lühendid klapiksid eesti ja inglise keeles kokku. Selliseks näiteks on Tobacco mosaic virus (TMV) = tubaka mosaiigiviirus (TMV). Samuti ei ole paljud meil juba kasutusel tulnud viiruste nimede tõlked kõige õnnestunumad, näiteks African swine fever virus’e (ASFV) nimetamine Aafrika sigade katku viiruseks. Küll aga on korrektne nimetada seda sigade Aafrika katku viiruseks; nimetuse aluseks on siin viiruse saksakeelne nimi. Mitmetel juhtudel on viirusel küll olemas ka õnnestunud eestikeelne nimetus, kuid sellele vastavat lühendit ei kasutata; selle asemel on ka tavalises kõnekeeles kasutusel inglise keelest tulenev lühend. Niisugustel juhtudel ei oleks eestikeelse lühendi sissetoomine otstarbekas, vaid tekitaks pigem segadust. Näiteid pole vaja kaugelt otsida: räägime ikka HIV-ist (või HI-viirusest) mis on lühend Human immunodeficiency virus’est, mitte eestikeelsest inimese immuunpuudulikkuse viirusest, mida peaks lühendama kui IIV. Ka Herpes simplex virus’e (HSV) puhul kasutatakse sageli eestikeelset nimetust tavaohatise viirus, kuid mitte sellest tulenevat lühendit (mis oleks TOV). Enamikul viirustel pole aga üldse eestikeelset nimetust ega sellele vastavat lühendit. Need saaks küll välja mõelda: nii võiks Semliki forest virus (SFV) kanda nime Semliki metsa viirus (SMV) ja Western equine encephalitis virus (WEEV) nimetust Lääne hobuste ajupõletiku viirus (LHAV), kuid märgatavat kasu see ei annaks. Sellest lähtuvalt kasutatakse õpikus viiruste ingliskeelseid nimetusi ja nendest tulenevaid teaduskirjanduses üldkasutatavaid lühendeid; erandiks on viirused, millel juba on üldiselt või valdkondlikult kasutatav eestikeelne nimetus. Ka oleme lisanud õpikule täieliku nimekirja viiruste nimedest, nende lühenditest ja (olemasolul) ka eestikeelsetest vastetest.

			Autorid soovivad märkida, et õpik ei pretendeeri ei praegusel ega parandatud/täiendatud kujul täielikult objektiivse ning eksimustevaba teose staatusele. Viroloogia on suur teadusvaldkond ja paljude, sealjuures eriti tähtsate ning seetõttu enim uuritud viiruste kohta käiv informatsioon ongi sageli vastuoluline. Enamikul juhtudel puudutavad need vastuolud küll spetsiifilisi detaile, mitte „õpikutõdesid“. Siiski võib iga tähelepanelik lugeja leida õpikust ilma erilise vaevata väiteid, mis põhjalikul uurimisel, näiteks võrdlusel originaalkirjandusega, päris täpselt paika ei pea või on vaieldavad. Ka võib õpiku eri osades leida kohti, kus toodu erineb mõnevõrra üldosas olevast informatsioonist. Osalt tulenevad need vastuolud vajadusest materjale oluliselt lihtsustada, mistõttu said eelise üldisemad aspektid, samal ajal kui spetsiifilisemad asjad liikusid tagaplaanile või jäid üldse kajastamata. Teiselt poolt, viroloogia on selleks lihtsalt liiga suur ja mitmekesine teadus, et väike autorite kollektiiv suudaks seda täielikult katta. Näiteks HIV-i kohta on 2020. aasta keskpaigaks ilmunud ligikaudu 362 000 teadustööd (Eesti teaduse mõistes 1.1. kategooria artiklit), millele igal aastal lisandub veel paarkümmend tuhat. Sellise materjalihulga läbitöötamine on suur väljakutse ka kitsama valdkonna parimatele ekspertidele, veel enam siis õpikute koostajatele. 

			Viroloogiaõpikutes ja teatmeteostes on üsna tavaline, et nendes käsitletakse enamasti või isegi eranditult, inimesi nakatavaid viiruseid. Selle peamiseks põhjuseks on muidugi asjaolu, et võrreldes muude viirustega on inimesi nakatavaid viiruseid oluliselt põhjalikumalt uuritud. Samas ei võimalda selline kitsas fookus anda terviklikku pilti viiruste maailma mitmekesisusest. Oma molekulaarbioloogilistelt omadustelt on taimede, vetikate, putukate, algloomade, arhede ja bakterite viirused kahtlemata oluliselt mitmekesisemad kui seda on inimesi nakatavad viirused. Seetõttu oleme püüdnud neid viiruseid õpiku üldises osas võimalikult põhjalikult käsitleda; taimeviiruste bioloogiat on käsitletud ka vastavas eriosas. Meditsiiniliselt oluliste viiruste puhul on paljud aspektid, nagu epidemioloogia, haigused, levik, immuunkaitse esitatud õpiku üldosas väga napilt või üldse mitte. See tuleneb sellest, et neid aspekte käsitletakse põhjalikumalt meditsiinilise ja veterinaarmeditsiinilise viroloogia eriosades.

			Viimasena märgime, et õpikut koostades katsusime võimaluse piires tasakaalustada eri viiruste kohta esitatud andmete mahtu. Seda mitte tehes oleks HIV-ile pühendatud osa muutunud ülisuureks, samal ajal kui teisi, samuti olulisi ja huvitavaid viiruseid oleks tulnud käsitleda ühe reaga. Autorite arvates ei tohiks viiruseid jagada „tähtsateks“ ja „ebaolulisteks“. Ka „ebaolulisi“ viiruseid uurides on tehtud murrangulisi avastusi, näiteks olid need olulised RNA interferentsi (taimeviirused) ja mõnevõrra hiljem CRISPR-Cas-süsteemi avastamisel (bakterite viirused). Samuti võivad pikka aega „ebaolulisteks“ peetud viirused meid ebameldivalt üllatada. Õpiku kirjutamise alguse oli üheks selliseks Zika viirus (ZIKV), käesoleva variandi koostamise ajal Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ja selleks ajaks kui Teie seda loete, on peaaegu kindlasti samaga hakkama saanud mingi muu viirus, kuid milline nimelt? Paraku ei ole selline erinevate osade tasakaalustamine alati lihtne: nagu mainitud, on mõne viiruse kohta käivate andmete jaoks vajalik eraldi raamatukogu, samas piirdub kogu teise viiruse (või viiruste grupi) kohta käiv informatsioon mõne artikliga. Seetõttu on paratamatu, et õpiku peatükid erinevad pikkuselt ja informatsiooni tiheduselt, millest sageli sõltub ka see, kui lihtne või raske on seda materjali omandada. Üldiselt korreleerub peatükkide pikkus vastavate viiruste kohta käivate andmete hulgaga. Tahtlikuks erandiks sellest reeglist on need viiruste rühmad, millega Eesti teadlased tegelevad või on tegelenud. Loomulikult on just nende viiruste kohta autoritel kõige põhjalikumad teadmised. Samuti on viroloogia õpetamise üks eesmärke teadusliku järjepidevuse tagamine. Seega on põhjendatud, et valdkondadele, milles on tegevad kodumaised teadlased, on pühendatud ka veidi rohkem tähelepanu. Loodetavasti tunneb keegi nende peatükkide lugejatest ära, et just see on valdkond, millega ta teadlasena sooviks tegeleda. Kui nii, siis on sellega tasutud suur osa õpiku kirjutamisele kulunud autorite ajast ja tööst. 

		

	
		
			SISSEJUHATUS

			Andres Merits

			Viroloogiaõpikule oleks parimaks alguseks anda lihtne seletus, mis asi on viirus. Parim definitsioon on järgmine: viirus on rakulise ehituseta obligatoorne endoparasiit. Rakulise ehitusega parasiitidest on viirust lihtne eristada järgmiste tunnuste poolest.

			1.	Väljaspool elusat rakku ei ole viirus bioloogiliselt aktiivne. Kõik viiruse bioloogilised aktiivsused avalduvad ainult nakatatud rakus.

			2.	Rakku sisenenud viiruse osake (virion, eesti keeles on kasutatud ka kujul „virioon“) dissotsieerub. Selle tulemusena ei ole viiruse geneetiline materjal rakusisesest keskkonnast membraaniga eraldatud ja paikneb vahetult raku tuumas või tsütoplasmas. 

			3.	Viirus ei paljune pooldumise teel. Selle asemel moodustuvad uued virionid viiruse struktuursete osade (genoomid, virioni valgud) sünteesi ja nendest de novo uute virionide kokkupanemise teel. 

			4.	Erinevalt rakkudest ei kodeeri viirused terviklikku translatsioonisüsteemi; enamik tuntud viiruseid ei kodeeri ühtegi selle süsteemi komponenti. Seetõttu sõltub viiruste valgusüntees raku translatsioonisüsteemist.

			Kuid kuhu jäävad siis viited viiruste eriskummalisele kujule või sellele, et nad on rakkudest palju väiksemad? Selliseid viiteid ei ole ega peagi olema, sest:

			-	eriskummalised kujud (ikosaeedrid, kepikesed jne) käivad viiruse osakeste – virionide – kohta. Mõisted viirus ning virion ei ole aga sünonüümid;

			-	väide, et viirus on tingimata rakkudest väiksem, ei ole tõene. Enamus viiruseid on tõesti rakkudest väiksemad, kuid siiski mitte kõik. Praegu on teada, et väga väikeste rakkude genoomid on vaid 600–700 tuhande aluspaari pikkused, samal ajal kui leidub viiruseid, mille genoomis on üle 2 miljoni aluspaari. Ka geenide arvuga on lood samad: et eksisteerida rakuna, on piisav omada veidi alla 500 geeni. Hiidviiruste genoomides leidub aga tuhandeid geene.

			Kui viiruste eristamine rakkudest erilisi probleeme ei tekita, siis viiruste eristamine mobiilsetest geneetilistest elementidest on tunduvalt raskem. Selle põhjuseks on asjaolu, et paljud viirused sarnanevad mobiilsete geneetiliste elementidega: 

			-	bakteriofaag Mu on põhimõtteliselt suur transposoon;

			-	bakteriofaagi P1 genoom käitub lüsogeense infektsiooni käigus kui plasmiid;

			-	osa eukarüootide retrotransposoone ja retroviirused on väga sarnased, sealhulgas paljunemistsükli ja genoomi ehituse poolest. Sellepärast ühendabki praegune süstemaatika neid ühte viiruste seltsi – seltsi Ortervirales.

			Viiruste ja mobiilsete geneetiliste elementide sarnasus on sageli niivõrd ilmne, et neid saab seletada ainult asjaoluga, et viiruste ja mobiilsete geneetiliste elementide vahel on evolutsioonilised seosed (vt ptk I-8). Seda raskem on aga tõmmata joont, millest ühele poole jäävad viirused ja teisele poole „mitteviirused“. Kui seda joont on ikkagi vaja, siis võiks see olla umbes selline: erinevalt mobiilsetest geneetilistest elementidest on viirus võimeline peremeesrakust väljuma ja uusi rakke nakatama. Paraku on ka sellest reeglist märkimisväärseid erandeid:

			-	leidub rangelt rakusisese infektsioonitsükliga viiruseid. Samuti on teada viiruseid, mis ei moodusta äratuntavaid partikleid (virione);

			-	ka mobiilsed geneetilised elemendid on võimelised rakkudevaheliseks levikuks, ehkki seda ei saa rangelt võttes pidada infektsiooniks.

			Igal juhul on viiruste ja mobiilsete geneetiliste elementide piir üsna hägune, mistõttu viimaseid, näiteks osasid retrotransposoone, võidakse käsitleda ka kui viiruseid.

			Küsimusele, kui suur on viiruste bioloogiline mitmekesisus ja kui palju viiruseid üldse maailmas leidub, lihtsaid vastuseid ei ole (teemat vt lähemalt ptk-s I-9). On selge, et virionide arv meie planeedil ületab elusate rakkude arvu vähemalt suurusjärgu võrra. Praegu arvatakse, et suurema enamuse nendest virionidest moodustavad baktereid nakatavate viiruste (bakteriofaagide) ja taimeviiruste, sealhulgas vetikaid nakatavate viiruste, virionid. Neid leidub peaaegu kõikjal, eriti suurtes hulkades merede ja ookeanide vees ning setetes. Samas leidub virione ka äärmiselt eksootilistes kohtades, näiteks Antarktise jääalustes järvedes. Küsimus viiruse liikide arvust on samuti vastuseta. Põhjuseks on siin asjaolu, et kuni viimase ajani oli viiruseid võimalik avastada vaid juhtudel, kui nad põhjustasid midagi märkimisväärset: haigust inimestel või loomadel, kahjustusi taimedel, bakterite surma. Selle tõttu jäid uurijatele ette peamiselt just inimese, koduloomade, põllukultuuride või laborites kasvatatavate mikroobidega seotud viirused. Viiruste otsimiseks mujalt – mereveest, reoveest, vabast loodusest – puudusid efektiivsed meetodid ja tegelikult ka suurem vajadus sellist sorti uuringute tegemiseks. Seda muu hulgas ka põhjusel, et juba siis oli selge, et kui mitte enamik, siis vähemalt paljud viirused oma peremehele märkimisväärseid probleeme ei põhjusta. Milleks siis neid üldse uurida? Uudishimu uudishimuks, kuid alati on üleval ka küsimus: kas ja millisel määral on vastavad uurimused üldse vajalikud?

			Viimasele küsimusele on vastuse andnud viirused ise. Ühest küljest on nad meile valusalt selgeks teinud, et ka need viirused, millel eile meditsiiniline või majanduslik tähtsus puudus, võivad homme osutuda äärmiselt olulisteks. Teisest küljest pakuvad uued viirused häid võimalusi uudsete molekulaarsete mehhanismide avastamiseks; selliseid mehhanisme ja neid läbiviivaid komponente saab tänapäeval võtta praktilisele kasutusele näiteks sünteetilise bioloogia meetodite abil. Samal ajal on molekulaarbioloogia meetodite, eelkõige nukleiinhapete eraldamise, paljundamise ja sekveneerimise areng loonud võimaluse leida viiruseid ka kohtadest, kus me neid varem „ei näinud“. Ehkki vastavad uurimused on enamasti veel juhuslikku, mitte süsteemset laadi, on nad vaieldamatult näidanud, et viiruste bioloogiline mitmekesisus on seni arvatust oluliselt suurem. Näiteks võib inimese viirustega sarnaseid või isegi nendega peaaegu identseid viiruseid leida väga paljudel metsikutel loomadel. See tähendab, et paljudel viirustel võib olla potentsiaali loomadelt inimesele levikuks; vastavaid näiteid lisandub peaaegu igal aastal. Praegu hinnatakse, et imetajatel ja veelindudel on kokku 1,5–2 miljonit liiki erinevaid viiruseid, millest 800 000-l on zoonootiline potentsiaal ehk need võivad teatud asjaoludel nakatada inimest. Seega on oletus, et kuni viimase ajani tuntud viirused moodustavad vaid väga väikese osa kõikidest üldse eksisteerivatest viirustest, leidnud kinnitust. Praeguseks tuntud viiruste niigi muljet avaldav geneetiline mitmekesisus kujutab ilmselt vaid murdosa sellest, mis reaalselt looduses eksisteerib. Nii on hakanud kujunema ka arusaam, et viirused on looduse oluline osa: nad nakatavad praktiliselt kõiki tuntud elusorganisme ja on nendega väga pikka aega ko-evolutsioneerunud. Seega on viirused avaldanud märkimisväärset mõju elusorganismide evolutsioonile. Peale selle osalevad viirused organismi arengus, näiteks immuunsüsteemi aktiveerimisel, ja võivad mõningatel tingimustel osutuda isegi peremeestele vajalikuks. Seega, ehkki viirused on parasiidid, võivad nad paradoksaalsel kombel olla organismile vajalikud parasiidid.

			Ilmselt ei vaja seletamist, et viroloogia on teadus, mis uurib viiruseid. Samas, viiruseid saab uurida väga erinevate vaatenurkade alt. Meditsiiniline ja veterinaarne viroloogia uurivad viiruseid kui patogeene ning viiruslikku patogeneesi. Molekulaarne viroloogia tegeleb viiruste molekulaarbioloogia ja selle kaudu ka üldise molekulaarbioloogia uurimisega. Viirustel põhinevad biotehnoloogia ja sünteetiline bioloogia tegelevad viiruste kasutamisega alus- või rakendusuuringutes ning biotehnoloogilistes toodetes. Selline jaotus ei ole aga ei absoluutne ega ammendav. Tänapäeval on kõik need viroloogia harud üksteisega läbi põimunud. Üha rohkem leiavad viroloogias kasutust „oomika“ meetodid, bioinformaatika ja süsteemibioloogia. See võib põhjustada küsimuse: „Kui palju on tegelikult vaja vaeva näha, et kasvõi ühe viiruse kohta kõik välja uurida“? Mõnikümmend aastat tagasi oli levinud väide, et piisab ühest viroloogist iga nukleotiidijäägi kohta viiruse genoomis. Seega, HIV-i uurimiseks oleks vaja umbes 9100 teadlast. Paraku osutus see naljaga pooleks toodud arvamus liiga optimistlikuks. HIV-i uurimisega on praeguseks olnud seotud üle 9100 teadlase ning HIV-i kohta avaldatud teadusartiklite arv ületab aatomite arvu selle viiruse genoomis. Kõigele sellele vaatamata on HIV endiselt ülioluline meditsiiniline probleem ja paljuski ka molekulaarne mõistatus. Pole mingit alust arvata, et HIV oleks millegi poolest oluliselt keerulisem (või lihtsam) kui muud sama suure genoomiga viirused. Seega pole ka kahtlust, et nii viiruste endi ja eriti viiruste ning nende peremeeste vaheliste suhete uurimine jätkub veel väga pikka aega, lisades meie teadmistesse olulist infot nii viiruste kui ka meie endi kohta. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.	Millised on peamised tunnused, mille poolest viirused erinevad rakulistest parasiitidest?

			2.	Mille poolest viirused sarnanevad mobiilsete geneetiliste elementidega ja mille poolest nad neist erinevad?

		

	
		
			I. VIROLOOGIA ALUSED

			I.1. VIROLOOGIA AJALUGU
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			Man’yōshū XIX 4268

			Keisrinna Kōken
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			Väidetavalt esimene taimede viirushaiguse kirjeldus. Pärineb Jaapanist, aastast 752 pKr Autorid tänavad Rein Rauda eestikeelse tõlke eest.

			Viiruste ajalugu, viiruste põhjustatud haiguste uurimise ajalugu ja viroloogia kui teaduse ajalugu on iseenesest mõistetavalt väga erinevad asjad. Viiruste ajaloost annab ettekujutuse viiruste evolutsiooni käsitlev peatükk I.9, konkreetsete viiruste ja nende põhjustatud haiguste uurimise ajalugu on lühidalt esitatud õpiku üld-, meditsiinilise ja veterinaarviroloogia osades. Seetõttu on siinkohal piirdutud ülevaatega viroloogia kui teaduse ajaloost. 

			Ehkki viroloogia on suhteliselt uus teadusvaldkond, ulatub tema ajalugu siiski üle-eelmisesse sajandisse. Nii esitas Jacob Henle juba 1840-ndatel oletuse, et eksisteerivad patogeenid, mis on valgusmikroskoobis vaatlemiseks liiga väikesed. Tollel ajal ei olnud veel ühtegi tööriista, millega saanuks viiruseid otseselt uurida. Mõnevõrra paradoksaalsel kombel ei takistanud see asjaolu väljapaistvatel teadlastel viirustega töötamist ja nende kasutamist. Nii pärinevad kaks olulist viiruseid puudutavat teadussaavutust viiruste avastamisele eelnenud ajast. Need on muidugi Edward Jenneri rõugevaktsiin, mida ta kasutas esmakordselt 1796. aastal (tulemused avaldas 1798. a) ja Louis Pasteuri marutõvevaktsiin, mida kasutati esmakordselt 1885. aastal. Jenneri puhul võib väita, et ta oli lihtsalt tähelepanelik inimene, kes kasutas uudsel otstarbel midagi, mis oli looduses juba olemas. Jenner ei olnudki esimene, kes märkas seost lehmalüpsjate ja rõugeviirusevastase kaitse vahel. Siiski oli ta esimene, kes kasutas lehmarõugeviirusega vaktsineerimist. Erinevalt Jennerist töötas Pasteur välja kahtlemata midagi täiesti uudset. Kõigepealt püüdis ta marutõvetekitajat küüliku ajus paljunemise teel nõrgestada. Tagantjärele võib öelda, et see tal ei õnnestunud, kuid lähenemine ise oli igati mõistlik. Seejärel inaktiveeris ta patogeeni seda kuivatades ja see tal ka õnnestus. Nii et mõnikord pole geniaalsel uurijal – kes teab, mida ta teha tahab – vaja teada ilmtingimata teada, millega ta täpselt töötab. Igatahes kulus vaktsiini väljatöötamisest üle 40 aasta, enne kui sai selgeks, et marutõve põhjustaja on viirus, mitte bakter.

			Eespool toodust hoolimata saab väita, et viroloogia ehitati, vähemalt alguses, üles, kaudsetele andmetele tuginedes. Seda võimaldas bakterioloogia areng 1880-ndatel: avastati patogeensed bakterid, loodi meetodid ja tehnoloogiad puhaste bakterikultuuride saamiseks. See kõik viis Kochi postulaatide sõnastamisele, mis näitavad, kas mingi mikroorganism on nakkushaiguse tekitaja. Klassikalisel kujul olid need postulaadid järgmised.

			1.	Selline (nakkushaigust tekitav) mikroorganism peab regulaarselt leiduma haiguskoldes.

			2.	Sellist mikroorganismi peab saama eraldada puhta kultuurina.

			3.	Sellise puhta kultuuri viimine vastuvõtlikku peremeesorganismi peab tekitama algse haigusega sarnase haiguse.

			4.	Sellisel viisil nakatatud peremehest peab olema võimalik uuesti puhastada sama patogeenne mikroorganism.

			Need reeglid olid viiruste avastamisele olulised väga lihtsal põhjusel: patogeensed viirused avastati kui näilised „augud“ sellistes reeglites. Tänapäeval võime muidugi tõdeda, et tegelikult täidavad ka patogeensed viirused Kochi postulaate. Siiski tundus 19. sajandi lõpus, et leidub haiguseid, mille puhul need postulaadid ei kehti. Nii avastas Adolf Mayer aastail 1876–1886 tehtud tööde käigus, et tubaka mosaiigitõbi on nakkushaigus, kuid ei suutnud leida haigustekitajat, mis vastanuks Kochi postulaatidele. Järgnenud ja lõpptulemusena viiruste avastamisele viinud uurimistööd on samuti seotud tubaka mosaiigitõve tekitajaga ja seda uurinud kahe teadlasega; nende tehtud avastusi ja nende tähtsust hinnatakse Peipsi järvest ida- ja läänepool mõnevõrra erinevalt. 

			-	Aastal 1892 kordas Vene teadlane Dmitri Ivanovski Mayeri katseid. Esimese uurijana teostas ta nn filter-eksperimendi ja näitas, et tubaka mosaiiktõve tekitaja läbib baktereid kinnipidavaid filtreid. Ka Ivanovski ei suutnud vastavat patogeeni kultiveerida ja oletas sarnaselt Adolf Mayeriga, et tubaka mosaiigitõve põhjustajaks on senitundmatu ning ebatavaliste omadustega bakter.

			-	1898 sooritas Ivanovski töödest sõltumatult filter-eksperimente ka hollandi teadlane Martinus Beijerinck. Ka tema sai sama tulemuse kui Ivanovski. Peale selle tõestas Beijerink, et tubaka mosaiiktõve põhjustaja taastoodab iseennast (kontsentreerub uues põlvkonnas) ning kasvab ainult elavas taimekoes. Nende andmete põhjal oletas Beijerinck, et tubaka mosiiktõve põhjustaja on bakterist väiksem ja põhimõtteliselt hoopis teistlaadne patogeen. Uut tüüpi patogeeni nimetas Beijerinck contagium vivum fluidum-iks. 

			Et põhimõtteliselt uut tüüpi patogeeni kontseptsiooni käis esimesena välja Beijerinck, peetakse viroloogia kui teaduse alguseks enamasti just aastat 1898. Sellele lisab kaalu fakt, et samal aastal näidati, et ka suu- ja sõrataudi tekitaja sarnaneb oma omadustelt tubaka mosaiigitõve tekitajaga, s.t läbib baktereid kinnipidavad filtrid. Kolm aastat hiljem (1901) lisandus sellesse nimekirja ka esimene inimese viirushaiguse tekitaja – kollapalaviku viirus. Sõna viirus (virus – lad k „mürk“), mida 19. sajandil kasutati tähistamaks suvalist patogeeni, hakkas tänapäevast tähendust omandama siiski alles aastaid hiljem.

			Kui enne 1900. aastat tehtud viiruseid puudutavaid avastusi saab üles lugeda ühe käe sõrmedel, siis juba 20. sajandi alguses muutus viiruste avastamine igapäevaseks ning nende uurimine üha hoogsamaks. Taimeviirustest uuriti endiselt kõige intensiivsemalt tubaka mosaiigiviirust (Tobacco mosaic virus, TMV). 1935. aastal puhastas ja kristalliseeris Wendell Stanley TMV virionid. Stanley pidas TMV virione ekslikult puhtaks valguks. 1937 näitasid Frederick Bawden ja Norman Pirie, et TMV virionid sisaldavad tegelikult peale valgu veel 5% RNA-d. 1939. aastal tehtud esimesed TMV ja üleüldse viiruse elektronmikrofotod (Gustav Kausche, Edgar Pfankuch ja Helmut Ruska) näitasid, et selle viiruse virionid on kepikesekujulised. Mõned aastad hiljem tehtud röntgenstruktuuranalüüs, milles osales ka üks DNA struktuuri avastajatest (Rosalind Franklin), näitas, et TMV virionid on regulaarse struktuuriga. 1950-ndatel õpiti TMV virione lagundama RNA-ks ja valguks ning siis uuesti kokku panema. See võimaldas Heinz Fraenkel-Conratil ja Robley Williamsil lihtsate, kuid elegantsete katsetega näidata, et infektsioonilisust kannab RNA, mitte valk. See oli esimene tõestus, et RNA võib olla päriliku informatsiooni kandjaks.

			1915. aastal avastasid Frederick W. Twort ja Felix d’Herelle baktereid lüüsivad agendid. Baktereid nakatava viiruse kohta hakati kasutama nimetust bakteriofaag; sageli kasutatakse seda sõna lühendatud kujul: faag. d’Herelle näitas, et bakteriofaagidel on oma kindel peremeeste ring ja et need agendid adsorbeeruvad bakteritele. Et baktereid osati hästi kultiveerida ja bakteriofaagid on lihtsalt ning kiiresti paljundatavad, kulges nende uurimine järgnevatel aastatel muude viiruste uurimisest kiiremini ja edukamalt. Mõned olulised saavutused selles valdkonnas olid järgmised.

			-	1936. aastal puhastas Max Schlesinger bakteriofaagide virione ja selgitas välja nende mõõtmed (100 nm). Samuti tegi ta kindlaks, et uuritud bakteriofaagide virionid koosnevad ligikaudu võrdses koguses valgust ja DNA-st.

			-	1937. aastal kavandasid Emory L. Ellis ja Max Delbrück ühekordse replikatsiooni kurvi eksperimendi ja defineerisid varjutuse (ingl eclips) perioodi mõiste. Ka paljud muud tänapäeval tavalised uurimismeetodid, sealhulgas SDS-PAGE, pärinevad bakteriofaagidega tehtud töödest.

			-	1942. aastal saadi esimesed bakteriofaagide virionide elektronmikrofotod; umbes samal ajal alustati ka töid bakteriofaagide mutantidega.

			1949. aastal avastatud lüsogeenne faag lambda kujunes geenide koordineeritud funktsioneerimise uurimisel oluliseks mudeliks (operoni mudel). Geenide peenstruktuuri analüüsimiseks kasutati hiljem faagi T4. Seega pole üllatav, et ka esimesed täielikult sekveneeritud genoomid kuulusid bakteriofaagidele (Qβ, φX174, lambda).

			Aastail 1900–1930 klassifitseeriti suur hulk inimese nakkushaiguste tekitajaid viiruste hulka. Muu hulgas avastati, et viirused võivad põhjustada leukeemiat (Vilhelm Ellermann ja Oluf Bang, 1908) ja vähkkasvajaid (Peyton Rous, 1911). Inimese ja selgroogsete loomade viiruste uurimine arenes kiiresti laboratoorseks teaduseks. Alguses kasutati viiruste eksperimentaalsete peremeestena mets- ja laboriloomi (hiired) või linnumune. Kasutades kollapalaviku viiruse passeerimiseks katseloomi ja embrüoid, tekitas Max Theiler 1930-ndate keskel selle viiruse nõrgestatud tüve. See tüvi, mis on tänapäeval tuntud kui YFV-17D, on siiani kasutusel kollapalavikuvastase vaktsiinina. Suure edasimineku tõi kaasa 1940-ndate lõpus – 1950-ndate I poolel toimunud koekultuuri tehnoloogiate areng ja esimeste stabiilsete rakuliinide (HeLa) kasutuselevõtmine. See võimaldas välja selgitada, et selgroogsete viirused (nt polioviirus) on võimelised replitseeruma ka kultiveeritud rakkudes (in vitro) ehk väljaspool organismi. Need saavutused võimaldasid kasutada vaktsiinide tootmiseks rakukultuure, nii loodi Jonas Salki ja Albert Sabini poliovaktsiinid. Samuti võimaldas koekultuur kasutusele võtta mitmed algul bakteriofaagide uurimiseks väljatöötatud meetodid, näiteks ühe replikatsioonitsükli tüüpi eksperimendid.

			Järgnenud aastakümneil põimus viroloogia üha tihedamalt läbi molekulaarbioloogiaga, mille tarvis viirused kujunesid olulisteks mudelsüsteemideks. Viiruseid kasutati kui töövahendeid või nende allikaid biotehnoloogias; tekkisid sidemed ka muude teadusvaldkondadega. Siinkohal piirdume vaid mõnede näidetega.

			-	Viiruste uurimine viis restriktsiooni-ensüümide, pöördtranskriptaasi ning hiljem ka RNA interferentsi ning CRISPR-Cas-süsteemide avastamisele;

			-	Suur roll geenide ekspressiooni ja selle regulatsiooni uurimisel on olnud polüoomiviirustel (ahvide viirus 40, Simian virus 40, SV40). 

			-	Adenoviiruse uurimisel avastati intronid ja mRNA splaising. Ka RNA polümeraasi III promooteri ning mRNA-de transpordi uurimine algasid adenoviiruste uurimisest.

			-	Esimesed onkogeenid leiti retroviirustel (Rous sarcoma virus, RSV). Ka suur osa teadmistest kasvajaid mahasuruvate geenide (tumor suppressor genes), nagu p53, kohta pärineb SV40 ja adenoviirustega tehtud uurimustest.

			Ülal toodust on selgesti näha, kuivõrd edukas ja oluline teadus oli viroloogia 1960-ndate lõpul ja 1970-ndate alguses. Paraku on elu juba selline, et liigne edukus kipub olema karistatav. Viroloogia ajalugu on selles osas heaks – ja hoiatavaks – näiteks. Nimelt tõi viiruste uurimisel ja viirushaiguste-vastases vaktsineerimises saavutatud edu kaasa ka viroloogia kui teaduse ajutise allakäigu. Kuidas nii? Väga lihtsalt: 1970-ndate keskel arvati tõsimeeli, et viiruste põhjustatud haigustega seotud probleemid on kas jäädavalt lahendatud või siis on lahendus väga lähedal. Sellest tekkis arusaam, et edasised tööd selles valdkonnas ei ole enam vajalikud. Ettearvatult tõi selline arvamus kaasa ka viroloogia-alaste teadustööde rahastamise vähenemise, vähendas noorte teadlaste huvi selle valdkonna vastu viis osalt isegi viroloogia- alase väljaõppe kadumise/vähenemiseni. Samuti põhjustas see paljude valdkonna seniste põhitegijate suundumise teistesse valdkondadesse. Sellise pettekujutelma lõpetamiseks oli vaja suuremat sorti vapustust, mis – viroloogiale õnneks, inimkonnale õnnetuseks – ei jäänud muidugi tulemata. 1970-ndate lõpus hakkas levima uus haigus, mille vastu ei suutnud meditsiin, ühiskond, valitsused, religioon jne midagi ette võtta. Kõik haigestunud surid – kusjuures vägagi ebameeldival viisil – sõltumata sellest, kas nad olid rikkad või vaesed, tundmatud või maailmakuulsad. AIDS, sest loomulikult käib siin jutt just sellest haigusest, ei säästnud kedagi. Kui 1984. aastal selgus, et seda tõbe põhjustab inimese retroviirus, mida me tänapäeval tunneme HIV-1 nimetuse all, oli see suur šokk. Ettearvatult põhjustas see avastus kõige erinevamaid reaktsioone; alates jonnakatest katsetest uue viiruse olemasolu eitada (või vähemalt mitte tunnistada selle seost AIDS-iga) kuni retoorilise küsimuseni: „Kuhu on jäänud viroloogid“? Kuigi viroloogia ja viroloogid ei olnud selleks ajaks veel „välja surnud“, ei olnud nad paraku ka kohe võimelised piisavalt efektiivselt uuele probleemile reageerima – vahepeal kaotatu tagasitegemine nõudis palju aega ja, nagu sellistel juhtudel ikka, ka inimelusid. AIDS-i/HIV-i esiletulekuga probleemid viirustega muidugi ei lõppenud, pigem neid üha lisandus. 1989. aastal avastati uus kroonilist hepatiiti põhjustav viirus. Umbes samal ajal sai selgeks, et olulise osa inimese vähkkasvajatest, seejuures 100% kõigist emakakaelavähi juhtudest, on põhjustanud inimese papilloomiviirus. Lisaks selgus, et viiruste loodusest kõrvaldamine vaktsiinide abil on esialgu arvatust oluliselt keerulisem. Need ja ka paljud muud põhjused mõjutasid oluliselt viroloogia järgnevat arengut ning põhjustasid uue viiruste uurimise laine. Ka viirused pole oma tegevuses hoogu maha võtnud. Mõned neist on osutunud antigeenselt ja molekulaarselt väga paindlikuks, suutes „mööda hiilida“ nii vaktsiinidest kui ka viirusvastastest ravimitest ning põhjustada laiaulatuslikke epideemiaid või isegi pandeemiaid (A-gripiviirus, SARS-CoV-2). Teised viirused on leidnud uusi levikuteid (Chikungunya viirus, Zika viirus), samal ajal kui kolmandad, sageli eriti „karmid“ viirused on „avastanud“, et inimesed on neile kui just mitte ideaalseteks, siis ikkagi päris sobilikeks peremeesteks (SARS-CoV-1, MERS-CoV, Ebola, kõrge patogeensusega linnugripi viirused jne). Seega, viiruste maailmas toimub pidevalt midagi ja üha sagedamini mõjutab see midagi ka inimeste maailma. Illusioon, et inimeste ja viiruste vastasseis on lõppenud inimeste võiduga, on igatahes jäävalt või vähemalt väga pikaks ajaks kadunud. Seetõttu on viiruste uurimine nüüdisajal ilmselt aktuaalsem kui kunagi varem. 

		

	
		
			I.2. VIIRUSTE SÜSTEMAATIKA

			Andres Merits, Erkki Truve

			 

			Kokkuvõte

			Viiruste süstemaatikas teeb otsuseid Rahvusvaheline Viiruste Taksonoomia Komitee (The International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV). Sarnaselt rakuliste organismide omaga on ka viiruste süsteem hierarhiline. Samas on viiruste süstemaatika kompleksne, siin ei tehta otsuseid ühe või teise viiruse kuulumise üle mingisse taksonoomilisse rühma mitte ühe, kõige olulisema tunnuse, vaid grupi tunnuste peale kokku. Kõige rohkem kasutatakse tunnustena viiruse genoomi nukleotiidset järjestust, viiruse valkude struktuure ja viiruspartiklite morfoloogiat. 2020. aasta kevadel tuli kasutusele 15 tasandiga süstemaatika. 2020. märtsis tunnustas ICTV 6590 viiruste liiki mis jagunesid 4 valdkonda, 9 riiki, 16 hõimkonda, 36 klassi, 55 seltsi, 168 sugukonda ning 1421 perekonda. Sealjuures ei kuulu paljud viiruseliigid hetkel ühtegi perekonda, paljud perekonnad ei ole seotud ühegi sugukonnaga jne. Tegelikkuses on viiruste liike suurusjärkudes rohkem. Viiruste liikidel puuduvad ladinakeelsed binaarsed nimetused; samas kirjutatakse liikide ning nende kõrgemate taksonite nimetused kaldkirjas ja esimese sõna puhul suure algustähega, nii nagu me oleme harjunud nägema rakuliste organismide taksonoomiate puhul. Viiruste süsteemi, seoses nende väga suure mitmekesisusega ja arvestades asjaoluga, et tõenäoliselt puudub kõigil viirustel ühine eellane, ei seota ülejäänud organismide elupuuga.

			Selle peatüki alguses on vaja ilmselt esmalt puudutada üht terminoloogilist küsimust. Nimelt, kas meil on põhjust rääkida viiruste süstemaatikast või viiruste taksonoomiast? See küsimus polegi nii ühene ja lihtne. Süstemaatika kui termin on kasutusel alates Linné tööst aastast 1737. Linné defineeris süstemaatika (pikem tsitaat pisut modifitseeritud kujul) kui „teaduse eluslooduse mitmekesisusest: selle vormidest, põhjustest, tekkest; liikide ja teiste süstemaatika ühikute piiritlemisest, nimetamisest ja teaduslikult põhjendatud klassifitseerimisest“. Sõna taksonoomia võttis esmakordselt kasutusele 1813. aastal De Candolle. Paraku ei käsitleta selle tähenduse erinevust mõiste süstemaatika omast ühtemoodi.

			-	Euroopas peetakse süstemaatikat peamiselt organismide mitmekesisust uurivaks teaduseks, taksonoomia alla käivad klassifitseerimiseteooria ja praktika. 

			-	Põhja-Ameerika bioloogidel on enamasti vastupidi: taksonoomia hooleks on teooria, süstemaatika alla käib praktiline klassifitseerimistöö. 

			Selles õpikus käsitleme neid termineid sünonüümidena, sest näib, et on õigem loobuda nendele kahele terminile erineva tähendusvarjundi andmisest (E. Parmasto, 
https://moritz.botany.ut.ee/lectures/mukoloogia/biosustemaatika.teooria.ja.meetodid.pdf). 

			Inimene on alati püüdnud kõikvõimalikke looduslikke objekte klassifitseerida ja igale leitud entiteedile nimetus anda. Nii on see olnud ka viiruste puhul. Tõsi, Karl von Linné väljatöötatud binaarne nomenklatuur ja sellele vastavad nimetused ei tundunud pärast esimeste viiruste avastamist viirustele sobivat; seda põhjusel, et ei leitud selliseid tunnuseid, mille alusel hakata viiruseid mingitesse kõrgematesse taksonitesse grupeerima. Nii hakati viiruseid nimetama nende põhjustatud haiguste järgi: tubaka(lehtede) mosaiiksust põhjustav viirus sai nimeks tubaka mosaiigiviirus, suu- ja sõrataudi põhjustav viirus suu- ja sõrataudi viirus jne. 1930-ndateks aastateks oli tänu virionide puhastamise, biokeemilise ja elektronmikroskoopilise iseloomustamise ning muude tehnoloogiate arengule teadmisi viiruste kohta kogunenud juba piisavalt selleks, et mõista mõningaid olulisi printsiipe. Seetõttu ei tundunud algne viiruste nimetamine nende põhjustatud haiguste järgi enam piisavana:

			i)	selgus, et individuaalsetel viirustel võivad olla erisugused tüved, mis põhjustavad väga erinevate tunnustega haigusi;

			ii)	teisest küljest leiti, et erinevad viirused võivad põhjustada väga sarnaste tunnustega haigusseisundeid;

			iii)	lisaks eelnevale sai selgeks, et mõnesid haigusi põhjustavad erinevate viiruste segainfektsioonid.

			Seetõttu pakkusid erinevad uurijad välja terve rea võimalusi, kuidas tuleks viiruste süstemaatilist süsteemi ikkagi üles ehitada. Paraku olid need süsteemid üksteisest väga erinevad ja igaüks nendest võeti kasutusele üksnes piiratud arvu uurijate poolt. Näiteks püüti kõiki tuntud loomaviirusi 1950-ndatel jagada müksoviiruste, herpesviiruste ning poksviiruste rühmade vahel. Taimeviirusi aga püüti nimetada üksnes nakatatava taime ja avastamise järjekorra järgi, vastava süsteemi kohaselt oleks näiteks tubaka mosaiigiviirus olnud tubaka viirus 1.

			Teiste organismide klassifitseerimisel oli Linné klassikaline taksonoomiline süsteem, kus indiviidid moodustasid liike, need omakorda perekondi, sugukondi, seltse jne., ennast igati õigustanud. Seetõttu pakkusid André Lwoff, Robert Horne ja Paul Tournier 1962. aastal välja idee, et ka viiruseid tuleks siiski sama moodi klassifitseerida. Nende arvates olid tunnused, mida viiruseid süstematiseerides tuleks silmas pidada, järgmised:

			1.	virionis paikneva nukleiinhappe tüüp (DNA või RNA);

			2.	kapsiidi kuju;

			3.	membraanse ümbrise olemasolu või puudumine;

			4.	virioni ja kapsiidi mõõtmed.

			Taoline lähenemine oli selge samm edasi ja suuresti kasutatakse nende teadlaste sõnastatud põhimõtteid ka tänapäeva viiruste süstemaatikas. Siiski oli antud ettepanekul ka mitmeid puudusi, mistõttu kõik viroloogid seda ei tunnustanud. Mingigi korra loomiseks selles segases olukorras moodustati 1966. aastal Rahvusvaheline Viiruste Taksonoomia Komitee (The International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), mille kehtestatud reeglid ja printsiibid oleksid aluseks kõikide viiruste paigutamisel ühtsesse süsteemi ja mis edaspidi vastutaks ka viiruste süsteemi säilitamise ja edasiarendamise eest. ICTV ees seisvaks fundamentaalseks probleemiks oli ja on ka praegu küsimus, kas viiruseid on võimalik süstematiseerida klassikalise, Linné süsteemi kaudu. Linné süsteem on monoteetiline ja hierarhiline. Monoteetiline tähendab, et teatud tunnused on mingis klassifitseeritavas hulgas olulisemad kui teised. Sellisel moel on rahuldaval kombel õnnestunud paika panna praegu kehtivad süsteemid näiteks taimede, seente ja loomade jaoks. Ideaalis vastavad sealsed monoteetilised hierarhiad organismide evolutsioonipuule. Viiruste puhul tähendaks selline lähenemine aga seda, et olulisimaks peetakse mingit tunnust, näiteks genoomi nukleotiidset järjestust, selle järel tähtsuselt teisena mingit muud tunnust ja nii edasi. Tundub iseenesest lihtne, kuid siin on tegelikult suur probleem: erinevad viirused on üksteisest niivõrd erinevad, et senini ei ole sellist lõpuni monoteetilist süsteemi luua õnnestunud. Tõesti, erinevad viirused erinevad üksteisest tihti kaugelt rohkem kui ükskõik millised rakulised organismid. Pealegi, viirustel ei ole ilmselt ühist eellast (vaata ptk I.8). Seetõttu on väga võimalik, et niisuguse monoteetilise süsteemi loomine ei saagi õnnestuda. Seetõttu on monoteetilise süsteemi asemel kehtima pandud küll hierarhiline, aga olemuselt siiski polüteetiline süsteem. Polüteetilise süsteemi puhul arvestatakse organismide grupeerimise juures samal ajal mitmeid omadusi, neid tähtsuse järjekorda seadmata. Hierarhia eri harudes võivad need omaduste hulgad ka erineda. Selline käsitlus, erinedes küll rakuliste organismide taksonoomiast, on võimaldanud luua rahuldava ning hetkel kõikide viroloogide poolt üheväärselt kasutatava süsteemi.

			Polüteetilise käsitluse tõttu on viiruste süstemaatikat kujundatud n-ö alt üles. See tähendab, et kõigepealt ei ole paika pandud süsteemi kõrgemaid üksuseid (taksoneid), vaid on püütud defineerida, millised viiruste liigid eksisteerivad ning millised liigid võiksid moodustada ühe perekonna. Kui see on tehtud, siis püütakse seal, kus võimalik, grupeerida sarnaste tunnustega viiruste perekondi sugukondadesse jne. Tegevuse algaastail (aastaks 1970) moodustas ICTV sellise käsitlusviisi kaudu kaks viiruste sugukonda, milles kummaski oli kaks perekonda ning lisaks 24 „ujuvat“, sugukondadesse mittegrupeeritud viiruste perekonda.

			Millised olid need omadused, millega juba algusest peale on viiruste süstemaatikat luues püütud arvestada? Lisaks Lwoffi ja kolleegide väljapakutule on selliseks tunnuseks olnud kindlasti see, milliseid radu pidi saadakse viiruse genoomilt viraalsed mRNA-d: et kõik tõelised virionid sisaldavad valke, on viirustel järelikult vaja ka mRNA-sid nende valkude transleerimiseks. Sellise moel klassifitseeris viiruseid esmalt David Baltimore, mistõttu tema poolt 1971. aastal kirjeldatud skeemi tuntakse ka kui Baltimore’i süsteemi. See skeem jagab viirused kõigepealt vastavalt genoomile RNA-ja DNA- viirusteks. Edasi klassifitseeritakse viiruseid vastavalt sellele, milline nende genoom täpsemalt on. Sel moel eristas Baltimore üheahelalisi ja kaheahelalisi RNA-viiruseid ning üheahelalisi ja kaheahelalisi DNA viiruseid. Üheahelalistel RNA-viirustel võib olla genoom, mis on oma orientatsioonilt sama kui mRNA: sellised on positiivse polaarsusega üheahelaliste RNA-genoomiga viirused. Vastupidisel juhul on tegemist negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustega. Lisaks on osal RNA- viirustel kaheahelaline genoom, järelikult on tegu kaheahelaliste RNA-viirustega. Veelgi enam, osal viirustel on küll RNA genoom, kuid enne mRNA-de sünteesi tuleb viiruse genoomilt sünteesida komplementaarne DNA, selliste viiruste puhul räägime me retroviirustest. Seega postuleeris Baltimore viiruste jagunemise seitsmesse erinevasse rühma (joonis 1), selline jagamine on viiruste klassifikatsiooni tegemisel praegugi väga oluliseks sisendiks.

			 

			[image: ]

			Joonis 1. Viiruste rühmad Baltimore’i süsteemis.

			 

			Ülalnimetatud tunnustele saab lisada veel täiendavad tunnused. Üks selline on asjaolu, kas viiruse genoom koosneb ühest nukleiinhappe molekulist või mitmest segmendist. Teiseks tunnuseks on virionide kuju ja keemilisi omadusi puudutav informatsioon (ikosaeedrilised või spiraalsed partiklid, membraanse ümbrisega või mitte). Kõike seda kokku võttes on meil tegemist terve loendiga peamistest tunnustest, mida omavahel grupeerides ongi loodud praegu kehtiv viiruste süstemaatika.

			 

			Viiruste süstemaatika ja metagenoomika

			Tänapäeval on suurimaks väljakutseks viiruste süstemaatika arendamisel kujunenud metagenoomika. Juba praegu on maailmas sekveneeritud kümneid tuhandeid uusi järjestusi, mis kahtlemata pärinevad viirustelt või vähemalt viirustega sarnastelt objektidelt. Iga päev lisandub sinna, suuresti tänu uue põlvkonna sekveneerimise meetodite üha laiemale kasutamisele, palju uusi. Neid järjestusi leitakse sõna otseses mõttes igast võimalikust kohast. Kuid kas nad kujutavad endast tulevasi viiruse liike, mis lihtsalt pole veel jõudnud ametliku tunnustamiseni? Kas ja kuidas paigutada nad olemasolevasse klassifikatsiooni? Nendele küsimustele ühest ja head vastust pole. Osalt on probleemid tehnilised: selliseid järjestusi koguneb üha kasvavas tempos ja nende käsitlemine nõuab ajalisi ja materiaalseid ressursse. Teised probleemid on põhimõttelisemat laadi. Nagu üleval kirjas, hinnatakse viiruse süstemaatilist kuuluvust paljude võrdselt tähtsate tunnuste alusel. Ainus, mida metagenoomika toodab, on aga genoomi järjestus. Isegi kõrvale jättes võimaluse, et tegemist võib olla sekveneerimise artefaktiga, mida on suhteliselt lihtne „välja filtreerida“, on probleem ilmne – peale järjestuse ja analüüsitud proovi päritolu ei tea me sellest objektist mitte midagi. Muu hulgas on vastuseta ülimalt olulised küsimused. 

			-	Kes on tema peremees? 

			-	Milline näeb välja tema virion? 

			-	Milliseid valke ja kuidas ta kodeerib, millised on kodeeritud valkude funktsioonid ja struktuurid?

			-	Milline on selle viiruse paljunemise mehhanism, millised on selle eripärad? 

			-	Kuidas see viirus levib? 

			-	Kas ta on autonoomne viirus ja kas ta on üldse olemas? Viimane pole kaugeltki absurdne küsimus: looduses leidub viirustesarnaseid nukleiinhappeid. Viroloogidele on ammu teada, et viirused moodustavad paljunemise käigus defektseid genoome ja arvukalt rekombinante, mis tegelikult pole elujõulised. Kui me teame vaid järjestust, ei saa me kunagi välistada, et tegemist pole millegi taolisega. 

			Need ja paljud teised asjaolud on põhjustanud seda, et suur hulk virolooge on seisukohal, et otsuse tegemine tuleks edasi lükata, kuni on olemas arvestatav hulk informatsiooni, või siis nad ei tunnista põhimõtteliselt selliseid metagenoomika tulemeid reaalsete viirustena. Üldiselt kuuluvad sellesse gruppi eksperimentaalse viroloogia esindajad, kellele on oluline aru saada, kuidas viirus välja näeb ja kuidas ta toimib. Nii tundub absurdne paigutada samaväärsetena klassifikatsiooni viiruseid, mida on aastakümneid uuritud ja mille kohta käivast informatsioonist saaks koostada terve raamatukogu, ning „viiruseid“, mille bioloogiliste omaduste kohta ei ole teada täpselt midagi. Veelgi enam, tundub ebakohane muuta viimaste pärast klassifikatsiooni. Teine grupp virolooge – mitte üllatuslikult on selle peamised esindajad teadlased, kelle lemmikvaldkonnaks on in silico analüüsid ja teoreetiline viroloogia (viiruste evolutsioon jne) – on vastupidisel arvamusel. Need teadlased väidavad, et metagenoomikast pärinevad järjestused on viiruste süstemaatika loomiseks, aga ka viiruste evolutsiooni (omavahelise suguluse) mõistmiseks hädavajalikud. Nimelt, kui ehitada süstemaatikat ainult põhjalikult uuritud viiruste alusel, jääb see, vähemalt praeguse seisuga, „auklikuks“. Teisisõnu, viiruste evolutsioonipuul on puudu palju harusid ja mõned viiruste rühmad on suisa „õhku riputatud“. Metagenoomikast tulenevad järjestused võivad ja on mitmel juhul juba suutnud olemasolevaid tühikuid täita. Loota, et kunagi saavad kõik viirused piisavalt uuritud, on naiivne: viiruste liike võib olla kümneid, kui mitte sadu miljoneid (vt ptk I.9) ja loomulikult pole maailmas piisavalt virolooge ega vahendeid, et neid kõiki kasvõi suhteliselt algelisel tasemel uurida. Selline metagenoomika-lembeline koolkond pakub võimalust identifitseerida uued potentsiaalselt huvitavad viiruste rühmad ja nende esindajad, mille kohta teadmised puuduvad. Kui iga eraldi võetud viiruse uurimiseks teadlasi ei jätku, siis viiruste rühmi, eriti potentsiaalselt huvitavaid rühmi, on kaugelt vähem ja nende uurimine peaks eksperimentaalse viroloogia koolkonnale olema jõukohane ning piisavalt atraktiivne. 

			Milline on ICTV seisukoht antud küsimuses? Selle üle on aastaid vaieldud, kuid nüüdseks on ICTV välja kujundanud seisukoha tunnustada metagenoomikast tulenevaid järjestusi osana viiruste maailmast ja põhjendatud juhtudel paigutada need olemasolevasse süstemaatikasse. Nagu arvata võis tõi selline seisukoht kaasa suured muudatused viiruste süstemaatikas.

			 

			ICTV süstemaatika (2020. kevad)

			2018. aasta suvel oli ICTV poolt tunnustatud, arvestades ka subviraalseid patogeene, viroide ja satelliite, kokku 9 seltsi, 131 sugukonda, 803 perekonda ning 4853 liiki viiruseid. Seltsidest kõrgemaid taksone sellel ajal ei kasutud; küll aga eksisteeris hulk süstematiseerimata viiruste sugukondi, perekondi ja liike, mis ei olnud seotud vastavalt ühegi seltsi, sugukonna või perekonnaga. 4853 liiki viiruseid ei olnud aga kindlasti isegi mitte jäämäe veepealne osa, vaid veepealse osa tilluke tükike. 

			2020. kevadeks oli ICTV poolt tunnustatud viiruste liikide arv kasvanud 6590-ni. Ülaltoodut arvestades vaatas ICTV põhjalikult üle oma senised seisukohad ja tuli välja oluliste muudatustega. Seda tingis siiski mitte niivõrd uute ja huvitavate viiruste avastamine ja metagenoomika vaid viimastel aastatel oluliselt paranenud arusaamised viiruste bioloogilistest omadustest ja võimalikust sugulusest. Kasutusele võeti 15 tasandiga viiruste süsteem (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Kõigepealt pandi paika kõrgeim taksonoomiline ühik, mis sai ingliskeelseks nimetuseks realm, mida võiks eesti keelde tõlkida kui „valdkond“ või „ala“. Praeguseks on moodustatud neli sellist taksoni: 

			1.	Duplodnaviria – osad suured kaheahelalise DNA genoomiga viirused.

			2.	Monodnaviria –üheahelalise DNA genoomiga viirused ja väikesed kaheahelalise DNA genoomiga viirused ja mis ei kodeeri oma DNA polümeraasi.

			3.	Varidnaviria – kaheahelalise DNA genoomiga hiidviirused, tsütoplasmas paljunevad kaheahelalise DNA genoomiga viirused ja nende satelliidid ning osa keskmise suurusega kaheahelalise DNA genoomiga viiruseid.

			4.	Riboviria – RNA-genoomiga viirused ja RNA vahevormide kaudu replitseeruvad viirused välja arvatud hepatiit D viirus (Hepatitis delta virus, HDV).

			Kas ja kuidas takson realm vastab eluslooduse süstemaatika kõrgemaile taksonile „domeen“ (ingl domain) pole paraku selge; sama kehtib ka järgmise taksoni – alamvaldkond (subrealm) kohta. Küll aga vastavad eluslooduse taksonitele nendest allpool olevad taksonid: riik (ingl kingdom), alamriik (ingl subkingdom), hõimkond (ingl phyllum), alamhõimkond (ingl subphyllum), klass (ingl order) ning alamklass (ingl suborder). Madalamad taksonid on võrrelduna varasema süstemaatikaga jäänud samaks: selts, alamselts, sugukond, alamsugukond, perekond, alamperekond ja liik. 

			Selline süstemaatika on sedavõrd uus, et pole erilist kahtlust, et see muutub, tõenäoliselt lähiajal, veel oluliselt. Siiski on selle ülesehitus loogiline ja kajastab hästi teadaolevaid viiruste vahelisi sarnasusi ja erinevusi. Vaatame siin näitena RNA viiruste – realm Riboviria – jagunemist. Selles on hetkel kaks viiruste riiki: Orthornavirae ja Pararnavirae ehk siis viirused mis replitseeruvad ainult RNA kujul ja need, mis kasutavad replikatsioonil pöördtranskriptsiooni ja DNA vahevorme. Riigis Orthornavirae on neli hõimkonda, nende hulgas ka hõimkond Negarnaviricota, mis moodustati seniste seltside Bunyavirales ja Mononegavirales ning mitmete seltsidesse mittekuulunud viiruste rühmadest. Hõimkond Negarnaviricota sisaldab kõiki tuntud negatiivse polaarsusega üheahelalisi RNA-viiruseid, välja arvatud HDV. Negarnaviricota hõimkonnas on kaks alamhõimkonda. Alamhõimkonda Haploviricotina kuulub neli viiruste klassi mille esindajatel on ühekomponentsed RNA genoomid: Chunqiuviricetes, Milneviricetes, Monjiviricetes (muu hulgas sugukonnad Bornaviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae jt) ja Yunchangviricetes. Alamhõimkonda Polyploviricotina kuulub kaks viiruste klassi mille esindajatel on mitmekomponentsed (segmenteeritud) RNA genoomid: Ellioviricites (siia kuuluvad näiteks sugukonnad Arenaviridae, Hantaviridae, Nairoviridae, Peribunyaviridae, Phenuiviridae jt) ja Insthoviricetes (siia kuulub muu hulgas ka sugukond Orthomyxoviridae).

			Uuenenud süstemaatika on oluliselt vähendanud alamate taksonite hulka mis ei kuulu ühtegi kõrgemasse taksonisse. Siiski leidub valdkonnas Riboviria olemasolevate riikide alla mitte kuuluvaid sugukondi ja perekondi. Lisaks on üks viiruste selts (Ligamenvirales), 24 viiruste ja subviraalsete patogeenide (viroidid, satelliidid) sugukonda ja kolm viiruste perekonda, mis ei kuulu ühtegi olemasolevasse valdkonda. Nii et viiruste klassifitseerimine pole kaugeltki valmis, pigem vastupidi.

			 

			Mis on viiruse liik ja kuidas seda tähistatakse?

			Siiani oleme rääkinud viiruste liikidest, perekondadest jne ilma neid defineerimata. Muidugi, bioloogidele on arusaadav, mida tähendab rakuliste organismide puhul liik, perekond, sugukond või selts. Kuid kas see on sama ka viirustel? ICTV definitsiooni järgi on viiruse liik „polüteetiline grupp viiruseid, mis moodustavad replikatsioonilise sugupuu ja okupeerivad konkreetset ökoloogilist nišši“. Ühelt poolt vastab selline definitsioon polüteetilise grupi üldistele nõuetele, mida võiks sõnastada järgmiselt: „Grupp, mille liikmetel on alati mitmeid ühiseid omadusi, kuigi ükski omadus eraldi võetuna ei iseloomusta selle grupi kõiki liikmeid“. Samas viitavad viiruse liigi mõistes kasutatavad sõnad „moodustavad replikatsioonilise sugupuu“ püüdele kajastada viiruste süstemaatika abil viiruste üksteisest põlvnemist. Ideaalis peakski see nii olema. Tõsi, viiruste väga suur varieeruvus, muu hulgas omavahelised rekombinatsioonid ja ümbersorteerumised, muudavad selle ülesande vägagi keerukaks.

			Linné klassifikatsioonis on igal liigil kaheosaline ladinakeelne nimi, kus esimene, suure algustähega ja kaldkirjas sõna tähistab ladina keeles perekonda, kuhu liik kuulub, ning teine, väikese algustähega ja samuti kaldkirjas kirjutatu, ladinakeelset liiginime. Näiteks on sellise linnu nagu sinirinna nimi binaarse nomenklatuuri järgi Luscinia svecica, kus Luscinia tähistab perekonda ööbik ning svecica on liigiepiteet. Seega peab see ladinakeelne nimi meile ütlema, et konkreetne linnuliik on sinirind ööbiku perekonnast. Kaldkiri on kasutusel seetõttu, et teises keeles (antud juhul siis ladina keeles) tekstiosi on kombeks sellisel moel eristada. Paraku olid üldise, kõiki tuntud viirusi hõlmava ICTV poolt kehtestatud viiruste süsteemi loomise ajal paljudel viirustel juba aastakümnete jooksul juurdunud nimed. Seetõttu otsustati viiruste puhul sellisest kahesõnalisest nimetusest loobuda: see oleks eeldanud kõigile viirustele uute ladinakeelsete nimede andmist ja tekitanuks palju segadust. Selle asemel muutusid senised traditsioonilised ja rõhuvas enamuses ingliskeelsed viiruste nimed ametlikeks liiginimedeks. Ametliku nime puhul tuleb aga endiselt kasutada põhimõtet, et liiginime esimene sõna kirjutatakse suure algustähega ning kogu liiginimetus kirjutatakse kaldkirjas, nagu oleks see ladinakeelne, kuigi tegelikkuses on see pärit inglise keelest ja on muutunud nii-öelda latiniseeritud inglise keeleks. Seega, kui jutt käib tubaka mosaiigiviirusest kui reaalsest füüsilisest entiteedist, mis on tekkinud evolutsiooni teel geneetika reeglite kohaselt, siis inglise keeles on see tobacco mosaic virus, aga kui me soovime tähistada süstemaatilist liiki kui kontseptsiooni, siis on see Tobacco mosaic virus. Liiginimi saab olla ainult üks, kinnitatud variant, mis lõpeb sõna või sõnaosaga virus. Eespool toodud näites kuulub tubaka mosaiigiviirus perekonda Tobamovirus, mistõttu ingliskeelses tekstis räägitakse tihti ka tobacco mosaic tobamovirus’est, et samas nimes kajastuks ka viide perekonnale, millesse konkreetne viirus kuulub. Kuna see nimetus ei ole aga ametlik liiginimetus, siis sellisel juhul suurt algustähte ja kaldkirja kasutada ei tohi. Samamoodi võime rääkida näiteks inglise keeles Sindbis alphavirus’est (suur algustäht on siin põhjendatud, kuna Sindbis on kohanimi), aga viiruse liiginimi on Sindbis virus.

			Käibel olevad viiruste nimed olid (ja on) viiruste avastajate poolt tuletatud väga erinevaid printsiipe järgides. Nii on meil ka praegu selliseid viiruste liike, mille nimi tuleneb:

			-	tema põhjustatud haigusest (Rabies virus, Murine leukemia virus);

			-	viiruse isoleerimise paikmest (Rhinovirus A); 

			-	geograafilisest kohast, kust viirus isoleeriti. Näideteks on siin Sendai virus (koht Jaapanis), Uukuniemi virus (koht Soomes) ja Sindbis virus (koht Egiptuses); 

			-	viiruse avastajate nimedest (Epstein-Barr virus). 

			Uute viiruste puhul on nimetamisel oluline see, et ICTV poolt aktsepteeritav nimi ei saa koosneda üksnes peremehe nimest ja sõnast viirus. Segadust tekitab praegusel ajal asjaolu, et paljudel juhtudel ei lange ametlik viiruse liiginimi ja tema tavaline (ajalooline) nimi kokku. Näiteks on ülal mainitud Epstein-Barr virus’e liiginimeks Human gammaherpesvirus 4. Samas langevad paljude viiruste puhul nende tavaliselt kasutatud nimetused ja liiginimed kokku. Näideteks on siin ülal mainitud Tobacco mosaic virus ja Sindbis virus.

			Kõrgemate taksonite puhul järgitakse viiruste süstemaatikas samasuguseid ladina keelest tulenevaid sõnalõppe nagu rakuliste organismide süstemaatikaski, lisades sinna vaid vastavas käändes sõnaosa „virus“. Seega vastavad viiruste perekonnale, sugukonnale, seltsile, klassile ja hõimkonnale süstemaatikas vastavalt lõpud -virus, -viridae-, -virales, -viricetes ja -viricota. Näiteks kuulub liik Human respiratory syncytial virus (liiginimi Human orthopneumovirus) perekonda Orthopneumovirus, see omakorda sugukonda Pneumoviridae, see omakorda seltsi Mononegavirales, see omakorda klassi Monjiviricetes, mis kuulub hõimkonna Negarnaviricota alamhõimkonda Haploviricotina.

			Igas kinnitatud viiruste perekonnas nimetatakse üks liik tüüpliigiks. Selleks võib olla liik, mille nimest on tuletatud perekonna süstemaatiline nimi. See on tavaliselt, aga ei pea ilmtingimata olema, selle perekonna enim uuritud ja/või kõige tüüpilisem esindaja. Nii on näiteks perekonna Sobemovirus tüüpliik Southern bean mosaic virus, kuigi märksa põhjalikumalt on samast perekonnast uuritud liiki Rice yellow mottle virus. Siiski on palju juhtusid, kui tüüpesindaja nime perekonna nimes ei kajastu. Sageli on siin tegemist ajaloolist päritolu nimetustega. Näiteks on perekonna Alphavirus tüüpesindajaks ülal mainitud Sindbis virus. Nimetus Alphavirus on aga ajalooline, nii tähistati oma ajal arboviiruste ühte alagruppi. Eksisteerib ka olukord, kus kõik perekonda kuuluvad viirused kannavad sama nime ja erinevad üksteist vaid numbri poolest. Nii kuulub perekonda Alphapapillomavirus (sugukond Papillomaviridae) neliteist viiruste liiki, mille nimed on Alphapapillomavirus 1-14. Perekonna tüüpesindajaks on siin Alphapapillomavirus 1.

			Üheks probleemiks viiruste kõrgemate taksonite puhul on see, et sageli on raske aru saada, kui palju kaks viirust teineteisega sarnanevad. Eriti suur oli see probleem varasemal ajal, kui viiruste kohta oli vähem informatsiooni. Praegusel ajal on see probleem endiselt oluline vähe uuritud viiruste puhul; siia gruppi kuuluvad näiteks hiljuti avastatud viirused. Sugulus on sageli ilmne, kuid kas see vastab samasse perekonda kuuluvate viiruste omale või kuuluvad need viirused sama sugukonna erinevatesse perekondadesse? Mitmesugused keerulised arvutused on näidanud, et mõtestatud sarnasuse tasemeid on praegustes viiruste sugukondades ja seltsides erineval arvul. Näiteks saab seltsis Nidovirales eristada seitset sarnasuse taset, samas on taksonoomilisi ühikuid, mida saab kasutada, vaid kolm: liik, perekond ja sugukond. Osalt tullakse sellest olukorrast välja, kasutades alamseltse, alamsugukondi (ladinakeelne sõnalõpp on alamsugukondade puhul –virinea) ja alamperekondi, kuid viiruste arvu ja nende kohta käiva informatsiooni kasvades ei pruugi sellest piisata. Praegusel ajal ei ole välja mõeldud paremat lahendust kui leppimine tõsiasjaga, et mõnes viiruste perekonnas (sugukonnas) on viirused üksteisega sarnasemad kui teises perekonnas (sugukonnas) . 

			Eesti keelde viiruste taksonoomiat tõlgitud ei ole. Seetõttu kasutatakse ka käesolevas õpikus viiruste liikide tähistamiseks nende ingliskeelseid kaldkirjalisi nimetusi, viiruse kui füüsilise entiteedi puhul aga ingliskeelset viiruse nimetust koos eestikeelse sõnalõpuga -viirus. Viiruste puhul, millel on tavakasutuses olemas ka juba eestikeelne nimevariant, oleme kasutanud ka neid.

			 

			[image: ]

			Kordamisküsimused

			1.	Milline on monoteetiline, milline polüteetiline klassifikatsioon?

			2.	Kuidas tähistakse viiruste liiginimesid?

			3.	Millised on olulisemad tunnused, mille alusel klassifitseeritakse sarnased viirused üheks viiruse liigiks?

			4.	Kirjelda Baltimore’i süsteemi ja võrdle seda praeguse ICTV süsteemiga.

			5.	Kuidas mõjutab metagenoomika viiruste süstemaatikat?

		

	
		
			I.3. VIRIONIDE KOOSTIS JA EHITUS

			Aare Abroi

			I.3.1. Virioni funktsioon ja koostisosad. 

			Sageli kasutatakse sõnu viirus ja virion sünonüümidena. Nagu näha järgnevast ja õpiku muudest peatükkidest, ei ole see õige. Virion ehk viiruse partikkel ehk viiruse osake on struktuur, mis on kokku pandud võimaldamaks viiruse geneetilise materjali ülekannet (viiruse levikut) nakatanud rakust nakatamata rakku. Reeglina toimub see levik väliskeskkonna kaudu ja sellest tulenevad ka virionide eriomadused. Nagu viiruste maailmas ikka on siin muidugi mitmesuguseid erandeid: leidub viiruseid, kellel on küll virionid, kuid puudub rakuväline faas, samuti viiruseid, millel klassikalised virionid puuduvad. Et erandid kinnitavad reegleid, siis vaatame allpool eelkõige „klassikaliste“ virionide ehitust ja selle põhimõtteid.

			Teel ühest rakust teise võib viirus – antud juhul on õigustatud ka sõna virion kasutamine – kohata paljusid inaktiveerivaid keemilisi ja füüsikalisi mõjureid, nagu proteolüütilised ja nukleolüütilised ensüümid, äärmuslikud pH väärtused ja temperatuurid ning mitmesugused erinevad kiirgused (radiatsioon). Virioni peamisteks funktsioonideks on kaitsta viiruse genoomi selliste keskkonnamõjude eest ning tagada genoomi jõudmine järgmistesse peremeesrakkudesse sellisel kombel, et produktiivne infektsioonitsükkel saaks taas alata. Seda soodustab ka mittespetsiifilise seondumise, see tähendab valesse kohta seondumise või valede molekulide sidumise ärahoidmine. Virionide tähtsaimaks ja lahutamatuks koostisosaks on viiruse genoom. Viirusgenoomide ehitusest ja nende mitmekesisusest saab lugeda peatükist I.4. Käesolevas peatükis käsitletakse virionide ülejäänud tähtsaid komponente ning virionide üldist arhitektuuri. 

			Eespool toodud funktsioonide täitmiseks on viirustel välja kujunenud mitmeid erinevaid virionide ülesehitusi. See on muidugi igati loogiline, sest erinevad ju ka keskkonnad, kus nad ellu peavad jääma, samuti rakud, mida nad nakatavad: võrrelgem kasvõi tugeva rakuseinaga bakteri- või pärmirakku ja vähekaitstud plasmamembraaniga imetajaraku. Sellele vaatamata täidavad kõik virionide erinevad arhitektuurid sarnaseid funktsioone. Kaitsmaks viiruse genoomi keskkonna füüsikaliste mõjude eest peab virion olema tugev. Enamasti ongi virionid väga vastupidavad paljudele teguritele ning võivad märkimisväärselt deformeeruda, kuid katki ei lähe – see tähendab, et nad on elastsed ja sitked. Samas, ainult vastupidavusest ei piisa: virion peab olema üles ehitatud nii, et sobilikus keskkonnas (peremeesrakus) saab viiruse geneetiline materjal avalduda. See aga tähendab seda, et virion peab olema neis tingimustes vähemalt osaliselt lahtipakitav. Seega, kindlasti ei ole virion „inertne pakend“, vaid on aktiivne osaleja viirusgenoomi rakku toimetamisel ning paljunemistsükli alustamisel. Käesolevaks ajaks on ainult vähestel juhtudel teada, millised molekulaarsed mehhanismid neid vastandlike omadusi (vastupidavus ja lahtipakitavus) tagavad. Lisaks eelnevale peab virion assambleeruma võimalikult spetsiifiliselt ja soovitavalt ka kiiresti. Seejuures on viirusel üldjuhul selleks otstarbeks võimalik kasutada vaid väheseid valke, mõnel juhul peab ta hakkama saama üheainsa valguga.

			 

			I.3.1.1. Virioni komponendid

			I.3.1.1.1. Valguline kest 

			Lisaks genoomile on virioni tavapäraseks komponendiks valkudest koosnev kapsiid või genoomiga vahetult seotud kattevalgud. Kirjanduses, ka käesoleva õpiku enamikus peatükkides kasutatakse terminit kapsiidivalk väga laialt. Selle mõiste alla paigutatakse nii regulaarse hulktahuka kujuliste virionide valguline osa kui ka filamentsete virionidega viiruste genoomiga seostunud valgud. Käesolevas peatükis kasutatakse aga mõisteid kapsiidivalk ja kapsiid kitsamas tähenduses:

			-	sõnaga kapsiid tähistatakse suletud ruumalaga hulktahukat (kvaasisfäärilist struktuuri). Sellistel struktuuridel on enamasti ikosaeedriline sümmeetria, mis aga ei tähenda alati seda, et virion kujutaks endast ikosaeedrit (kahekümne identse tahuga hulktahukat).

			-	kattevalguna käsitletakse siin vahetult viirusegenoomiga seotud valke, mis moodustavad genoomiga seondudes filamente ja teisi struktuure. Kattevalk on enamasti ühe viiruse geeni produkt. 

			Nende kahe mõiste erinevus ilmneb, kui vaadata näiteks negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viiruseid. Kõigil senituntud negatiivse polaarsusega RNA-genoomsetel viirustel on kattevalk, mida enamasti nimetatakse nukleoproteiiniks. Siiski ei ole ühelgi neist siin peatükis kasutatud tähenduses kapsiidivalke: nendel viirustel ei ole valkude tekitatud suletud hulktahuka kujulisi virione. Ja, kuna viiruste maailm on erandite poolest rikas, peab siinkohal mainima ka asjaolu, et mitmetel väheuuritud viiruste sugukondadesse (Pleolipo-, Amalga-, Endorna-, Hypo- ja Narnaviridae) kuuluvatel viirustel puudub teadaolevalt genoomi kattev valguline kest, olgu see siis kapsiid või kattevalgu moodustatud struktuur. 

			 

			I.3.1.1.2. Ümbris 

			Teiseks väga sagedaseks – kuid selgelt vähem universaalseks – virioni komponendiks on membraan ehk ümbris. Ümbris koosneb lipiidsest kaksikkihist ja sisaldab enamasti ka viiruse ja peremehe poolt kodeeritud valke. Ümbris moodustab kapsiidi või kattevalku pakitud genoomi ümber läbimatu kihi ja kaitseb seega genoomi keskkonnamõjude eest. Ehkki ümbris on virioni koostisosa, tuleb meeles pidada, et seda moodustavad lipiidid on pärit rakumembraanidest ja viirus neid ise ei sünteesi. Siiski osaleb viirus membraani koostise määramises, mistõttu ümbrise lipiidne koostis võib oluliselt erineda rakumembraanide „keskmisest“ koostisest. See on märgatav juba arhesid nakatavate ja kehtib, isegi suuremal määral, eukarüoote nakatavate viiruste puhul. Sellel on hulk põhjuseid. Esiteks, eukarüootses rakus on palju erinevaid membraanitüüpe, millel on loomulikult ka erinev koostis ja millest virionid võivad punguda või mida viirus võib oma kapsiidi ümber „mähkida“. Teiseks, ka mingit kindlat tüüpi rakumembraan – nt plasmamembraan – pole oma koostiselt ühtlane. Enamiku rakkude membraanide lokaalne koostis võib rakumembraani „keskmisest“ koostisest märkimisväärselt erineda. See tähendab, et kui kogu membraan on lahutatud komponentideks, siis nende komponentide omavaheline suhe membraani eri piirkondades võib olla väga erinev. On reegliks, et sellisel juhul eelistavad viirused punguda taolise membraani kindla koostisega regioonidest, kõige sagedamini nendest, mis on rikkad teatud lipiidide tüüpide, nt kolesterooli poolest. Selle nähtuse üheks põhjuseks on ilmselt asjaolu, et väikesed viirused (virionide diameeter alla 100 nm) peavad pungumise käigus membraani oluliselt painutama (tekitama tugeva kurvatuuri) ja mitte kõik membraani osad pole selleks võrdselt sobivad.

			Muidugi ei saa ka siin üle ega ümber eranditest. Isegi sõna ümbris on vastuoluline. Tõsi on see, et ümbris ümbritseb alati genoomi. Mis ei ole aga tõsi, on see, et ümbris peab ilmtingimata ümbritsema ka kapsiidi: nii bakteriofaagide kui ka eukarüootide viiruste hulgas leidub selliseid, mille virionides paikneb ümbris kapsiidi all. dsDNA-genoomiga viiruste ja positiivsete RNA-genoomsete viiruste hulgas on palju nii ümbriseta kui ümbrisega viiruseid. Muudes viiruste gruppides on selgemad eelistused: näiteks ei ole ühelgi seni kirjeldatud ssDNA-genoomiga viirusel membraani, samal ajal kui peaaegu kõik negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel, erandiks sugukonda Phenuiviridae kuuluvad tenuiviirused ja sugukonna Ophioviridae esindajad, on membraaniga virionid. Peale selle ei saa jätta mainimata ka peatükkides II.8 ja II.24 kirjeldatud fenomene – viiruseid, mille virionidel on ajutine membraan, ning viiruseid, mis toodavad erinevaid (ümbrisega ja ümbriseta) virione. Sellistel juhtudel on näidatud, et erinevatel virionitüüpidel on infektsioonitsükli jooksul kindlad ja üksteise omadest erinevad funktsioonid. Seega, sageli pole küsimusele „Kas sellel viirusel on ümbrisega või ümbriseta virionid?“ ühest vastust.

			 

			I.3.1.1.3. Virioni valgud

			Maatriksivalk. Väga tihti – kuid mitte alati – kuulub ümbrisega viiruste virioni maatriksivalk või maatriksivalgud. Maatriksivalgu mõiste on väga lai; üldiselt nimetatakse nii perifeerseid membraanivalke, mis aitavad viirusel leida membraanil pungumiseks õiget kohta ning hiljem toestavad virioni ümbrist seestpoolt. Sageli seondavad maatriksivalgud ümbrise valke kattevalgu/nukleokapsiidikomponentidega. Sellega nende funktsioonid muidugi ei piirudu. Näiteks paikneb oluline osa rabdoviiruste maatriksivalgust virioni sisemuses ja moodustab nukleokapsiidi seondades spetsiifilise spiraalse struktuuri. Mõnikord nimetatakse maatriksivalguks ka valke, mis paiknevad membraani ja kapsiidi (või kattevalgu) vahel, kuid mille funktsioon on ebaselge. See ei pruugi olla alati korrektne, sest kõik sellisel viisi paiknevad valgud ei ole automaatselt maatriksivalgud. Siin on heaks näiteks paljud herpesviiruste tegumendikihis paiknevad valgud: nende asukoht virionis on küll sarnane maatriksivalkude omaga, kuid nende funktsioonid on teistsugused.

			Membraaniseoselised valgud. Virioni ümbrisega seondub enamasti täiendav kiht valke. Ümbrise valke võib membraani suhtes paiknemise järgi jaotada sisemisteks ja välimisteks valkudeks. Välimised membraaniseoselised valgud on enamasti glükovalgud, see tähendab, nad sisaldavad enda küljes kovalentselt seotud suhkruid. Need valgud vastutavad virioni rakupinnale seondumise ja/või viiruse genoomi rakku sisenemise eest. Samas, tegemist on seaduspära, mitte seadusega – näiteks poksviiruste virionide (täpsemalt IMV-de, peatükk II.42) välispinna valgud ei ole glükosüülitud. 

			Membraani valkude arv ja nende sisaldus virionides varieerub suurel määral. Suurte viiruste virionides võib olla kümme või rohkem erinevat membraanivalku, väikestel viirustel on neid enamasti vaid kaks või ainult üks. Ka membraanivalkude koopiaarv virionis erineb. Mõnel viirusel, näiteks HIV-il, on virionis vaid üksikud membraanivalkude koopiad. Teistel viirustel võib membraan olla glükovalke nii tihedalt täis pakitud, et virionile peale vaadates membraani ennast näha ei olegi – membraanivalgud moodustavad katkematu valgukihi. Sageli on taolistele virionide membraanivalkudele iseloomulik kindlalt fikseeritud kogus: alfaviirustel on näiteks iga membraanivalku täpselt 240 koopiat, flaviviirustel 180 koopiat virioni kohta. Iseloomulikud on ka ranged sidemed kapsiidivalkudega, mille koopiaarv virionis on sama kui membraanivalkudel. See kajastub ka virionide struktuuris: alfa- ja flaviviiruste virionide välispind on väga regulaarse struktuuriga ja seda on võimalik analüüsida nii krüoelekronmikroskoobi kui ka röntgenstruktuuranalüüsi teel. Samal ajal paiknevad glükovalgud paljude teiste viiruste virionides ebaregulaarselt, ilma märgatava sümmeetria või korrapärata.

			Muud virioni valgud. Lisaks enamlevinud komponentidele võib virionist leida ka valke, mis ei pruugi osaleda mingite struktuursete funktsioonide täitmises. Kokkuleppeliselt nimetatakse neid sellele vaatamata struktuurivalkudeks: selle mõistega tähistatakse kõiki virioni kuuluvaid viiruse poolt kodeeritud valke. Üheks näiteks on siin negatiivsete ja dsRNA-genoomiga viiruste virioni kuuluv RNA-st sõltuv RNA polümeraas (ingl RNA dependent RNA polymerase, RdRp). Lisaks sellele võivad virioni koostisesse kuuluda viirusgenoomiga seotud valgud, nagu VPg (ingl viral protein genome-linked; paljud taimeviirused, pikornaviirused) ja TP (ingl terminal protein; adeno- ja tectiviirused). Valgud võivad pärineda ka peremeesrakust: nii näiteks leidub papilloomi- ja polüoomiviiruste virionides histoone. Sellega asi muidugi ei piirdu: suurte viiruste virionidest leitakse ka transkriptsioonifaktoreid ja ensümaatiliselt aktiivseid valke, mis aitavad viirusele vajalikul viisil rakulist keskkonda ümber kujundada. Sarnaselt ülaltoodud näidetega võivad need valgud olla nii viiruslikku kui ka rakulist päritolu. Mõnedel juhtudel, nagu juba mainitud histoonide puhul, ei ole kahtlust, et raku valkude virionidesse paigutamine on tahtlik. Teistel juhtudel ei pruugi see nii olla: viiruspartiklid assambleeruvad rakus ning enamasti sattub seetõttu virionidesse ka mingil määral rakulist keskkonda.

			Kuidas on lood mittestruktuursete, see tähendab küpsenud virioni mittekuuluvate valkudega? Küsimus tundub absurdne, kuid päris nii see siiski ei ole. Paljud viiruse poolt kodeeritud valgud olid ajalooliselt tuntud vaid nakatunud rakkudes ja seetõttu said külge nimetuse „mittestruktuurne“. Hiljem, kui neid leiti ka virionidest, nimetust enamasti muutma ei hakatud. Mõnel juhul on sellise valgu puhul selgunud, et tema paigutamine virionidesse ei ole juhuslik. Selliseks on näiteks gripiviiruse NS2 valk (ingl non-structural 2, paralleelne nimetus nuclear export protein, NEP). Teistel juhtudel võib aga kahtlustada analoogiat raku valkude kaasapakkimisega – kuna viiruse mittestruktuurseid valke on rakus palju, on üsna tõenäoline, et nad võivad teatud koguses sattuda virionidesse lihtsalt juhuse läbi. Kolmandatel juhtudel ei tea praegu keegi, kas see on juhuslik või mitte. Ainult aeg ja edasised uurimistööd näitavad, kumma variandiga – või hoopis millegi muuga – on tegemist.

			 

			I. 3.1.1.4. Mittegenoomsed nukleiinhapped

			Osa viiruste virionidest on leitud ka erinevaid mittegenoomseid RNA-sid. Nende hulgas on nii rakulised kui viiruslikud mRNA-d ning väikesed RNA-d, sealhulgas tRNA-d ja miRNA-d, ning mõnel juhul isegi ribosomaalne RNA. Osa nendest molekulidest satub virioni juhuslikult, kuid nii mõndagi neist on virionis suhteliselt rohkem kui rakkudes, see tähendab, et need on virioni pakkimise käigus rikastunud. Mõnedel nendest „rikastatud RNA-dest“ on näidatud ka funktsioon viiruse elutsüklis: tsütomegaloviiruse virionaalseid mRNA-sid hakatakse rakus transleerima enne, kui värsked viiruslikud transkriptid valmivad, retroviirused kasutavad tRNA-d pöördtranskriptsiooni praimerina jne. Mittegenoomsete RNA-de roll võib olla ka mittespetsiifiline, näiteks võib nende olemasolu tagada virioni sees sobiliku keskkonna.

			 

			I.3.2. Virionide valgulise kesta tüübid 

			Fundamentaalne piirang viiruspartikli struktuurile on see, et informatsioon, mis on vajalik partikli valguliste komponentide kodeerimiseks, ei tohi ületada pakitava genoomi mahtuvust. Sellest piirangust tuleneb virioni ülesehituse geneetilise kokkuhoidlikkuse printsiip ehk teisisõnu, virioni komponentide kodeerimiseks tuleb kasutada võimalikult väikest osa genoomist. See printsiip on ka praktikas päris selgelt nähtav. Võttes arvesse, et ühe aminohappe jäägi kodeerimiseks valgus on vaja kolme nukleotiidi genoomis, on selge, et valgulise kesta moodustamine on saavutatav ainult juhul, kui ühte tüüpi valgumolekuli on partiklis suur arv koopiaid. Ühe ja sama tüüpi molekuli mitmes korduses kasutamisest tuleneb ka partiklite sümmeetria. Järeldusele, et viiruspartiklid või nende substruktuurid peavad olema tugevalt sümmeetrilised, jõudsid James Watson ja Francis Crick juba 1956. aastal ehk hulk aastaid enne esimese viirusegenoomi sekveneerimist.

			Spiraalse sümmeetriaga valgulised kestad. Lihtsaim virion koosneb genoomist ja seda katvast ühte tüüpi kattevalgust, mille monomeerid moodustavad spiraalse (ehk kruvikujulise) partikli; sellist sümmeetriat nimetataksegi spiraalseks sümmeetriaks. Kui virioni otsad välja jätta, siis on kattevalgu kõikide molekulide interaktsioonid naabritega sarnased, see tähendab, et esineb struktuurne ekvivalentsus. Spiraalse sümmeetria näiteks on tubaka mosaiigiviiruse (TMV) virionid (Joonis 2). Sellised virionid saadakse, kui võrreldes eelmise kattevalgu molekuliga keeratakse järgmist molekuli 22 kraadi võrra partikli pikkitelje ümber (rakendub 22-kraadine rotatatsioon ümber pikitelje) ja samal ajal nihutatakse seda 0,14-nm sammuga mööda pikitelge edasi – nagu see liiguks mööda kruvi serva. Rotatsiooniliselt ekvivalentsesse asendisse jõudmiseks kulub TMV-virionis 49 kattevalgu molekuli (sub- ehk alamühikut); kahe keerme serva vahe virionis on 2,3 nm. Spiraalse sümmeetriaga virionidel määrab virioni pikkuse pakitud nukleiinhappemolekuli pikkus. Esimeses lähenduses ei ole sellise virioni mahutavus limiteeritud. Teoreetiliselt võimaldab see niisuguste virionidega viiruse genoomi kloonida üsna pikki võõra nukleiinhappe lõike. Praktikas on muidugi piirangud olemas ja kindla piiri ületamisel muutuvad spiraalsed virionid ebastabiilseks ja nende infektsioonilisus väheneb. Spiraalse sümmeetria puhul kulub, võrreldes ikosaeedrilise kapsiidiga, sama pika genoomi pakkimiseks palju rohkem kattevalku. See tuleneb asjaolust, et spiraalse sümmeetria korral on virioni moodustamiseks vajalik valgu molekulide arv virionis lineaarses seoses genoomi pikkusega. Ikosaeedrilise kapsiidi korral määrab vajaliku valgu hulga aga kolmas juur genoomi pikkuse ruudust (genoomi pikkus)2/3; see tuleneb asjaolust, et kera pindala sõltub kera raadiuse ruudust ning kera ruumala raadiuse kuubist. Lihtne näide: et pakkida 6396-nukleotiidine TMV genoom, on vaja 2132 kattevalgu molekuli; selle tulemusena on RNA sisaldus virionis umbes 5%. Ligikaudu sama suure pikornaviiruse genoomi pakkimiseks ikosaeedrilisse virioni kulub aga ainult 240 kapsiidivalgu molekuli ja seetõttu on RNA sisaldus virionis ligikaudu 50%. See on ka põhjus, miks spiraalse sümmeetriaga (filamentsed ja kepikesekujulised) virionid ei sobi väga pikkade genoomide pakkimiseks.
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			Joonis 2. Spiraalse sümmeetriaga partikli ehitus TMV-virioni näitel. TMV oli ajalooliselt esimene viirus, mille virionidele õnnestus teostada kõrge lahutusega struktuuri analüüs. Spiraalse sümmeetriaga osakesi võib võrrelda kruviga (täpsemalt küll poldiga) ning nende üheks iseloomulikuks parameetriks on kahe keerme serva vahemaa, antud juhul 23 nm. Joonisel on näidatud ka virioni ja nukleiinhappe spiraali läbimõõt.

			 

			Kapsiidsed kestad. Kapsiidi kui suletud hulktahukat saab kokku panna mitmel viisil. Samas on võimaluste arv, kuidas viirus seda teha saab, väga piiratud: teada on vaid üks reaalselt kasutatav variant. Ühestainsast algelemendi tüübist moodustatavateks lihtsamateks regulaarseteks hulktahukateks on tetraeedron (4 kolmnurkset tahku), heksaeedron (kuup, 6 nelinurkset tahku), oktaeedron (8 kolmnurkset tahku), dodekaeedron (12 viisnurkset tahku) ja ikosaeeder (20 kolmnurkset tahku). Viimane ongi virionide struktuuri kõige tavalisem variant; ikosaeedrist väiksemaid viiruste kapsiide ei ole veel leitud. Ilmselt on selle põhjuseks asjaolu, et ikosaeedrist väiksemate hulktahukate sisemine ruumala on viiruse genoomi mahutamiseks liiga väike: suletud hulktahukas tähendab ka fikseeritud seesmist ruumala ehk fikseeritud virioni mahtu. Ikosaeeder tagab ilmselt parima pindala (= materjalikulu) ja mahu (= pakitava genoomi pikkus) vahekorra. Ikosaeedriline sümmeetria eeldab kuut viiendat järku sümmeetriatelge (kõik tipud), kümmet kolmandat järku sümmeetriatelge (iga tahu keskpunkt) ning viiteteistkümmet teist järku sümmeetriatelge (iga serva keskpunkt) (Joonis 3). Selgituseks lisame, et sümmeetriatelje järk näitab, mitu rotatsioonilise sümmeetria teisendust mahub täisringi. Näiteks kolmandat järku sümmeetriatelje korral, teisendades kujundit antud telje suhtes 120 kraadi (1/3 täisringist), saame algsega identse kujutise ehk selliseid teisendusi mahub ühele täisringile kolm. Kõik need teljed lõikuvad regulaarse ikosaeedri keskpunktis. 

			 

			[image: ]

			Joonis 3. Regulaarse ikosaeedri sümmeetriateljed: (a) teist järku sümmeetriatelg, mis algab serva keskelt ning läbib vastasserva keskpunkti; (b) kolmandat järku sümmeetriatelg, mis algab tahu keskpunktist ning läbib vastastahu keskpunkti; (c) viiendat järku sümmeetriatelg, mis algab ikosaeedri tipust ning läbib vastastippu; (d) erinevat järku sümmeetriatelgede paiknemine üksteise suhtes, igat järku sümmeetriatelgedest on näidatud vaid üks telg. Kolmandat ja viiendat järku sümmeetriateljed (b ja c), mis on näidatud käesoleval joonisel, asetsevad joonise tasapinnaga risti. 

			 

			Kuna ikosaeedri kõik tahud ja tipud on ekvivalentsed, siis saab iga tahu jagada kolmeks. See võimaldab ikosaeedri moodustada 60 väikseima asümmeetrilise ühiku (subühiku ehk alaühiku) kordusena (Joonis 4). Seega, eeldades viiruse kodeeriva potentsiaali maksimaalselt efektiivset ärakasutamist, tuleneb geomeetria seadustest, et ikosaeedrilise virioni kokkupanemiseks on vaja minimaalselt 60 alaühikut (alaühik tähistab siin geomeetrilis-topoloogilist ühikut). Tõepoolest, paljud väikesed ikosaeedrilised kapsiidid koosnevadki 60-st kapsiidivalgu molekulist. Selge on aga see, et sellisel viisil saadud ikosaeeder on üsna väike ja sobib vaid väga väikesele genoomile. Genoomi suurenedes oleks viirusel kasutada kaks võimalust: sünteesida suuremaid kaspiidivalke või liita virioni suuremal arvul sarnaste või erinevate kapsiidivalkude monomeere. On selge, et esimene võimalus on väga piiratud: suurema hulga valgu sünteesiks on vaja omakorda suuremat genoomi, mille pakkimiseks on vaja veel suuremat hulka kapsiidivalke jne. Seetõttu lahendavad suuremad viirused olukorra kapsiidivalkude koopiarvu suurendamise teel. 

			Et sama elemendi korduvkasutus eeldab mõnesugust sümmeetriat, siis on võimalikud ainult kindlatele reeglitele vastavad hulktahukad. Selliste regulaarsete, hulktahukakujuliste virionide ruumilise geomeetria kirjeldamiseks kasutatakse tihti triangulatsiooninumbrit (T). Triangulatsiooninumbri olemuse selgitamist alustame sellest, kuidas kolmnurksetest elementidest moodustub ikosaeeder. Vaatleme esmalt kuute võrdkülgset kolmnurka ikosaeedri 20-st kolmnurksest tahust (Joonis 4). Need kolmnurgad moodustavad tasapinna. Kui aga üks nendest kolmnurkadest eemaldada (välja lõigata) ning tekkinud vabad servad üksteisega kokku liimida, siis peame loobuma tasapinnalisest kujundist ning tekitama kolmemõõtmelise kujundi (Joonis 4). Kui selliseid väljalõikeid tehakse igas kuuikus, siis saamegi regulaarse ikosaeedri pinnalaotuse (Joonis 4); selle kokkuvoltimisel moodustub regulaarne ikosaeeder, mille kõik 12 tippu on pentavalentsed. See tähendab, ükskõik millist serva pidi tipust liikuma hakates jõuame ühe servaühiku kaugusel paikneva järgmise pentavalentse tipuni.
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			Joonis 4. Regulaarse ikosaeedri moodustumine. Heksameerist (a) ühe kolmnurga eemaldamisega ja servade ühendamisega tekib ruumiline pentameer (b). Kui eemaldada igast heksameetrist üks kolmnurk, siis tekib ikosaeedri pinnalaotus (c) ning servade ühendamisel sellele vastav ruumiline kujund ikosaeeder (d). Kvaasi-ekvivalentsuse hüpoteesi kohaselt suudavad molekulaarselt identsed „kolmnurgad“ moodustada nii tasapinnalisi heksameere (a) kui ka ruumilisi pentameere (b). Vähim korduselement, millest on võimalik moodustada regulaarne ikosaeeder, on skemaatiliselt näidatud punase noolekesena. 

			 

			Võimalust, kuidas viirused saavad rohkem kui 60-st identsest alaühikust ehitada suuremat kapsiidi, kirjeldasid esmakordselt 1962. aastal Donald Caspar ja Aaron Clug. Nad eeldasid täiesti põhjendatult, et joonisel 4 toodud heksameeri- ja pentameerisisesed interaktsioonid on piisavalt sarnased. Sama tänapäeva keeles: valk-valk-interaktsioonid on piisavalt paindlikud. Seega on tegemist kvaasi-ekvivalentsusega: alaühikutel on nii heksameeris kui pentameeris enam-vähem samasugused interaktsioonid. Miks on see kvaasi-ekvivalentsus oluline? Põhjus on lihtne: selle omaduse tõttu võivad virioni koostises olla nii samadest alaühikutest koosnevad heksameerid kui ka pentameerid. Seda loomulikult mitte juhuslikus asetuses ja vahekorras, vaid kindla korrapära järgi: pentameeride ja heksameeride omavaheline asetus, vahekord ning ka nende arv on määratud triangulatsiooninumbriga T. Lihtsaimal viisil võib öelda, et T on pentameeride ehk 5-kordse sümmeetriaga tippude omavahelise kauguse mõõt. Selle paremaks seletamiseks projitseerime mõned viiruste kapsiidide pinnalaotused triangulatsioonivõrgustikule, mis on moodustatud võrdkülgsetest kolmnurkadest (edaspidi triangulatsiooni kolmnurk), ning olgu pikkusühikuks üks võrdkülgse kolmnurga serv (Joonis 5). Kui kujund koosneb ainult pentameeridest, siis vastab ikosaeedri tahk triangulatsiooni kolmnurgale ning pentameeride tipud on mööda triangulatsioonivõrku mõõdetuna üksteisest ühe ühiku kaugusel. Vastavalt definitsioonile sellise struktuuri puhul T = 1. 

			Pentameeride tipud võivad aga asuda üksteisest ka kaugemal. Kui uus pentameeri tipp asub mööda triangulatsioonivõrgustikku algsest tipust H-ühiku kaugusel ühes suunas ja K-ühiku kaugusel teises (kuid siiski kaugenevas) suunas, siis on võimalik arvutada kahe pentameerse tipu vaheline kaugus (ehk T väärtus) valemiga T = H2 + HK + K2 (Joonis 5). Valemis toodud H ja K saavad olla naturaalarvud ja mõlemad ei saa korraga olla nullid; see määrab ka T võimalikud väärtused. Näiteks kui H = 1 ja K = 1 siis T = 3. Sellise kujundi hästi tuntud näiteks on klassikaline jalgpall, mida võib kasutada ka näitliku õppevahendina. Kui me oleme nihutanud pentameeri tipud teineteisest kaugemale kui 1 ühik, siis tekib meil ka paratamatult ikosaeedri tahk, mille pindala on algsest triangulatsiooni kolmnurgast T korda suurem ning mille serv on algsest √T korda pikem. Lisaks sellele, et T mõõdab pentameeridevahelise kauguse ruutu, näitab ta ka, mitu korda on uus tahk ühiktahust pindala poolest suurem. Et alaühikud on defineeritud suurusega, siis ei koosne iga tahk nüüd kolmest, vaid T × 3 alaühikust. Geomeetrilistest piirangutest ja sümmeetrianõuetest tuleneb, et tekkivad ikosaeedrid koosnevad 60 × T alaühikust ning neil on T × 20 tahku, 12 pentameeri ja 10 × (T –1) heksameeri; seega defineerib T ka kogu hulktahuka geomeetria. Sellisel viisil on võimalik ühe alaühikuga moodustada ka 60-st oluliselt suurema alaühikute arvuga ikosaeedrilise sümmeetriaga kapsiide. Nii ulatab suurte viiruste, nagu Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (Phycodnaviridae) virionides T väärtus 169-ni ning tema kapsiidis on peamise kapsiidivalgu (Vp54) koopiaarvuks 5040. Faustoviirusel on T number teadaolevalt 277 ning hiidviirustel sugukonnas Mimiviridae oletatakse T tuhandelähedast väärtust. 
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			Joonis 5. Erinevate ikosaeedri T-numbriga kehade pinnalaotused. Kujutletav kolmnurk (ümbritsetud musta joonega) vastab ikosaeedri ühele tahule erinevate T väärtuste korral ning see saab moodustuda kvaasiekvivalentsuse tõttu. Suurused H ja K on näidatud joonisel erinevate punaste nooltega. Need on triangulatsiooninumbri T valemis (T = H2 + HK + K2) esinevad suurused, mille kaudu mõõdetakse pentameersete tippude vahelist kaugust vastavas koordinaatvõrgustikus (väikeste kolmnurkade servi pidi). 

			 

			Kas T väärtus on mingil kapsiidil (teda moodustaval alaühikul) rangelt fikseeritud suurus? Ehkki reaalsetes virionides on tõesti nii, pole see siiski absoluutne tõde ja seda taas kvaasiekvivalentsuse tõttu. Üheks parimaks kvaasiekvivalentsuse tõestuseks ongi see, et kui toota rakkudes kapsiidi üksikuid komponente ja neid siis kunstlikult kapsiidideks kokku panna, moodustuvad selle protsessi käigus sageli natiivsest virionist väiksema T väärtusega partiklid. Näiteks, B-hepatiidi viiruse virionis on T = 4 kapsiidid, kuid kui neid kunstlikult toodetud kapsiidivalgust „katseklaasis“ kokku panna, on tavaliselt tulemuseks väiksemad, T = 3 kapsiidid.

			Kas kapsiidi saab moodustada ainult ühesugustest allühikutest? Ei, sugugi mitte. Tõesti, lihtsaimal juhul vastab virioni tahk kapsiidivalgu trimeerile ja kapsiidivalgu üks molekul alaühikule. Alati aga see nii ei ole: tahk ja molekul või tahk ja trimeer ei pruugi olla identsed. Ka ei pruugi allühikud olla molekulaarselt identsed, paljudel juhtudel koosneb trimeer kolmest erinevast molekulist või valgudomeenist. Heaks näiteks on siin pikornaviiruste virionid, mida moodustav allühik koosneb kolmest järjestuselt erinevast, kuid ruumilise struktuuri poolest sarnasest valgust (VP1+VP2+VP3, ptk II. 8). Seega virioni kapsiid koosneb nendel viirustel 60-st VP1, 60-st VP2 ja 60-st VP3 molekulist. Sellise viiruse korral räägitakse siiski endiselt T = 3 sümmeetriast ja olukorra täpsustamiseks lisatakse T numbri ette pseudo. 

			Paljudel juhtudel puudub geomeetrilise alaühiku ja reaalse kapsiidivalgu molekuli vahel üksühene seos. Eespool toodud Paramecium bursaria Chlorella virus 1 virionil on T = 169 sümmeetria. Seega peab tal vastavalt valemile olema virionis 10 × (169–1) = 1680 heksameeri ja selline virion peaks sisaldama 10 080 triangulatsiooni-kolmnurka. Reaalselt on virionis aga ainult 5040 kapsiidivalgu Vp54 molekuli. Kuidas nii? See on võimalik selle tõttu, et Vp54 molekul koosneb kahest struktuurilt sarnasest domeenist, olles nn double jelly-roll’i ehk DJR-struktuuriga (ptk I.8). Seega vastab antud juhul triangulatsioonikolmnurgale üks Vp54-domeen, mitte terve valk.

			Nagu on näidanud paljude viiruste virionide struktuuride analüüs-, saab samu alaühikuid kasutada põhimõtteliselt nii pentameerides kui heksameerides. Siiski koosnevad suurte viiruste virione moodustavad heksa- ja pentameerid tihti struktuurilt omavahel sarnastest valgu molekulidest, mis on aga erinevate geenide produktid. Näiteks on adenoviiruste hekson (heksameeri molekulaarne ekvivalent) kodeeritud L3-geeni poolt ja penton (pentameeri molekulaarne ekvivalent) L2-geeni poolt. Kui heksameer koosneb DJR-domeenidest, siis paljudel juhtudel on vastava pentameeri koostises SJR- (ingl single jelly-roll) domeeni sisaldavad valgud. Ka see ei ole kaugeltki kõige keerulisem olukord, ikosaeedri struktuuris võib üks valgu molekul mõnikord asendada kolme teise valgu monomeeri jne. Seega, ehkki lihtsustatult öeldakse sageli (ka selles õpikus), et T = 7-virion peab koosnema 7 × 60 = 420 allühikust ja T = 13 virion 13 × 60=780 allühikust, siis nii see ka on; samas ei võrdu struktuurne allühik alati valgu molekuli või valgu domeeniga. Erinevate viiruste kapsiidivalgu molekul võib moodustada erisuguseid geomeetrilisi ühikuid: allühiku, triangulatsioonikolmnurga või mõne muu. See aga tähendab, et valgu molekuli ja geomeetrilise ühiku vahel puudub sageli ühine defineeritud seos. T väärtus tuleneb ikkagi geomeetriast, mida kirjeldavad ülal toodud valemid. Seetõttu ei ole T väärtus, eriti keerulisemate virionide puhul, täpselt võrdne arvuga, mille saaksime, jagades virioni kuuluvate kapsiidivalkude molekulide arvu 60-ga. 

			 

			I.3.3. Virionide levinumad arhitektuuritüübid 

			Eespool toodud virioni peamisi komponente, see tähendab ümbrist, maatriksivalku, kattevalku ja kapsiidi, on võimalik üksteisega mitmeti kombineerida ning viirused seda ka teevad. Näiteks nii kapsiidiga kui ka kattevalguga viirustel võib olla ümbris. Virionide suurele mitmekesisusele vaatamata saab siiski eristada levinumaid virioni ülesehituse arhitektuuritüüpe; joonisel 6 on toodud virioni komponentide levinumad kombinatsioonid. Siiski tuleb mainida, et sellel joonisel esitatav jaotus on vaid üks paljudest võimalikest virionide arhitektuuritüüpide klassifitseerimistest. Mõnedel virionide arhitektuuri omapäradel on ka otsene praktiline tähtsus. Nii saab ümbrisega virionidega viiruseid enamasti lihtsalt inaktiveerida orgaanilise lahustiga (nt eeter või kloroform), mis on meditsiini ja veterinaarmeditsiini seisukohast väga oluline (vt õpiku vastavad osad).

			 

			[image: ]

			Joonis 6. Virionide levinumad arhitektuuritüübid nende peamiste koostisosade olemasolu järgi. Joonisel on näidatud vaid viiruste peamised arhitektuuritüübid. Lihtsustamise eesmärgil ei ole siin toodud eripärase struktuuriga virionidega arhede viiruseid; nende kohta vaata ptk II. 7. Joonis on skemaatiline, loomulikult ei ole membraan paljas, vaid membraanivalkudega kaetud jne. 

			 

			I.3.3.1. Ümbrisega virionidega viirused

			Bunyaviiruste omaga sarnane ülesehitus on virionidel üks levinumaid. Nende viiruste puhul on genoom kaetud/pakitud kattevalguga, mida nimetatakse enamasti nukleokapsiidivalguks; nukleokapsiidivalk: RNA-kompleksi nimetatakse ribonukleoproteiiniks ehk RNP-ks. Virionil on ümbris, kuid puudub ümbrist toestav ja RNP-d ning ümbrist ühendav maatriksivalk (Joonis 6. Bunya-tüüp). Virion on enam-vähem kerakujuline. Sellist tüüpi ülesehitus on kõigil seltsi Bunyavirales kuuluvatel viirustel, välja arvatud Phenuiviridae sugukonda kuuluvad tenuiviirused ning lisaks nendele ka Arteri-, Globulo- ja Plasmaviridae esindajad. Põhimõtteliselt samasugustest komponentidest koosnevad veel sugukondadesse Hytrosa-, Nima-, Nudi-, Tristroma- ja Roniviridae kuuluvate viiruste virionid; peamine vahe on selles, et nende viiruste virionid ei ole kerakujulised. 

			Gripiviiruse omaga sarnane ülesehitus on väga sarnane eelmisega. Peamiseks erinevuseks on see, et need virionid sisaldavad lisaks ümbrisele ja RNP-dele ka maatriksivalku (Joonis 6. Flu-tüüp). Selline virioni ülesehitus on Arena-, Borna-, Nyami-, Paramyxo-, Pneumo-, Sun- ja Orthomyxoviridae esindajatel. Kui isomeetriline tingimus välja jätta, siis koosnevad samadest komponentidest ka Filo- ja Rhabdoviridae esindajate virionid (Joonis 6. VSV-tüüp). 

			Alfaviiruste omaga sarnase ülesehitusega virionide hulka kuuluvad viirusosakesed koosnevad viirusgenoomist, kapsiidist ja ümbrisest (Joonis 6. Flavi/alfa-tüüp). Virionid on isomeetrilised. Selline ülesehitus on Toga-, Matona-, Flavi- ja Hepadnaviridae esindajatel; siia võib lisada ka mitteisomeetriliste virionidega Baculoviridae esindajad (Joonis 6. Baculo-tüüp). 

			Herpesviiruste omaga sarnase arhitektuuriga virion koosneb genoomist, kapsiidist, maatriksivalgust ja ümbrisest ning see on iseloomulik kõigile seltsi Herpesvirales kuuluvatele viirustele.

			Retroviiruste omaga sarnane arhitektuur on väga kompleksne ning vastavad virionid koosnevad nukleokapsiidivalguga seotud genoomist, kapsiidist, maatriksivalgust ja ümbrisest; s.t vastavad virionid sisaldavad kõiki nelja olulist virionide komponenti (Joonis 6. HIV-i/Retro-tüüp). Nagu nimetusest näha, omavad seda tüüpi virione Retroviridae esindajad.

			Lisaks on teada ka valgulise kestata, kuid ümbrisega ülesehitus. Sellisel juhul ei ole viirusgenoom kaetud kattevalguga, samuti puudub kapsiid. Ainuke barjäär, mis kaitseb genoomi, on ümbris. Siia alla käivad Pleolipo- ja Hypoviridae sugukondadesse kuuluvate viiruste virionid. Veel üheks variandiks on kapsiidi ja sisemise membraaniga virionid. Selliseid virione leidub sugukondade Marseille-, Sphaerolipo-, Mimi-, Phycodna-, Cortico-, Tecti- ja Turriviridae viirustel.

			 

			I.3.3.2. Ümbriseta virionidega viirused

			Selle grupi sees on esimeseks ülesehituse tüübiks ainult kapsiidiga viirused. Nagu nimetusest näha, on sellistele virionidele iseloomulik kapsiidi olemasolu, mida on võimalik iseloomustada mingi kindla T väärtusega. Muud virioni komponendid, sealhulgas ümbris ja saba, puuduvad: ümbrise puudumise tõttu ei ole ka maatriksivalku (Joonis 6. Parvo-tüüp). Niisugune ülesehitus on mitte vähem kui 33 viiruste sugukonna (Polyoma-, Papilloma-, Parvo-, Adeno-, Lavida- (virofaag), Circo-, Anello-, Nano-, Micro-, Caulimo-, Birna-, Picobirna-, Partiti-, Chryso-, Toti-, Noda-, Astro-, Calici-, Hepe-, Picorna-, Levi-, Barna-, Dicistro-, Ifla-, Alfatetra-, Carmotetra-, Bromo-, Luteo-, Marna-, Seco-, Tombus-, Tymo- ja Geminiviridae) esindajate virionidel. 

			Kattevalguga filamentsete viiruste virion koosneb genoomist ja kattevalgust. Virion on filamentse kujuga ja painduv; filamendi läbimõõt 10–15 nm. Sellesse rühma kuuluvad Ophio-, Clostero-, Poty-, Alphaflexi-, Betaflexi- ja Gammaflexiviridae esindajate virionid (Joonis 6. Poty-tüüp). Oma olemuselt on neile lähedased kattevalguga kepikesekujuliste virionidega viiruste partiklid. Ka need virionid koosnevad genoomist ja kattevalgust (Joonis 6. Virga-tüüp). Erinevus filamentsetest virionidest seisneb selles, et need virionid on suhteliselt jäigad ning üldjuhul veidi suurema läbimõõduga (20–23 nm). Virioni keskel võib olla kanal: otsast sisse vaadates on virion seest tühi. Siia gruppi kuuluvad Rudi-, Virga- ja Benyviridae virionid.

			 

			I.3.3.3. Harva ettetulevad arhitektuuritüübid 

			Siia kuuluvad arhitektuuritüübid mis on leitud vaid ühes või väikeses arvus viiruste sugukondades. Tinglikult võib siia liita ka sabaga virionidega bakteriofaagid: ehkki sellised bakteriofaagid on väga laialt levinud, on nad praegusel ajal arhitektuuritüübi poolest liigitatud ainult kolme gruppi: 

			-	paindliku pika sabaga lambda-sarnased faagid (nt Siphoviridae); 

			-	lühikese jäiga sabaga T7sarnased faagid (nt Autographiviridae ja Podoviridae); 

			-	kokkutõmbuva (kontraktiilse) sabaga T4-sarnased faagid (nt Myoviridae). 

			Nagu viiruste puhul ikka on ka virionide ülesehituses piiripealsed ja ebatüüpilised juhud. Piiripealsetel juhtudel on raske üheselt määratleda, millise arhitektuuritüübi alla vastav virion kuulub. Ebatüüpiliste viiruste alla käivad aga sugukonda Cystoviridae (ainuke baktereid nakatav dsRNA viiruste sugukond (ptk II.1)) kuuluvate viiruste virionid, millel on sisemine kapsiid, välimine kapsiid ning ümbris. Kaks kapsiidi (sisemine ja välimine) on ka osal eukarüoote nakatavatel dsRNA-viirustel (Reoviridae, ptk II.24). Leidub ka viiruseid, mille virionidel on kaks membraani – sisemine ja välimine (Asco-, Asfar-, Pox- ja Iridoviridae). 

		

	
		
			I.4. VIIRUSTE GENOOMIDE MITMEKESISUS 

			Andres Merits

			Seda peatükki alustame defineerimisega, mis on viiruse genoom. Viiruse genoomiks nimetatakse virionis paiknevat viiruslikku nukleiinhapet, mis on vajalik virioni infektsioonilisuse tagamiseks. Mõnede viiruste virionides leidub ka raku genoomist või RNA-de hulgast pärinevaid nukleiinhappeid. Kui need on kovalentselt kinnitud viiruslike järjestuste otstele või nende sisse liidetud, arvatakse ka need viiruse genoomi osadeks. Kui tegemist on eraldiseisvate nukleiinhappe molekulidega, siis neid viiruse genoomiks ei peeta. Ka nakatatud rakus sünteesitavaid viiruslike nukleiinhappeid, mis virioni ei kuulu, ei peeta genoomideks. Selliste molekulide jaoks kasutatakse, sõltuvalt nende olemusest ja funktsioonist, muid termineid, nagu antigenoom, proviirus, replikatiivne intermediaat või pregenoomne RNA. Genoomideks või genoomi komponentideks ei peeta ka mõnikord virionides leiduvaid nukleiinhappeid, mis pole küll rakulist päritolu, kuid pole viiruse paljunemiseks vajalikud. Sõltuvalt päritolust nimetatakse selliseid molekule kas defektseteks interfeeruvateks (DI) RNA-deks/DNA-deks, satelliit-RNAdeks või satelliit-DNA-deks. Kõik need molekulid vajavad oma paljunemiseks korrektse viiruse genoomi kodeeritud valkude olemasolu, kuid ise nad viiruse paljunemisse ei panusta. Vastupidi, üldjuhul nad hoopis takistavad seda. Nagu raku genoomis on ka viiruste genoomides sageli korduvjärjestusi; enamasti on sellistel järjestustel viiruse genoomi paljunemisel olulised funktsioonid. Suurema osa viiruse genoomist moodustavad alati kodeerivad järjestused. Samas on viiruste genoomides peaaegu alati ka mittekodeerivad järjestused, mis on vajalikud genoomi replikatsiooniks ja viiruse geeniekspressiooniks.

			Erinevate rakkude genoomid erinevad üksteisest oma pikkuse, järjestuse, struktuuri (rõngakujuline, lineaarne) ning komponentide (nt kromosoomide arvu) poolest; sellele lisanduvad epigeneetilist laadi erinevused. Need erinevused tagavad rakulise maailma mitmekesisuse. Samas koosnevad rakkude genoomid alati kaheahelalisest DNA-st (dsDNA). Ka viiruste genoome iseloomustavad kõik ülal loetletud erinevused. Näiteks erinevad autonoomsete viiruste genoomid oma mõõtmetelt üle tuhande korra; see on võrreldav eukarüootide genoomide pikkuse varieeruvusega. Ka geenide arv võib viirustel erineda ligi tuhat korda. Selles valdkonnas on viiruste erinevused oluliselt suuremad kui tuntud rakuliste organismide omad. Niisugune eripära on tingitud sellest, et rakk vajab elus olemiseks minimaalset ligi 500 geenist koosnevat komplekti. Viirusel seda piirangut ei ole ja väikesed viirused saavad hakkama 2–3 geeniga. Ehkki „suurte“ ja „väikeste“ (või „suure genoomiga“ ja „väikese genoomiga“) viiruste eristamiseks ei ole ühest kriteeriumit, võib tinglikult tõmmata piiri nii, et väikesed on viirused, mille genoomi kogupikkus on alla 30 000 nukleotiidi (või aluspaari) ja suured on viirused, mille genoomis on üle 100 000 aluspaari. Nende vahele jäävad keskmised viirused. Samas, need piirid on tinglikud: mõnede väikeste viiruste genoomid on pikemad kui 40 000 nukleotiidijääki ja mõnda viirust peetakse suureks, ehkki tema genoomi pikkus jääb 100 000-st aluspaarist mõnevõrra allapoole. See on osalt seotud asjaoluga, et suured, väikesed ja keskmised viirused erinevad üksteisest ka oluliste bioloogiliste omaduste poolest ning viiruste gruppidesse jagamisel on bioloogilistel omadustel vähemalt samasugune tähtsus kui genoomide pikkusel.

			Erinevalt rakkudest lisandub viiruste genoomide mitmekesisusele täiendav mõõde – genoomiks oleva nukleiinhappe tüüp. Ka selle poolest erinevad suured ja väikesed viirused üksteisest. Kõikide keskmiste ja suurte viiruste genoomid koosnevad nagu rakkudelgi dsDNA-st. See DNA võib olla kas ühe- või mitmekomponendiline; viimasel juhul räägime segmenteeritud genoomist. dsDNA võib olla kas lineaarne või rõngakujuline. Seega on võimalikke kombinatsioone neli, nendest kolm on viirustel ka leitud.

			-	Ühekomponendiline lineaarne dsDNA-genoom on näiteks poksviirustel; nende viiruste genoomi otsad moodustavad telomeerilaadsed struktuurid. Adenoviiruste genoomi otstele kinnitub kovalentselt seotud valk ja bakteriofaagi T4- genoomi otstes paiknevad otsesed korduvjärjestused.

			-	Ühekomponendiline rõngakujuline dsDNA-genoom on näiteks mitmetel vetikaid nakatavatel viirustel (sugukond Phycodnaviridae) ja putukaid nakatavatel baculoviirustel.

			-	Mitmekomponendiline segmenteeritud tsirkulaarne genoom on näiteks polüdnaviirustel. Need viirused „nakatavad“ putukaid (ptk II. 46).

			Ainsana ei ole suurtel ja keskmistel viirustel seni veel leitud mitmekomponendilisi lineaarseid dsDNA-genoome. Küll aga on paljude suurte ja keskmiste viiruste genoomid lineaarsed molekulid, mis moodustavad nakatatud rakkudes rõngasmolekule. Sellised viirused on näiteks faag lambda ja eukarüoote nakatavad herpesviirused. Nende viiruste genoomi kaartidel on genoomi kujutatud enamasti rõngasmolekulina. See pole siiski täiesti korrektne, sest virionis paiknev DNA ei ole nendel viirustel rõngakujuline. Rõngakujulise vahevormi moodustamine võimaldab viirustel lahendada nn genoomi otste duplitseerimise probleemi; see on ilmselt ka põhjus, miks seda tüüpi DNA vahevormid on viirustel tavalised. Mõnedel „suurtel“ ja „keskmistel“ viirustel sisaldab genoom ka raku genoomist pärinevaid järjestusi. Niisugused viirused on näiteks faag Mu ja putukate polüdnaviirused. Seda nähtust põhjustavad nende viiruste genoomide paljunemise ning pakkimise eripärad.

			„Väikeste“ viiruste genoomide mitmekesisus on „suurte“ ja „keskmiste“ viiruste omast võrreldamatult suurem. Just nendel viirustel esineb genoomide tüüpe, mida mujal eluslooduses üldse ei leidu. „Väikeste“ viiruste genoomiks võib olla: 

			-	üheahelaline RNA (ssRNA);

			-	kaheahelaline RNA (dsRNA);

			-	üheahelaline DNA (ssDNA); 

			-	kaheahelaline DNA (dsDNA). 

			Genoom võib olla ühe- või mitmekomponendiline: reoviirustel on genoomis 10 või rohkem komponenti, A-gripi viirusel 8 komponenti. Genoomi kõik komponendid võivad olla pakitud samasse virioni, sellised on nt reo- ja gripiviiruse genoomid. Tuleb aga ette ka olukordi, kui iga genoomi komponent on pakitud eraldi partiklisse. Sellised on paljud taimeviirused, näiteks Brome mosaic virus (BMV). Viimasel juhul ei ole ükski eraldi võetud partikkel täielik viirus. Niisugune viirus kujutab endast partiklite kogumit, milles on esindatud kõik genoomi komponendid. Selle eripära tõttu nimetatakse BMV- taolisi viiruseid multikomponendilisteks viirusteks. NB! A-gripi viirus on segmenteeritud genoomiga viirus, kuid et kõik tema genoomi segmendid pakitakse ühte ja samasse virioni, ei ole A-gripi viirus multikomponendiline! Ka „väikeste“ viiruste genoom võib olla rõngakujuline või lineaarne. DNA-genoomsetel viirustel on mõlemad genoomitüübid tavalised. RNA genoomsetel viirustel on peaaegu alati lineaarne genoom. Ainus seni tuntud erand on D-hepatiidi viirus (Hepatitis D virus, HDV) millel on rõngakujuline RNA-genoom.

			Üheahelalise genoomiga viiruste puhul on oluline ka genoomi polaarsus. Erinevate polaarsuste tähistamiseks kasutakse mõisteid positiivne ja negatiivne, kirjanduses ka pluss- ja miinusahelaline. Rõngakujulise ssDNA-genoomiga viiruste puhul on polaarsus sageli kokkuleppeline mõiste, sest paljudel nendel viirustel paiknevad lugemisraamid mõlemas orientatsioonis. Lineaarsete DNA-genoomide puhul ja nendel rõngakujulise genoomiga viirustel, mille genoomis on lugemisraamid orienteeritud ühes suunas, nimetatakse positiivseks polaarsust, mis vastab viiruse mRNA-de omale. Samas ei mõjuta genoomi polaarsus oluliselt ssDNA-genoomiga viiruse infektsioonitsüklit. Selle põhjus on lihtne: ssDNA ei saa ühelgi juhul olla matriitsiks mRNA-de või valkude sünteesil. Seetõttu peab mRNA sünteesile alati eelnema dsDNA süntees.

			ssRNA-genoomsete viiruste puhul on genoomi orientatsioonil kriitiline mõju viiruse infektsioonitsüklile.

			•	Positiivse polaarsusega (mRNA polaarsusega) RNA-genoomiga viirused alustavad infektsiooni translatsioonist; selle tulemusena sünteesitakse viiruse replikaas. Niisuguste viiruste paljas RNA-genoom on infektsiooniline – kui see viia peremeesrakku, siis käivitab ta viiruse paljunemise. See on lihtsaim viirusinfektsiooni strateegia ja võib-olla just sel põhjusel ka kõige rohkem levinud. See tähendab, et niisuguse genoomiga viiruseid leidub eukarüoote nakatavate viiruste hulgas kõige rohkem. Selles grupis saab eristada kahte alagruppi, mis on järgmised.

			-	Positiivse polaarsusega ssRNA-genoomiga viirused, mis kodeerivad ainult genoomi mõõtmetega mRNA-d. Siia kuuluvad loomaviirustest näiteks pikorna- ja flaviviirused ning taimeviirustest potyviirused. Nende viiruste eripäraks on valkude süntees ühe, harvem mitme liitvalgu (polüproteiini) kujul. Liitvalgud lõigatakse järgnevalt valmisvalkudeks.

			-	Positiivse polaarsusega ssRNA-genoomiga viirused, mis lisaks genoomile sünteesivad ka ühte või enamat genoomist lühemat (subgenoomset) mRNA-d. Sellesse gruppi kuuluvad näiteks selgroogseid nakatavad toga-, koroona- ja calici-viirused; mitmed putukaviirused (nagu nodaviirused) ja arvukalt taimeviiruseid (nt tobamo-, potex-, carla-, bromoviirused). Osa sellesse gruppi kuuluvatest viirustest, näiteks togaviirused, ekspresserivad oma valke liitvalkudest eelvalkude vahendusel. Teised viirused, näiteks tobamoviirused, seda ei tee.

			Tuleb märkida, et need grupid eristuvad selgelt ainult eukarüoote nakatavate viiruste puhul. Nimelt tulenevad nende gruppide erinevused eukarüootse raku translatsiooni reeglitest: translatsioon algab mRNA (=genoomi) 5’-otsast ja reeglina transleeritakse vaid ühte, genoomi 5’-otsapoolset lugemisraami. Et prokarüootide puhul on translatsiooni initsiatsioon mRNA 5’-otsast sõltumatu, siis ei tooda ssRNA genoomsed bakteriofaagid liitvalke ega sünteesi subgenoomseid mRNA-sid. 

			•	Negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused moodustavad ICTV 2020. aasta süstemaatika järgi ühe hõimkonna: Negarnaviricota. Nendel viirustel on genoom, mis on mRNA-dele komplementaarne. Et selline genoom ei sisalda valke kodeerivaid lugemisraame, kannavad need viirused virionis kaasas mRNA sünteesiks vajalikke ensüüme. mRNA sünteesiks vajalike valkude puudumisel infektsiooni ei toimu. See tähendab, et nende viiruste paljas RNA genoom ei ole infektsiooniline. Taas on ainus tuntud erand nendest reeglitest HDV, mis osalt selsamal põhjusel ei kuulu hõimkonda Negarnaviricota. 

			Negatiivsed ssRNA-genoomsed-viirused jagunevad samuti kahte alagruppi.

			-	Mittesegmenteeritud RNA-genoomiga viirused moodustavad alamhõimkonna Haploviricotina, kuhu kuulub neli viiruste klassi. Kõige rohkem uuritud on klassi Monjiviricetes kuuluvasse seltsi Mononegaviruales kuuluvad paramükso-, rabdo-, borna- ja filoviirused. 

			-	Segmenteeritud RNA-genoomiga viirused moodustavad alamhõimkonna Polyploviricotina, kuhu kuulub kaks viiruste klassi. Kõige rohkem on uuritud klassi Ellioviricetes kuuluvaid bunya-, hanta- ja arenaviiruseid ning klassi Insthoviricetes kuuluvaid ortomüksoviiruseid. Osal segmenteeritud negatiivse polaarsusega RNA-genoomsetel viirustel on ka ambisensse-segmendid: osa sellisest segmendist kujutab endast positiivse polaarsusega RNA-d, teine osa negatiivse polaarsusega RNA-d. NB! Ambisensse orientatsiooni puhul paiknevad mõlema polaarsusega lõigud ühes- ja sellessamas üheahelalises RNA molekulis! Ambisenssete segmentidega viirused sarnanevad omadustelt muude negatiivsete segmenteeritud genoomiga viirustega. Ainsaks eripäraks on asjaolu, et nende viiruste geenide ekspressioon toimub kahes etapis. Algul ekspresseeritakse negatiivse polaarsusega regioonides paiknevad geenid, positiivse polaarsusega regioonides paiknevad geenid ekspresseeritakse hiljem, pärast RNA-genoomi replikatsiooni algust.

			Lisaks „puhastele“ DNA- ja RNA-genoomsetele viirustele on teada ka kaks rühma viiruseid, mis kasutavad oma infektsioonitsüklis pöördtranskriptsiooni ehk DNA sünteesi RNA matriitsil. Kõik sellised viirused pakivad oma kapsiidi ainult RNA-d. Viiruse genoomi tüüp (DNA või RNA) sõltub sellest, kas pöördtranskriptsioon toimub enne virioni valmimist või pärast virioni sisenemist uude rakku. Paraku ei korreleeru see omadus täpselt viiruse süstemaatilise kuuluvusega. Seepärast jagatakse pöördtranskriptsiooni kasutavad viirused rühmadesse eelkõige nende molekulaarbioloogia, mitte genoomse nukleiinhappe tüübi alusel. 

			1.	Pararetroviiruste hulka kuuluvad taimede caulimo- ja badnaviirused ning loomade hepadnaviirused. Kõikide nende viiruste genoomiks on dsDNA. Seda sünteesib kapsiidis ühe positiivse polaarsusega pregenoomse RNA molekuli matriitsil viiruse poolt kodeeritud pöördtranskriptaas. Samas pole mõiste pararetroviirus seotud viiruse süstemaatilise kuuluvusega. Näiteks kuuluvad caulimoviirused (sugukond Caulimoviridae) kuuluvad koos retroviirustega (sugukond Retroviridae) seltsi Ortervirales, samal ajal kui hepadnaviirused (sugukond Hepadnaviridae) kuuluvas seltsi Blubervirales.

			2.	Retroviiruste hulka kuuluvad viirused pakivad oma kapsiidi kaks koopiat viiruse RNA-d. Enamikul retroviirustel moodustavad need RNA-d ka viiruse genoomi. Seega on enamiku retroviiruste genoomiks diploidne positiivne RNA. Retroviiruste ja positiivse polaarsusega RNA-viiruste põhimõtteline erinevus seisneb selles, et retroviiruse RNA genoom ei ole infektsiooniline ja rakku sisenenud genoomi ei kasutata matriitsina valkude sünteesimisel. Selle asemel on virioni pakitud RNA-d matriitsiks komplementaarse DNA (cDNA) sünteesil; seda protsessi viib läbi virioni pakitud ensüüm pöördtranskriptaas. Ühel retroviiruste rühmadest – spumaviirustel (tuntud ka kui „vahuviirused“) – toimub pöördtranskriptsioon üldjuhul juba enne uute virionide vabanemist nakatunud rakkudest ja seetõttu on nendel viiruste genoomiks DNA. Kõikide retroviiruste cDNA integreerub nakatunud raku genoomi, moodustades proviiruse. Proviiruselt sünteesitud mRNA-de hulgas on ka uued viiruse genoomsed RNA-d, spumaviiruste puhul genoomi eellas-RNA-d. 

			Nagu ülal kirjeldatud, on viiruse genoomi tüübi ja viiruse replikatsioonistrateegiate vahel kindlad seosed. Nende täpsemad kirjeldused on toodud õpiku osades, mis kirjeldavad erinevaid viiruste gruppe. Siinkohal tasub mainida, et genoomi tüübist tulenevad eriomadused on kõige fundamentaalsemad erinevused, mis on viiruste maailmas ja eluslooduses üldse olemas. Seetõttu domineerivad need muude, näiteks erinevate peremeeste kasutamisest tulenevate erinevuste üle. Näiteks on ssDNA-genoomiga viiruste infektsioonitsükkel ja genoomi replikatsioonimehhanism väga sarnased, sõltumata sellest, kas tegemist on baktereid või eukarüootseid peremehi nakatavate viirustega. RNA-genoomsete viiruste käitumine on aga niivõrd eripärane, et nende viiruste paljunemisstrateegia ei allu DNA-maailmale iseloomulikele reeglitele. Iseenesest ei tohiks see olla üllatav: põhjapanevamat erinevust, kui on pärilikkuseaine tüübis, eluslooduses ei leidu (vähemalt mitte meie planeedil).

			 

			Kordamisküsimused

			1.	Millistest nukleiinhappetüüpidest võib koosneda viiruse genoom?

			2.	Mis on kõige sagedasem viiruse genoomi tüüp ja milliseid nukleiinhappetüüpe viiruse genoomide hulgas siiani leitud ei ole? 

			3.	Milliseid virionis leiduvaid nukleiinhappeid ei peeta viiruse genoomi osadeks?

			4.	Mida tähendavad mõisted segmenteeritud genoom ja multikomponentne viirus?

			5.	Mille poolest erineb ambisensne genoom kaheahelisest RNA genoomist?

		

	
		
			I.5. VIIRUSINFEKTSIOONITSÜKLITE ÜLDINE ISELOOMUSTUS

			Andres Merits

			Viirusinfektsioonitsükli kõige üldisemaks iseloomustamiseks kõlbab üsna hästi eksamiks mitte eriti hästi ettevalmistunud üliõpilaste lemmiklause: „Viirus siseneb rakku, paljuneb ja väljub rakust“. Paraku ei kata selline äärmiselt üldistatud lause kogu viirusinfektsioonitsüklite mitmekesisust. Näiteks ei toimu osade viiruste puhul rakku sisenemist, teised ei pruugi väga pika aja jooksul paljuneda, kolmandatel puuduvad meetodid rakust väljumiseks. Viiruste maailm on väga mitmekesine ja konkreetne infektsiooniprotsess sõltub viirusest ja veelgi suuremal määral peremehest. Taimi nakatavavatele viirustele on iseloomulik eripära rakkudesse sisenemisel ja taimes liikumisel, seente viirustel puuduvad üldreeglina mehhanismid rakkudesse sisenemiseks ja sealt väljumiseks ning enesestmõistetavalt pole ainurakseid nakatavatele viirustele ja bakteriofaagidele vaja mehhanisme organismi rakkude vaheliseks levikuks. Väga erinevad on ka nende viiruste interaktsioonid rakkude ja organismide kaitsemehhanismidega. Kõikidest nendest eripäradest kirjutamine muudaks selle peatüki ebamõistlikult detailseks ja hägustaks üldpilti. Seepärast oleme siin läinud õpikute jaoks tavalist rada: infektsioonitsüklit on kirjeldatud püsisoojalisi loomi, eelkõige inimesi, nakatavate viiruste näidetel. Informatsioon selle kohta, mille poolest taimede, putukate, ainuraksete ja seente viirused sellest üldskeemist erinevad, on toodud õpiku teistes peatükkides ja eriosades. 

			 

			I.5.1. Viirusinfektsiooniga seotud põhimõisted

			Viirusinfektsioonitsükli käsitlemiseks tuleb alguses lahti seletada mitmed põhimõisted. 

			Viiruse peremeeste ring tähendab organismide (liikide) ja koetüüpide hulka, mille rakkudes on mingi viirus võimeline paljunema. Peremeeste ringides on viiruste vahel suured erinevused. Mõnedel viirustel on lai peremeeste ring. Sellised viirused nakatavad paljusid eri liikidesse kuuluvaid peremehi ja enamasti ka nende organismide erinevaid kudesid. Lai peremeeste ring on iseloomulik näiteks putukatega levivatele viirusele, seal hulgas alfa- ja flaviviirustele. Need viirused nakatavad nii selgroogseid peremehi kui vektorputukaid ning on sageli eksperimentides võimelised nakatama peaaegu igat tüüpi rakke. Väga kitsas peremeeste ring tähendab aga, et viirus on võimeline nakatama vaid ühe liigi (või väheste liikide) mingit kindlat rakutüüpi. Heaks sellise viiruse näiteks on C-hepatiidi viirus (Hepatitis C virus, HCV), mis suudab nakatada vaid inimese ja šimpansi maksarakke. Infektsioon on efektiivne vaid terves organismis, in vitro kultiveeritavaid rakke nakatab HCV väga halvasti või ei tee seda üldse.

			Vastuvõtlikkus (ingl susceptibility) tähendab raku või organismi võimet (omadust) saada viiruse poolt nakatatud. Hulkraksete organismide puhul nimetatakse:

			-	esmaselt nakatatud rakke viiruse „sisenemise väravaks“ (ingl portal of entry); 

			-	rakke, milles paljunedes viirus põhjustab haigust, sihtrakkudeks (ingl target cells). 

			Need kaks gruppi rakke võivad olla samad või erinevad. Näiteks hingamisteede nakkuseid põhjustavate koroona-, gripi-, paragripi- ja rhinoviiruste puhul on hingamisteede epiteeli rakud nii sisenemisväravaks kui ka sihtrakkudeks. Lastehalvatust põhjustava polioviiruse puhul on aga sisenemisväravaks sooleepiteeli rakud, samal ajal kui viiruse sihtmärkrakud on seljaaju neuronid.

			Permessiivsus (ingl permissivity) on vastuvõtlike rakkude võime toetada kõiki viirus infektsiooni etappe. See tähendab, et sellised rakud võimaldavad uue viiruste põlvkonna moodustamist ja virionide vabanemist. Rakud võivad olla permessiivsed kas alaliselt või ajutiselt, näiteks mingis kindlas rakutsükli faasis või muudel spetsiifilisel tingimustel. Mõistet osaline permessiivsus kasutatakse nende rakkude kohta, mis on võimelised toetama viirusinfektsiooni varajasi (enamasti kuni viiruse genoomi replikatsioonini), kuid mitte hiliseid etappe. Oluline on meeles pidada, et mõisted vastuvõtlikkus ja permessiivsus ei ole sünonüümid! Nii ei tähenda vastuvõtliku raku nakatamine viiruse poolt automaatselt veel seda, et sellest rakust väljub ka uus virionide põlvkond. 

			Viirusnakkusel võib olla palju erisuguseid tagajärgi. Peamised nakkuse tüübid on järgmised.

			1.	Produktiivne infektsioon. See toimub permessiivsetes rakkudes ja lõpeb uue virionide põlvkonna vabanemisega. Samas on ekslik arvata, et produktiivne nakkus peab ilmtingimata lõppema nakatunud raku surmaga. Tegelikult ei ole paljud viirused, näiteks juba ülal mainitud HCV, tsütolüütilised. Selliste viirustega nakatatud rakud ei sure, kuid ei suuda ka viirust tõrjuda ning toodavad seetõttu pidevalt uusi virione. Niisugust nähtust nimetatakse krooniliseks infektsiooniks. On ka võimalus, et nakatunud rakud toodavad infektsiooni alguses suurtes kogustes virione, kuid mingil hetkel viirusinfektsioon peatatakse ning uute virionide tootmine lakkab. Tuleb ette ka selle ning kroonilise infektsiooni vahepealne variant – viirusinfektsioon surutakse alla, kuid seda ei likvideerita täielikult. Viimast olukorda nimetatakse sageli persistentseks infektsiooniks. Nii persistentne infektsioon kui ka viiruse täielik tõrjumine on harilikult raku viirusvastaste mehhanismide aktiveerumise tagajärg. Näiteks on putukarakkude puhul persistentne infektsioon enamasti viirusvastase RNA interferentsi (RNAi) aktiveerumise tagajärjeks.

			2.	Piiratud infektsioon tekib harilikult selle tõttu, et viiruse poolt nakatatud rakud võivad olla permessiivsed vaid ajutiselt. Kui permessiivsus piirdub mingi kindla rakutsükli faasiga, peab rakku tunginud viirus ootama replikatsiooniks sobiva faasi saabumist. Permessiivsus võib sõltuda ka mingi muu tingimuse, nt genotoksilise stressi või mingi teise viiruse kaasinfektsiooni olemasolust. Tinglikult võib piiratud infektsioonide alla liigitada ka ülal kirjeldatud olukorra, kus raku kaitsemehhanismide käivitumine muudab raku viirusele mittepermessiivseks.

			3.	Abortiivne infektsioon võib toimuda kahel põhjusel.

			-	Esiteks, mitte kõik vastuvõtlikud rakud pole permessiivsed. Mittepermessiivsed rakud võimaldavad vaid osade viiruse geenide ekspressiooni.

			-	Teiseks, abortiivset infektsiooni võib põhjustada asjaolu, et vastuvõtliku raku nakatab defektne viirus.

			4.	Latentne infektsioon on infektsiooni tüüp, mille puhul rakkudes asub viiruse genoom ja see võib paljuneda, kuid uusi virione ei moodustu või rakk ei hävi. Virionide moodustumise puudumine eristab latentset infektsiooni kroonilisest. Latentne infektsioon on iseloomulik paljudele viirustele, mis on meie igapäevasteks kaaslasteks: herpesviirused, papilloomiviirused ja paljud teised. 

			Mida viirus rakkudelt tahab? Üldistatult võib öelda, et nakatatud rakkudes sünteesib viirus oma valgud, millel on järgmised ülesanded:

			-	teostada viiruse genoomi replikatsiooni;

			-	pakkida viiruse genoom uutesse virionidesse;

			-	muuta nakatatud raku struktuure ja funktsioone viirusele vajalikul viisil.

			Samas, viirus kodeerib suhteliselt väikest arvu erinevaid valke. Seetõttu vajab ta kõikide nende protsesside elluviimiseks ka rakupoolseid (abi)faktoreid; nende puudumisel infektsiooni ei toimu. Teisisõnu, rakud, milles puuduvad viirusele vajalikud faktorid, ei ole permessiivsed. 

			 

			I.5.2. Viiruse paljunemise tsükkel (kasvukõver)

			Viiruse replikatsioonitsüklit permessiivsetes rakkudes kirjeldab nn ühe infektsioonitsükli eksperiment. Viiruste puhul, mille peremeesrakku on võimalik kultuuris paljundada ja sünkroonselt nakatada, on sellist eksperimenti suhteliselt lihtne ellu viia. Sellised viirused on näiteks bakteriofaagid ja loomarakke nakatavad viirused. Vastavad katsed näitavad, et kõigi nende viiruste infektsioonitsüklites on ühiseid jooni (Joonis 7). 

			1.	Infektsiooni esimeseks etapiks on viiruse seondumine rakule ja rakku sisenemine.

			2.	Sellele järgneb eklips (varjutus)faas, mis kestab, sõltuvalt viirusest, mõned minutid kuni mitu tundi. Selle faasi jooksul on vaba viiruse hulk keskkonnas väiksem kui kasutatud inokulumis; siit ka faasi nimetus. Eklips on viirusinfektsiooni ühe põhimise eripära – rakku sisenenud virionide dissotsieerumise – tagajärg. Teisisõnu: eklips kujutab endast perioodi, kui viiruse partiklid on rakkudesse tunginud ja seal dissotsieerunud, kuid järgmise põlvkonna virionid pole veel moodustunud . 

			3.	Eklipsile järgneb intervall, kus viiruse järgmine põlvkond nii nakatunud rakkude sees kui ka keskkonnas kasvab eksponentsiaalselt, nn valmimise ja vabanemise faas. 

			4.	Valmimisfaasi lõppedes on lüütiliste viiruste puhul peremeesrakud lüüsunud ja viiruse tiiter keskkonnas hakkab virionide lagunemise tõttu langema. Viiruste puhul, mis rakke ei lüüsi, võib virionide tootmine jätkuda ning viiruse tiiter ei pruugi seetõttu langeda. 
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			Joonis 7. Viiruse kasvukõver. Vertikaalteljel on kujutatud viiruse hulka; katseks võetud viiruse kogus on võrdsustatud ühega. 

			 

			Selline lihtne katse annab võimaluse hinnata ka viiruse infektsioonitsükli kestust. Nii on leitud, et bakteriofaagide infektsioonitsükkel kestab tüüpiliselt alla 1 tunni. Kiiretel loomaviirustel, näiteks pikornaviirustel, kestab infektsioon 6–8 tundi ja aeglastel loomaviirustel (nt HCV) paar ööpäeva või rohkem. Samuti on selliste katsetega kindlaks tehtud, et erinevatel viirustel on väga erinevad saagised: ühe nakatatud raku kohta pannakse bakteriofaagidel kokku paarsada, polio- või alfaviiruste puhul aga ligi 100 000 uue põlvkonna virioni.

			Õpiku erinevaid viiruste rühmi kirjeldavates peatükkides on kirjeldatud iga käsitletud viiruste rühma infektsioonitsükleid. Seal on esitatud ka nende peamised eripärad – põhjused, miks mingi viirus on selline, nagu ta on. Samas, et mõista viirusinfektsiooni eripära, on kõigepealt kasulik tutvuda – seejuures ilma detailidesse minemata – infektsiooniprotsessi üldiste joontega.

			 

			I.5.3. Viiruste retseptorid ja antiretseptorid

			Viiruse antiretseptor on virioni komponent, mis vahendab virioni seondumist peremeesraku pinnale. Et seda funktsiooni täita, peab antiretseptor paiknema virioni pinnal. Viiruste antiretseptorid on seega virionide pinna valgud või glükovalgud. Viiruse retseptoriks nimetatakse raku pinnal paiknevate molekuli või molekule, millega virionid seonduvad. Siinkohal tuleb segaduste vältimiseks mainida, et viiruse retseptoriks võib põhimõtteliselt olla iga rakupinna molekul: valk, glükovalk või glükolipiidid. Seega ei ole viiruse retseptorite ring piiratud molekulidega, mis funktsioneerivad retseptoritena rakubioloogia mõistes. Viirused küll võivad kasutada ka selliseid molekule, kuid sagedamini ei ole viiruse retseptoril „tõelistele“ rakuretseptoritele iseloomulikke funktsioone. Sageli vajab viirus seondumiseks ja rakku sisenemiseks mitut erinevat rakupinna molekuli; sellisel juhul räägime paljude retseptorite kasutamisest. Mõnede viiruste puhul toob retseptori seondamine virioni poolt kaasa selles paikneva antiretseptori struktuuri muutuse, mis võimaldab seondada täiendavaid rakupinna molekule – selliseid molekule nimetatakse abiretseptoriteks (ingl co-receptor). HIV on klassikaliseks näiteks viirusest, mis kasutab nii peamist retseptorit kui ka abiretseptoreid. HIV-i peamiseks retseptoriks on CD4, mis seob natiivset antiretseptorvalku gp120. HIV-i abiretseptoriteks on raku kemokiiniretseptorid CCR5 või CXCR4, mis seonduvad viiruse antiretseptoriga pärast selle konformatsiooni muutust (Joonis 8). 
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			Joonis 8. HIV-i rakule seondumise ja rakku sisenemise skeem. CD4 on viiruse retseptor, CCR5 ja CXCR4 on abiretseptorid. Viiruse antiretseptoriks on gp120 ja membraanide fusioonvalguks gp41. Vastusena retseptori seondamisele muudab gp120 oma konfirmatsiooni, mis võimaldab abiretseptori seondamist.

			 

			Sobivate retseptorite ja abiretseptorite olemasolu on peamiseks faktoriks, mis määrab ära kindla viiruse peremeesorganismi- ja koespetsiifilisuse. Seetõttu on viiruse retseptori või retseptorite kindlakstegemine väga oluline ülesanne. Ühest küljest võimaldab retseptorite tundmine kavandada mitmeid viirusevastaseid strateegiaid, näiteks otsida virionide seondumist takistavaid molekule. Teisest küljest võimaldab see arendada viiruste uurimiseks vajalikke katsesüsteeme, sealhulgas loommudeleid. Retseptoreid saab identifitseerida, kasutades geneetilisi (ristamine), immunoloogilisi ja ülegenoomse analüüsi (siRNA knock-down, CRISPR-Cas-põhine knock-out) meetodeid. Paraku pole ükski nendest meetoditest täiesti universaalne ja nende kasutamine on töömahukas. Ka on viiruse ja raku interaktsioonid enamasti keerulised ja lisaks peamistele sisenemisteedele eksisteerivad sageli ka alternatiivsed võimalused. Kõige selle tõttu pole siiani suudetud kindlaks teha paljude meditsiiniliselt oluliste viiruste retseptoreid, rääkimata viirustest, millel meditsiiniline tähtsus puudub. Siiski on praeguseks kogunenud piisavat informatsiooni selleks, et tekiks kokkuvõttev pilt molekulidest, millele virionid kinnituvad. Saab esile tuua mõned seaduspärasused.

			-	Virionidel on sageli mitmed alternatiivsed rakkudesse sisenemise võimalused. Näiteks kasutab HIV rakkudesse sattumiseks erinevaid abiretseptoreid (CCR5 või CXCR4). 

			-	Samasse sugukonda kuuluvad mitmesugused viiruste liigid, näiteks erisugused retro- ja pikornaviirused võivad kasutada rakule seondumiseks väga erinevaid retseptoreid. 

			-	Erinevatesse sugukondadesse kuuluvad viirused võivad rakule seondamiseks kasutada ühte- ja sedasama retseptorit. Näiteks on rakupinna molekul CAR (ingl Coxsackie-adeno receptor), mis osaleb rakkude kinnitumises ja T-rakkude aktiveerimisel, retseptoriks nii enamikule adenoviirustele (dsDNA genoomsed viirused) kui ka Coxsackie B viirustele (ssRNA genoomsed viirused).

			Miks kasutavad erinevad viirused samu retseptoreid? Pole võimatu, et see on juhuslik kokkusattumus. Siiski on loogilisem oletada, et viirused on valinud retseptoriks molekule, mis mingitel suurel määral praegusel ajal veel teadmata põhjustel sobivad viiruse seisukohast vaadatuna eriti hästi sellist funktsiooni täitma. Võimalikud „valikukriteeriumid“ võivad olla järgmised.

			-	Virioni seondumise sait peab asuma raku plasmamembraani lähedal.

			-	Oluline on retseptori asukoht plasmamembraani mikrodomeenides. See tuleneb asjaolust, et plasmamembraan pole ühtlane. Virionide seondumise kohtadena on eelistatud molekulid, mis paiknevad domeenides, mis on vastuvõtlikud membraanides toimuvale transpordile, eelkõige endotsütoosile.

			-	Oluline võib olla ka retseptori seondumisele järgnev signaalülekanne –muidugi juhul, kui see üldse eksisteerib. Osa signaale on viirusele soodsad ja teised ebasoodsad. Seega on loogiline, et viirused kasutavad seondumiseks eelkõige molekule, millest alguse saav signaal loob soodsad tingimused virioni sisenemiseks ja järgnevaks infektsiooniks. 

			-	Retseptor-interferents. Viirusel pole vaja mitte ainult rakku siseneda, vaid uued virionid peavad suutma hiljem ka nakatatud rakust väljuda. See polegi nii lihtne, kui esmapilgul paistab: virione ähvardab oht rakule tagasi või üksteisega kokku kleepuda. Seega peab retseptorit olema rakupinnal piiratud koguses või siis peab viirus suutma seda rakupinnalt efektiivselt kõrvaldada. Viimast on näidatud paljude viiruste, sealhulgas HIV-i ja gripiviiruse puhul. 

			Mis saab aga siis, kui viirusele sobivat retseptorit ei ole? Enamasti tähendab see, et viirus ei suuda rakku või organismi nakatada. Siiski on viirusel ka sellisel juhul võimalusi, näiteks antikehadest sõltuva võimenduse (ingl antibody-dependent enchancement, ADE) kasutamine. ADE-mehhanism põhineb asjaolul, et, esiteks, paljudel rakkudel on antikehi seondavad retseptorid ja, teiseks, paljud antikehad seondavad, kuid ei neutraliseeri virione (ei muuda seda mitteinfektsiooniliseks). Sellisel juhul moodustuvad virioni/antikeha-kompleksid, mis seonduvad järgnevalt rakkude immunoglobuliini-retseptoritega (Fc-retseptorid). Moodustunud virion–antikeha–Fc-retseptor-komplekside internaliseerimine rakkude poolt toob kaasa selliste rakkude nakatumise. ADE-mehhanismi kasutamist on eksperimentaalselt üsna raske tõestada. Samas on kaudsed tõendid, et seda mehhanismi kasutavad paljud viirused, sealhulgas Dengue viirus (Dengue virus, DENV). Seega võimaldab ADE-mehhanism viirustel „mööda hiilida“ piirangutest, mis tulenevad neile sobivate (abi)retseptorite puudumisest ja laiendada nakatunud organismis rakkude ringi, mida nad on võimelised nakatama. Peale selle on näidatud, et mõnevõrra sarnaselt taimeviirustega on ka paljud loomi nakatavad viirused võimelised liikuma nakatunud rakust nakatamata rakkudesse ilma rakuvälisesse keskkonda väljumata. Selline liikumine toimub rakkudevahelisi kontakte kasutades ja seda on praeguseks ajaks veel vähe uuritud. Pole kahtlust, et selliseks liikumiseks on olulised interaktsioonid viiruse ja rakuvalkude. Samas ei pruugi selles protsessis osalevad valgud olla virionide esialgset rakku sisenemist vahendanud retseptorid ja antiretseptorid. Lisaks põhjustavad paljud viirused ka nakatunud ja nakatumata rakkude liitumist. Ka sellise juhul toimub infektsiooni levimine. Liikumine rakust rakku ja rakkude liitumise indutseerimine aitavad viirusel vältida kokkupuutumist viirust neutraliseerivate antikehadega.

			 

			I.5.4. Viiruste sisenemine rakkudesse ja virionide lahtipakkimine

			Viirusinfektsiooni käivitamiseks ei piisa ainuüksi virioni rakuga seondumisest. Sellele peab järgnema virioni rakku sisenemine ja lahtipakkimine, s.t viiruse genoomi või transkriptsiooniliselt aktiivse kompleksi vabanemine virionist. 

			Ajalooliselt on eristatud kahte peamist viiruse rakku sisenemise ja genoomi aktiveerimise mehhanismi: pH-st sõltumatut ja pH-st sõltuvat. Samuti on välja toodud mitmesuguseid endotsütoosiradu, mis osalevad erinevate viiruste rakku sisenemisel, ja erinevusi mehhanismides, kuidas täpselt konkreetsed virionid endotsütootilistest vesiikulitest vabanevad. Pole mingit kahtlust, et need infektsiooni olulised etapid võivad eri viirustel toimuda tõesti väga erineval moel. Samas on selgunud, et üksühest seost viiruse ja tema poolt kasutatud rakku sisenemise mehhanismide vahel üldjuhul ei eksisteeri. Nii on selge, et paljud või isegi kõik viirused võivad rakku sisenemiseks kasutada erisuguseid mehhanisme. Sageli, kuid mitte alati, on üks nende hulgast eksperimentaalsetes tingimustes teistega võrreldes selgelt eelistatud. Erinevate mehhanismide ja radade kasutamine on tõenäoliselt viirusele oluline, sest see tagab võime nakatada erinevaid rakke ja erinevates tingimustes toime tulla. 

			pH-st sõltumatu rakku sisenemise mehhanism võimaldab viirusel siseneda neutraalse pH korral ja sageli otseselt plasmamembraani läbimise teel. Seetõttu ei vaja see mehhanism üldjuhul endotsütoosi toimumist. Samas on näidatud, et mitmed pH-st sõltumatult sisenevad viirused võivad siiski endotsütoosi kasutada. Viirused, mis enamasti sisenevad pH-st sõltumatult, on näiteks HIV, tavaohatiseviirus (Herpes simplex virus, HSV), vaktsiiniaviirus (Vaccinia virus, VACV), rotaviirused ja paljud paramüksoviirused, nagu paragripiviirused ja leetriviirus.

			pH-st sõltuv sisenemismehhanism võimaldab viirusel siseneda raku tsütoplasmasse vaid madala pH korral. See mehhanism vajab retseptor-virion-komplekside endotsütoosi ja järgnevat pH langemist, mis toimub endosoomide küpsemise käigus. Ilmselt toimib pH siin kui molekulaarne GPS, mille järgi viirus „saab aru“, kas ta on juba jõudnud sisenemiseks sobivasse kohta. Seda mehhanismi kasutavad näiteks gripiviirused, alfaviirused, reoviirused ja adenoviirused. Paljude, ehkki mitte kõigi nende viiruste puhul toimib madal pH signaalina, mis käivitab struktuursed muudatused virioni pinnavalkudes.

			Rakkudel on mitmeid erinevaid endotsütootilisi teid; paljud nendest on avastatud just viiruste rakku sisenemist uurides. Kaks kõige tavalisemat teed on järgmised:

			-	klatriinist sõltuv endotsütoos, mis on tuntud ka kui retseptori vahendatud endotsütoos;

			-	kaveoliinist sõltuv endotsütoos, mida sageli nimetatakse ka klatriinist sõltumatuks endotsütoosiks. 

			Need pole siiski kaugeltki ainsad teed, mida viirused rakku sisenemiseks kasutavad. Taas on oluline märkida, et ehkki erinevatel viirustel on selged eelistused, on paljud nendest võimelised rakku sisenemiseks kasutama erisuguseid endotsütoosi radu. Nii kasutavad eelistatult klatriinist sõltuvat endotsütoosi gripiviirused, adenoviirused ja alfaviirused, samal ajal kui ahvide viirus 40 (Simian virus 40, SV40) kasutab peamiselt kaveoliinist sõltuvat sisenemisrada.

			Membraani ehk ümbrise olemasolu on aastakümneid peetud üheks kõige olulisemaks erinevuseks virionide ehituses. See on ka üheks peamiseks faktoriks, mis määrab, kuidas mingi konkreetse viiruse geneetiline materjal rakku vabaneb. Viimaste aastate jooksul tehtud uurimused on seda arusaama omajagu muutnud. Nii on selgunud, et paljud viirused võivad kasutada ajutist membraani. Ka võivad mõned viirused moodustada infektsiooni käigus nii ümbrisega kui ümbriseta virione, millel on viiruse levikul organismis ja organismide vahel erinevad ülesanded. Esimesena kirjeldati seda nähtust A-hepatiidiviiruse (Hepatitis A virus, HAV) puhul, mida oli aastakümneid peetud klassikaliseks ümbriseta virionidega viiruseks. Peale selle on uurimused näidanud, et paljud ümbriseta virionid mimikreerivad rakku sisenemisel ümbrise olemasolu, s.t nende sisenemine rakku on tegelikult väga sarnane ümbrisega virionide omaga. Siiski on siinkohal kasulik ümbrisega ja ümbriseta virionide rakku sisenemist eraldi vaadelda.

			Ümbrisega virionide sisenemine rakkudesse nõuab virioni ja raku membraani liitumist ehk fusiooni ehk sulandumist. Selle eest vastutavad viiruse membraanivalgud, mis on enamasti glükovalgud. Viirusele on väga oluline, et see protsess oleks täpselt ajastatud. Vastupidisel juhul võiks aset leida ennetähtaegne membraanide liitumine näiteks juba viirusevalkude sünteesi ja virionide moodustumise ajal. Samuti on viirusele kahjulik membraanide liitumine ajal, mil viirus koos endosoomiga asub regioonis, kus paiknevad raku kaitsesüsteemi kuuluvad valgud. Nagu ülal kirjeldatud, kontrollivad viirused oma asukohta sageli endosoomi pH taseme järgi; samas pole see kaugeltki ainus kontrollisüsteem. Olulist rolli mängivad ka retseptor-antiretseptor-interaktsioonid ning fusioon-valk/antiretseptor-komplekside moodustumine ja ümberkorraldamine (paramüksoviirused, alfaviirused). Sageli on tähtis ka täiendavate kontrollvalkude liitmine moodustuvasse virioni ning nende järgnev kõrvaldamine kontrollitud proteolüüsi teel (flaviviirused, alfaviirused).

			Viiruse ja raku membraanide liitumine on mitmeetapiline protsess, mida on kõige rohkem uuritud A-gripi viiruse näitel (Joonis 9). A-gripi viiruse virioni peamiseks pinnavalguks on hemaglutiniin (HA). Valminud virionides kujutab HA endast trimeerset membraanivalku, milles paiknevad polüpeptiidid on HA valgu modifitseerimise käigus lõigatud kaheks molekuliks, mida nimetatakse vastavalt HA1 ja HA2. Trimeer koostisega (HA1+HA2) × 3 on metastabiilne kompleks. Retseptorit siduv element paikneb HA1-valgu osas ja igas HA2 molekulis on kaks hüdrofoobset peptiidi. Üks neist peptiididest seob HA-kompleksi virioni membraanile, samal ajal kui teine, N-terminaalne fusioonpeptiid, on esialgu HA1-fragmendi poolt ekraneeritud (Joonis 9A, paneelid A, D). Kui rakule seondunud virionid satuvad endosoomi ja keskkonna pH tase langeb, siis leiab aset järgmine sündmuste ahel.

			1.	Toimub HA-valgu ruumilise struktuuri pöördumatu muutus. Selle käigus paigutub HA2-valgu fusioonpeptiid ümber, liikudes esialgsest kohast ligikaudu ühe nanomeetri võrra välja, paigutudes trimeeri pinnale (Joonis 9A, paneelid B, C, E ja F). Selle tulemusena omandab HA-valk fusiogeense konformatsiooni. 

			2.	Fusioonpeptiidi seondumine sihtmärkmembraaniga käivitab täiendavad HA2-valgu struktuursed ümberkorraldused. Selle tulemusena paigutatakse sihtmärkmembraanid lähikontakti virioni membraaniga (Joonis 9B). 

			3.	Toimub lipiidsete membraanide välimiste kihtide ühinemine (ingl hemifusion). Alguses moodustub väike poor, mis järgnevalt tänu membraanide sisemiste kihtide liitumisele laieneb (Joonis 9B). Arvatakse, et sellises protsessis peab osalema vähemalt kolm HA-valgu trimeeri. Fusiooniprotsessi tulemusena jääb HA2-valk juuksenõela-laadsesse struktuuri, kus mõlemad hüdrofoobsed domeenid paiknevad ühes ja samas membraanis (Joonis 9B). 

			Muude viiruste puhul võib fusiooniprotsess ülal kirjeldatust mõnevõrra erineda; seda järeldust toetab ka asjaolu, et erinevate viiruste fusioonivalgud erinevad üksteisest struktuuri poolest. Ka on näidatud, et võrreldes A-gripi viirusega osaleb suurte DNA-genoomidega viiruste (herpesviiruste, poksviiruste) virionide rakku sisenemises märkimisväärselt suurem arv viiruse poolt kodeeritud valke.
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			Joonis 9. A-gripi viiruse rakku sisenemise mehhanism. A. Gripiviiruse HA-valgu trimeeri struktuur neutraalse pH korral ja selle muutumine madala pH puhul (külg- ja pealtvaates). Näha on HA2 molekulis paiknevad fusioonpeptiidi (joonisel roheline) väljasirutamine. Joonis pärineb Fontana et al., 2012, Journal of Virology, https://doi.org/10.1128/JVI.06698-11. B. Viiruse ja rakumembraanide liitumise skeem.

			 

			Membraanita virionide sisenemine rakku sarnaneb membraaniga viiruste rakku sisenemisega rohkem, kui mõni aeg tagasi arvati. Siin kaasneb rakku sisenemisega virioni organiseeritud lahtipakkimine, millele järgneb viiruse kapsiidi interaktsioon rakumembraaniga. Sisenemine ise võib toimuda vähemalt kahel viisil.

			1.	Rakumembraanis valguliste pooride moodustamise teel. Sellist meetodit kasutavad näiteks osa pikornaviiruseid, sealhulgas polioviirus. Polioviiruse seondumine retseptorile käivitab virionides struktuurse ümberkorralduse. Selle käigus eemaldub üks viiruse struktuurivalkudest (VP4); see toob teise struktuurivalgu (VP1) N-otsa poolse osa partikli pinnale (Joonis 10). VP1 N-otsa poolne regioon kujutab endast amfipaatilist heeliksit ja seondub rakumembraaniga. Virioni tipus moodustub membraani läbiv poor, mille moodustamises osalevad oletatavasti nii VP1 amfipaatiline heeliks kui ka VP4-valgu müristüleeritud N-otsa poolne ala. Viiruse genoom siseneb selle poori kaudu raku tsütoplasmasse. 
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			Joonis 10. Polioviiruse genoomi rakku sisenemise mehhanism. Joonisel on kujutatud ainult ühte tippu viiruse ikosaeedrilise kapsiidi 12 tipust. Tipus asuva kanali kaudu väljub virionist VP4-valk; viiruse genoom siseneb rakku membraani moodustatud poori kaudu. 

			 

			2.	Rakumembraani terviklikkuse rikkumise teel sisenevad adenoviirused ja reoviirused. Adenoviiruse virionid sisenevad rakkudesse endotsütoosi teel. Endosoomide happelisuse kasvades endosoomid lüüsitakse, selles osalevad virioni struktuurivalk (pentonvalk) ja temaga seondunud raku valgud – integriinid. Samal ajal pakitakse virion lahti, raku tsütoplamasse siseneb virionist alles jääv südamik (ingl core). Ka reoviiruste sisenemise puhul on oluline endosoomide madal pH. Erinevalt adenoviiruse sisenemisest ei põhjusta see otsest endosoomide lüüsumist, vaid aktiveerib spetsiifilise raku tsüsteiinproteaasi, mis lõikab reoviiruse väliskapsiidi valke (σ3 ja μ1/μ1C). Selle tulemusena moodustub infektsiooniline subviraalne partikkel. See osake on lõigatud kapsiidivalkude hüdrofoobsete omaduste tõttu võimeline mimikreerima membraanide liitumist ja läbima endosoomi membraani.

			Viiruse geneetiline materjal aktiveerub rakku sisenemisega kaasneva ja/või sisenemisele järgneva virioni lahtipakkimise käigus. Need protsessid on eri viirustel erisuguse keerukusega. Skaala ühes otsas on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused: nende puhul pole genoomi aktiveerimiseks vaja muud kui ümbrise ja kapsiidi eemaldamist ning RNA-genoomi vabastamist raku tsütoplasmasse. Tsütoplasmas replitseerub ka enamik muid RNA-genoomseid viiruseid ja mõned suured DNA-genoomsed viirused, näiteks poks- ja mimiviirused. Skaala teises otsas paiknevad rakutuumas replitseeruvad suured dsDNA-genoomiga viirused. Nende puhul on vajalik keerulise ehitusega virioni järkjärguline lahtipakkimine ja selles leiduva geneetilise materjali transport raku tuuma. Tuumas replitseeruvad ka väikese DNA-genoomiga viirused. Ka retro- ja pararetroviiruste replikatsiooni jaoks olulised sündmused leiavad aset rakutuumas.

			Eukarüootne rakk on viirusega võrreldes suur. Et viiruse geneetiline materjal jõuaks oma sihtkohta (nt tuuma) on paljudel viirustel võime kasutada raku transpordisüsteeme. See algab juba endosoomide kasutamisest virionide sisenemisel. Oma replikatsioonisaitidesse jõudmiseks kasutavad viirused ka tsütoskeletiga seotud transpordisüsteeme. 

			-	Adenoviiruste kapsiidi transport toimub mikrotorukestel düneiini- ja dünaktiinimootorite abil; viiruse kapsiidid dissotsieeruvad tuumapooris.

			-	Herpesviiruste kapsiidi transport on samuti seotud düneiiniga. Erinevalt adenoviirustest herpesviirustel kapsiid ei lagune: tuumapooris siseneb viiruse DNA tuuma ja vabaneb tühi kapsiid. 

			Tuumas replitseerivatel viirustel on mehhanismid oma geneetilise materjali rakutuuma toimetamiseks. Meeldetuletuseks – rakutuuma ümbritseb kahest lipiidsest membraanist koosnev tuumamembraan. Selles asuvate tuumapoorikomplekside (ingl nucelar pore complex, NPC) koostisesse kuulub üle 30 erinevat tüüpi valku (nukleoporiini), kokku on igas NPC-s vähemalt 450 valgu molekuli. Keskmiselt on imetajaraku tuumamembraanis 1200 NPC-d. Tuumapooris on kanal, mille diameeter on imetajate rakkudel umbes 5 nm ja mille kaudu toimub tuuma ja tsütoplasma vaheline makromolekulide transport. Väikeste valkude transport tuuma võib toimuda ka passiivse difusiooni teel. Suuremate valkude ja valgukomplekside transpordi rakutuuma määrab ära tuuma lokalisatsiooni signaalide (ingl nuclear localization signal, NLS) olemasolu nendes valkudes. Klassikaline aktiivse tuumse transpordi mudel on järgmine: 

			-	transporditavas valgus paiknevad NLS-id interakteeruvad importiin-α valguga (NLS-i retseptor);

			-	see kompleks interakteerub omakorda importiin-β valguga (transpordiretseptor);

			-	moodustunud kompleks läbib NPC;

			-	importiinid transporditakse tagasi tsütoplasmasse, selles osaleb Ran-valk kompleksis GTP-ga (RanGTP). 

			-	Tsütoplasmas RanGTP koostises olev GTP hüdrolüüsub. Selle tagajärjel moodustub RanGDP, mis liigub tagasi tuuma.

			Paljud viirused kasutavad importiinidest sõltuvat transporti raku tuuma. Selliste viiruste (gripiviirus, lentiviirused) kapsiidivalkudes paiknevad NLS-id, mis tagavad nende valkudega seotud genoomi liikumise tuuma. Mõnedel juhtudel võib transport tuuma vajada ka viiruse valkude modifitseerimist. Näiteks vajab B-hepatiidi viiruse (Hepatitis B virus, HBV) kapsiidivalgus olev NLS valgu fosforüülimist; selle modifikatsiooni puudumisel ta importiin-α-ga ei seondu. Peale selle võivad viirused kasutada tuuma sisenemiseks ajavahemikku, mille jooksul tuumamembraan on mitoosi käigus lagunenud. Nii käitub enamik retroviiruseid, mis selle omaduse tõttu suudavad nakatada vaid jagunevaid rakke. 

			 

			I.5.5. RNA-genoomiga viiruste geeniekspressioon ja genoomi replikatsioon

			Kui viirus on jõudnud oma sihtkohani rakus ja virion on vajalikul määral lahti pakitud, hakkab toimima viiruse geeniekspressioon ja seejärel ka genoomi replikatsioon. Need on iga viirusinfektsiooni jaoks võtmesündmused ja just siin erinevad viirused üksteisest kõige suuremal määral. Sellel põhjusel on neid sündmusi käsitletud detailselt õpiku II osas ja siinkohal piirdutud vaid lühikokkuvõttega.

			RNA-viiruste genoomide replikatsioon on eluslooduse jaoks unikaalne protsess. Autonoomsete RNA-genoomiga viiruste RNA replikatsiooni iseloomustab viiruse-spetsiifilise RNA-st sõltuva RNA polümeraasi (ingl RNA dependent RNA polymerase, RdRp) kasutamine. Ainsaks tuntud erandiks sellest reeglist on HDV, mis kasutab oma genoomi replikatsiooniks peremeesraku RNA polümeraase I ja II. Et RNA-viiruste RdRp-del puudub proof-reading-funktsioon, jääb viiruse genoomse RNA replikatsiooni täpsus oluliselt alla DNA replikatsiooni täpsusele. Keskmiselt on RNA sünteesi käigus tekkiva vea tõenäosus üks viga iga sünteesitud 10 000 nukleotiidi kohta. Sellest tulenevalt saab järeldada järgmist.

			1.	RNA-viiruste genoomid ei saa olla kuigi suured. Tõepoolest, tavaliselt jääb nende pikkus vahemikku 5–15 kb(p). Siiski ulatuvad mõnede RNA-viiruste genoomide mõõtmed 40 kb lähedale. Vähemalt osal sellise suurusega genoomidega viirustel on ka proof-reading’u-sarnane funktsioon. Siiski ei ole see funktsioon RdRp-l endal, vaid näiteks koroonaviiruste replikatsioonikompleksi kuuluval eksonukleaasil.

			2.	Peaaegu igas RNA-viiruse virionis sisalduv genoomne RNA molekul erineb oma järjestuselt genoomi konsensusest ühe või enama nukleotiidi vahetuse poolest.

			3.	RNA-viiruse populatsioon ei saa olla geneetiliselt homogeenne. Selle asemel kujutavad RNA-viirused endast kvaasiliike – heterogeesete genotüüpide kogumeid. Individuaalsete genoomide järjestused „kõiguvad“ peamise konsensusjärjestuse ümber. 

			Millised on sellise eksisteerimisviisi tagajärjed viiruste evolutsioonile, seda on käsitletud lähemalt peatükis I.8. Siinkohal vaatame vaid järgmist küsimust: „Kas RNA-viirused käituvad nii selle pärast, et nad ei saa oma RdRp-d täpsemaks muuta või hoopis sellepärast, et täpsem (vähem vigu tegev) polümeraas pole neile kasulik?“ Praeguseks on veenvalt näidatud, et õige on teine variant: RNA-viirused on valinud sellise eksisteerimise „vabatahtlikult“.

			RNA-viiruste geneetilist muutlikkust suurendab ka RNA rekombinatsiooni olemasolu. RNA rekombinatsioon toimub, erinevalt DNA rekombinatsioonist, enamasti RNA sünteesi käigus nn copy-choice-mehhanismi abil. Peale selle on olemas ka replikatsioonist sõltumatu RNA rekombinatsioon, mis toimub tõenäoliselt raku RNA ligaaside abil. Suur mutatsioonide arv ja RNA rekombinatsioon tagavad selle, et RNA-viirused on evolutsiooniliselt äärmiselt paindlikud: arvutused näitavad, et nad võivad evolutsioneeruda sadu tuhandeid kordi kiiremini kui kõrgemad hulkraksed organismid. Seetõttu suudavad RNA-viirused kohaneda väga ruttu uute tingimustega. 

			RNA replikatsiooni toimumiskohtadeks on enamasti erinevad domeenid raku tsütoplasmas. Rakutuumas replitseeruvad vaid ortomükso-, borna- ja nukleorabdoviirused ning HDV. Positiivse polaarsusega RNA-viiruste genoomide replikatsiooni saidid on alati seotud raku membraanidega, milles moodustuvad viiruse replikatsioonikompleksid. Viimaseid on teada kaks peamist tüüpi (Joonis 11).

			-	Ühekordse membraanidega „mullikesed“ – sfäärulid. Sellised struktuurid on omased näiteks alfa-, tobamo-, flavi-, bromo- ja nodaviirustele. Sfääruli koostisesse kuuluvad erinevad valgud ja replikatsiooni käigus tekkiv dsRNA intermediaat. Sfääruli sisu on tsütoplasmaga ühenduses peene kanalistruktuuri kaudu.

			-	Kahekordse membraaniga „mullikesed“ on iseloomulikud pikorna- ja koroonaviirustele ning HCV-le. Nende struktuuride puhul pole üheselt selge, kus nimelt viiruse replitseeruv RNA paikneb ja kuidas toimub materjalide vahetus mullikese sisemuse ja tsütoplasma vahel. Probleem on siin selles, et nähtavad kanalistruktuurid, mis ühendaksid mullikese sisu tsütoplasmaga, nende viiruste replikatsioonikompleksides puuduvad.

			Oma replikatsioonikompartmendid ehk replikatsiooni organellid (struktuurid, mille koostisesse kuuluvad replikatsioonikompleksid) ehitavad positiivse polaarsusega RNA-viirused üles erisugustel rakumembraanidel. Alfaviirused kasutavad plasma- ja endosoomi membraane, flaviviirused ER membraani, tombusviirused peroksüsoomide membraani ja nodaviirused mitokondri välismembraani.
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			Joonis 11. Positiivse polaarsusega RNA-viiruste replikatsioonikompleksid kujutavad endast membraanseid „mullikesi“. Mullikesel võib olla üks membraan ja tema sisu on tsütoplasmaga ühenduses kanali kaudu (vasemal, DENV replikatsioonikompleksid). Alternatiivselt on mullikesel kaks membraani ning nähtavad kanalid mulli sisu ja tsütoplasma vahel puuduvad (paremal, HCV replikatsioonikompleksid). Joonis pärineb Romero-Brey and Bartenschager 2014, Viruses, https://doi.org/10.3390/v6072826.

			 

			RNA replikatsioonil osalevad cis-elemendid ja signaalid on väga spetsiifilised. See on ka arusaadav, sest need järjestused võimaldavad viiruse replikaasil viiruse genoomi suure hulga raku mRNA-de seast ära tunda. Kõige sagedamini paiknevad sellised elemendid genoomse RNA või genoomse RNA segmentide otstes. Siiski on ka sisemisi replikaasi poolt äratuntavaid signaale, nagu transkriptsioonisignaalid, subgenoomsed promooterid ja pikornaviiruste RNA praimeri sünteesiks oluline cre-element. Tavaliselt on replikaasi poolt äratuntavad signaalid kindlate RNA-järjestuste ning RNA sekundaar- ja ruumiliste struktuuride (juuksenõelad, pseudosõlmed) kombinatsioonid. Mitmetel viirustel on leitud, et genoomi otsad paarduvad omavahel või interakteeruvad teineteisega tänu viiruse poolt kodeeritud valkudele. Seetõttu moodustavad viiruse genoomsed RNA-d rakus sageli rõngakujulisi struktuure. Samuti on leitud, et osa RNA-viiruste geeniekspressiooni ja ka genoomi replikatsiooni kontrollivad pika ja/või lühikese vahemaa tagant toimuvad RNA/RNA interaktsioonid. Sellise regulatsiooni kõige eredamaks näiteks on tombusviirused, mille genoomis on praeguseks kirjeldatud vähemalt seitset pika vahemaa taha kulgevat RNA/RNA interaktsiooni. Seejuures pole tegemist pelgalt arvutil loodud mudeliga: kõigi nende interaktsioonide puhul on eksperimentaalselt näidatud, et nad on viirusele tõesti olulised.

			RNA-genoomide ekspressiooni ja replikatsiooni strateegia on suuresti määratud sellega, milline on viiruse genoomi tüüp.

			1.	Positiivsete RNA-viiruste infektsioon rakus algab translatsioonist, selle tulemusena sünteesitakse viiruse valgud, mille hulka peab alati kuuluma ka viiruse RdRp. Seepärast asub RdRp-d kodeeriv geen (järjestus) alati sellises genoomi regioonis, mis on ribosoomidele otseselt kättesaadav. RdRp sünteesib genoomse RNA matriitsil vastupidise polaarsusega (negatiivsed) RNA ahelad ja nendel omakorda uued positiivsed genoomid ning osal viirustel ka subgenoomsed RNA-d. Suurim positiivse RNA-genoomiga viiruste erinevus seisnebki subgenoomsete RNA-de sünteesis. 

			a.	Pikorna-, flavi-, poty- ja mitmed teised viirused valke kodeerivaid subgenoomseid RNA-sid ei sünteesi. Selliste viiruste valgud sünteesitakse alati liitvalkude kujul. Infektsiooni käigus protsessitakse liitvalgud viiruse ja raku proteaaside poolt küpseteks (valmis) valkudeks.

			b.	Toga-, koroona-, tobamo- ja mitmed teised viirused sünteesivad nakatunud rakus ühte või enamat tüüpi subgenoomset RNA-d. Subgenoomne RNA ei saa kunagi ekspresseerida RdRp-d. Reeglina ekspresseerivad nad viiruse struktuurivalke ning mitmel juhul veel teadmata funktsiooniga lisavalke. Selline strateegia võimaldab sünteesitavate valkude paremat proportsionaalset ja ajalist regulatsiooni. Osa subgenoomsete RNA-dega viiruseid kasutab ka liitvalkude sünteesi ja protsessingut.

			2.	dsRNA genoomsete, negatiivse ja ambisensse RNA-genoomiga viiruste replikatsioonitsükkel algab alati transkriptsioonist, mille käigus sünteesitakse viiruse mRNA-d. Selleks kasutavad kõik need viirused virionis leiduvat RdRp-d. Negatiivsete RNA-viiruste antigenoomid erinevad mRNA-dest ega ole transleeritavad. dsRNA- genoomsed viirused hoiavad oma genoomi kogu aeg partikli sees, seal paikneb ka viiruse RdRp. Seetõttu leiavad kõik selliste viiruste RNA sünteesid aset partiklite sees.

			RNA-viiruste geeniekspressiooni regulatsioon sõltub samuti viiruse genoomi tüübist. Enamasti ei saa RNA-viirustel varajast (enne RNA replikatsiooni) ja hilist (pärast RNA replikatsiooni algust) geeniekspressioonifaasi teineteisest eristada ja geene ekspresseeritakse enam-vähem samal tasemel kogu infektsioonitsükli jooksul. Sellest reeglist on siiski ka erandeid. Näiteks on gripiviirustel ja togaviirustel mõningane geeniekspressiooni regulatsioon. Viiruse sünteesitud valgud jaotatakse struktuuri- ja mittestruktuurseteks valkudeks. Nagu ka muude viiruste puhul kajastab selline jagamine ainult seda, kas konkreetne valk kuulub (struktuurivalgud) või ei kuulu valminud virioni koostisesse (mittestruktuursed valgud). Valkude bioloogilist funktsiooni selline jaotus ei kajasta. On teada viiruseid, mille puhul kuuluvad kõik viiruse kodeeritud valgud virioni, selline on näiteks vesikulaarse stomatiidi viirus (Vesicular stomatitis virus, VSV). Seega on korrektne väita, et VSV-l mittestruktuursed valgud puuduvad. 

			RNA-viiruste poolt kodeeritud ensüümidest on loomulikult kõige universaalsem RdRp: seda kodeerivad kõik autonoomsed viirused. Lisaks polümeeraasse aktiivsusega valgule kodeerivad RNA-viirused sageli ka proteaase, cap-struktuuri sünteesi või selle hankimisega seotud ensüüme ja RNA helikaas/NTP-aasi. Haruldasemad on primaasne, endo- ja eksonukleaasne aktiivsus. Seda kõike ei ole just palju ja seepärast on loomulik, et viirusinfektsioonis osaleb arvukalt – sadu, kui mitte tuhandeid – peremeesraku poolt kodeeritud valke. Loomulikult pole need kõik võrdsel määral olulised: rakupoolsete faktorite hulgas on ülekaalus sellised, mille mõju viiruse paljunemisele on üsna väike. Samal ajal leidub ka raku valke, mis on mingi konkreetse RNA-viiruse replikatsiooniks absoluutselt vajalikud.

			Kui välja jätta „veereva rõnga“ replikatsioonimehhanismi kasutav HDV, siis replitseeruvad kõikide RNA-viiruste genoomid lineaarsete komplementaarsete RNA-de sünteesi kaudu. Sellised RNA-d sünteesib viiruse RdRp, kasutades matriitsina viiruse genoomset RNA-d; süntees toimub katketeta RNA-genoomi ühest otsast teiseni. Moodustuvat RNA-d nimetatakse antigenoomiks, template-RNA-ks või komplementaarseks RNA-ks. Ehkki need on sisuliselt sünonüümid, on enamikul juhtudel tegemist ajalooliste nimetustega, mis on kasutusel kindlate viiruste puhul. See RNA võib koos genoomiga moodustada dsRNA dupleksi. Peale dsRNA genoomsete viiruste on selline dsRNA iseloomulik ka eukarüootide positiivse polaarsusega RNA-viirustele, mille puhul seda nimetakse replikatiivseks intermediaadiks või replikatiivseks vormiks. Alternatiivselt võib komplementaarne RNA ahel eksisteerida individuaalse RNA-molekuli (prokarüootide positiivse polaarsusega RNA genoomsed viirused) või ribonukleoproteiini (negatiivse polaarsusega RNA-viirused) kujul. Genoomse ja antigenoomse polaarsusega RNA sünteesi tasemed on kõigil ssRNA-genoomidega viirustel erinevad: nagu võibki eeldada, sünteesitakse genoomse polaarsusega ahelaid alati oluliselt rohkem. Sellise sünteesi asümmeetria saavutavad viirused, kasutades erinevaid mehhanisme, milleks on näiteks erineva efektiivsusega cis-aktiivsed signaalid, RNA polümeraasi pöördumatu konversioon hiliseks polümeraasiks jne.

			Üldreeglina ei vaja RNA replikatsioon praimerit. Siiski on ka sellest reeglist mitmeid erandeid. Pikornaviirused ja nendega sarnanevad viirused kasutavad praimeriks valku (VPg-d). Koroonaviirustel on aga kaks RdRp-d, millest üks toimib primaasina. Ka segmenteeritud genoomiga negatiivse polaarsusega RNA-genoomsed viirused (nt gripiviirus) kasutavad transkriptsioonil, kuid mitte replikatsioonil, mRNA sünteesi praimimiseks raku mRNA-delt lõigatud cap-struktuuri sisaldavaid fragmente. Viiruste RdRp-d on sageli võimelised ellu viima ka „mittekanoonilisi“ reaktsioone. Paljud negatiivse polaarsusega RNA-viirused kasutavad polü(A)sünteesil RdRp libisemist. Paragripiviiruse ja ebolaviiruse RdRp teostab teatavat tüüpi RNA redigeerimise reaktsiooni – need ensüümid lisavad sünteesitava mRNA spetsiifilistesse kohtadesse täiendavaid nukleotiidijääke. Paljude alfa-, pikorna- ja flaviviiruste replikaasid sünteesivad rakus lühikesi kaheahelalisi RNA molekule, kasutades matriitsina raku RNA-sid. Kõik need reaktsioonid täidavad viirusinfektsioonis olulisi rolle.

			 

			I.5.6. DNA-viiruste geeniekspressioon ja genoomi replikatsioon

			Viiruste, mille genoomiks on DNA, geeniekspressiooni strateegiad on samuti mitmekesised. Suurimad erinevused tulenevad sellest, millist päritolu RNA polümeraasi või RNA polümeraase iga konkreetne viirus oma mRNA-de sünteesiks kasutab. Siinkohal tasub märkida, et erinevalt RNA-viirustest replitseerib enamik DNA genoomiga viiruseid oma genoomi nakatatud raku tuumas. Enamik neist viirustest kasutab mRNA-de sünteesiks raku DNA-st sõltuvat RNA polümeraasi II – mis on ka arusaadav, sest see ensüüm on tuumas paljunevale viirusele lihtsasti kättesaadav. DNA-viirustele on alati iseloomulik ka mingisugune geeniekspessiooni regulatsioon. Enamiku selliste viiruste tekitatud infektsioonis saab selgesti eristada varast, keskmist ja hilist geeniekspressiooni faasi.

			Varane transkriptsioon toimub enne DNA replikatsiooni algust. Varase transkriptsiooni peamine eripära on selles, et see ei sõltu nakatunud rakus toimuvast viiruse valkude sünteesist; näiteks toimub see ka siis, kui valgu süntees blokeerida. Seega, kõik varaseks transkriptsiooniks vajalik on viiruse genoomis ja virionis olemas. Tuleb arvestada, et peremeesraku genoomiga võrreldes on isegi suurte viiruste genoom väga tagasihoidlike mõõtmetega. Nii on inimese genoomis umbes 6 miljardit nukleotiidipaari ja enamikus rakkudes on üle 10 000 aktiivse promooteri; seevastu on viirustel aktiivseid promootereid vaid üksikuid. Seetõttu peab viirus varases infektsioonistaadiumis väga efektiivselt konkureerima raku transkriptsioonisüsteemi komponentide seondamise eest ja neid siis väga efektiivselt kasutama. Seda võimaldavad saavutada viirusespetsiifilist transkriptsiooni võimendavad enhaanserid – need geneetilised elemendid avastatigi DNA-viiruseid uurides. Mitmetel suurtel viirustel paiknevad virionides ka spetsiaalsed valgud – viiruslikud trans-aktivaatorid, mis spetsiifiliselt aktiveerivad viiruse varajasi promootereid. Trans-aktiveerivaid valke leidub nii herpese- kui ka poksviiruste virionides. Et poksviirused paljunevad tsütoplasmas, siis ei vaja nad neid valke peremehe geeniekspressioonisüsteemiga konkureerimiseks, vaid lihtsalt sellel põhjusel, et tsütoplasmas ei ole raku transkriptsioonifaktorid (enamasti) kättesaadavad.

			Viiruste varajased valgud kujutavad endast sageli geeniekspressiooni regulatsioonivalke. Seetõttu on hilisemad geeniekspressiooni faasid, nn hilinenud varajane, keskmine, hiline ja väga hiline faas, peaaegu alati mõjutatud viiruse varajaste valkude poolt. Tuntud varajased trans-aktivaatorid on näiteks Epstein-Barri viiruse (Epstein-Barr virus, EBV) Zta-valk, adenoviiruse E1A-valgud, HSV ICP4-valk ja papilloomiviiruste E2-valk. Ehkki nende valkude toimemehhanismid on väga erinevad, on neil ka omajagu ühist. Näiteks suruvad sellised valgud üldjuhul maha iseenda sünteesi (negatiivne tagasiside). Lisaks aktiveerivad nad hilisemate geenide ekspressiooni; see on üks võtetest, millega DNA-viirused saavutavad geenide ekspressiooni ajalise regulatsiooni. Harvemini esinev, kuid üldiselt samu eesmärke täitev mehhanism on RNA polümeraasi väljavahetamine. See mehhanism on tuntud baculoviirustel ja arvatavasti eksisteerib ka mõnedel vetikate viirustel. Niisuguste viiruste varajaste valkude hulka kuuluvad muu hulgas ka valgud, mis inaktiveerivad raku RNA polümeraas II-te. Loomulikult kuulub varajaste valkude hulka ka viirusespetsiifiline RNA polümeraas. Seega lülitavad need viirused varajase faasi lõpus välja oma varajase ja käivitavad keskmise/hilise geeniekspressiooni; RNA polümeraasi vahetusega kaasneb automaatselt ka raku geeniekspressiooni mahasurumine. Raku geeniekspressiooni mahasurumine on muidugi iseloomulik ka paljudele viirustele, mis ise RNA polümeraasi ei kodeeri. Selle saavutamiseks kasutavad taolised viirused erinevaid mehhanisme: HSV surub maha raku pre-mRNA-de splaisingut, adenoviirus blokeerib raku mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse jne. 

			Varajase geeniekspressiooni üheks tähtsaimaks ülesandeks on viiruse genoomse DNA replikatsiooni ettevalmistamine. DNA-viiruste genoomid replitseeruvad harilikult mingis kindlas rakutsükli faasis, kõige sagedamini S-faasis. Seetõttu on üheks levinumaks meetodiks, mille abil viirused saavutavad oma genoomse DNA replikatsiooniks maksimaalselt soodsad tingimused, rakutsükli mõjutamine. Soodsate tingimuste loomine on viirusele vajalik, sest nakatatud raku kohta sünteesitakse sageli 100 000 või isegi rohkem uut viiruse genoomi. Sellise taseme saavutamiseks on vajalik paljude rakuvalkude (DNA polümeraasid, DNA-d siduvad valgud jne) ning DNA sünteesi substraatide olemasolu. Suured viirused, nagu herpese- ja poksviirused, tavaliselt rakutsüklit ei aktiveeri. See pole nendele viirustele vajalik, sest nad kodeerivad DNA replikatsiooni ensüümid ise. Samuti kodeerivad need viirused mitmeid substraate sünteesivaid ensüüme. Samuti leidub väikesi DNA-viiruseid, mis ei suuda rakutsüklit mõjutada. Sellised on näiteks parvoviirused: need viirused on sunnitud oma DNA replikatsiooni läbiviimiseks ootama rakutsükli S-faasi saabumist. Samas on paljud DNA-viirused võimelised aktiivselt indutseerima puhkavate (G0-faasis olevate) rakkude sisenemist rakutsükli S-faasi:

			-	väikestel ja keskmise suurusega viiruste puhul saavutatakse see enamasti rakutsükli võtmevalkude – RB perekonna valkude ja p53-valgu – inaktiveerimise ja/või lagundamise abil;

			-	suuremad viirused kasutavad kombineeritult mitmesuguseid meetodeid. Näiteks toodetakse raku kasvufaktorite analooge, nende retseptorite analooge või aktiveeritakse plasmamembraanilt alguse saavat raku paljunemisele viivat signaali ülekannet. 

			Et rakkude paljunemine on looduses rangelt kontrollitud, siis toob selle aktiveerimine viiruse poolt kaasa programmeeritud rakusurmale (apoptoosile) viivate radade aktiveerumise. Viirusele on rakkude enneaegne surm kahjulik. Seepärast on mitmetel viiruste kodeeritud valkudel anti-apoptootiline toime, millega tagatakse peremeesrakkude eluspüsimine.

			Viiruse DNA replikatsiooni initsieerimine toimub peaaegu alati spetsiifilistes algussaitides (ingl origin of replication, ori-lõik). Erinevalt enamiku eukarüootsete rakkude ori-lõikudest kujutavad viiruse DNA replikatsiooni alguspunktid endast spetsiifilise järjestusega DNA-lõike. Tüüpilisteks ori-lõikudes paiknevateks elementideks on osaliselt palindroomsed korduvjärjestused, mis on ori-lõigule seonduva valgu sidumissaidid. Tavaline on ka A/T-jääkide poolest rikas regioon, mis kujutab endast dsDNA ahelate esmase lahtiharutamise kohta. Funktsionaalselt erinevad viiruse ori-lõigud raku omadest peamiselt selle poolest, et paljud nendest võivad ühe ja sama rakutsükli jooksul korduvalt „tulistada“ (replikatsiooni käivitada), samal ajal kui raku ori-lõigud teevad seda rangelt vaid ühe korra. Samas leidub ka viirustel ori-lõike (nt EBV plasmiidse replikatsiooni ori-lõik) mis samuti „tulistavad“ rangelt üks kord rakutsükli jooksul. 

			Viiruse DNA replikatsioon initsieeritakse tavaliselt viiruse varajaste valkude ori-lõigule seondumise teel. Sellele järgneb ori-lõigu lahtiharutamine ja raku või viiruse replikatsiooniaparaadi seondumine. Erandiks on siin parvoviirused, mis kasutavad replikatsiooni alguspunktina juuksenõelasarnaseid DNA sekundaarstruktuure, ja tsütoplasmaatilised poksviirused, millel klassikaline ori-lõik puudub. Parvoviirused ja ilmselt ka poksviirused initsieerivad replikatsiooni isepraimimise teel. Enamik DNA-viiruseid kasutab aga tavalist primaasi, mis võib olla kas raku või viiruse ensüüm, poolt sünteesitud RNA praimereid. Väga originaalset praimimisstrateegiat kasutavad adenoviirused, tectiviirused ja HBV: nende DNA replikatsioon praimitakse valk-praimeri abil.

			DNA replikatsiooni skeemid erinevad viiruseti. 

			1.	Osa viiruseid, näiteks polüoomiviirused, replitseerivad oma genoome tavalisi replikatsioonikahvleid kasutades; leiab aset juhtiva ja mahajääva ahela (Okazaki fragmentide) süntees. Väikesed DNA-viirused kasutavad sellises replikatsioonikahvlis peamiselt raku replikatsiooniaparaati ja viiruse enda valke on seal tavaliselt vaid üks. Selleks on DNA helikaas, mis on tüüpiliselt ka ori-lõiku äratundev valk. Suurte viiruste, nagu herpesviiruste puhul on enamik replikatsioonikahvlis osalevaid valke viiruslikku päritolu. On võimalik, et raku valgud herpesviiruse genoomi lüütilises replikatsioonis üldse ei osale. Viirustel, mille genoom on rõngakujuline, viib selline replikatsioon θ(theta)-sarnaste struktuuride moodustumisele (Joonis 12), mistõttu seda nimetataksegi theta-replikatsiooniks, kahesuunaliseks replikatsiooniks või ka Cairnsi skeemi järgi toimuvaks replikatsiooniks.
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			Joonis 12. Theta-skeemi järgi kulgeva DNA-replikatsiooni mudel.

			 

			2.	Teiste viiruste DNA replitseerub ainult juhtiva ahela sünteesi abil. Selline on näiteks adenoviirus, mille DNA replikatsioonis osaleb kolm viiruse ja vähemalt kolm raku valku. Ka lineaarse genoomiga ssDNA-viiruste replikatsioon toimub ainult juhtiva ahela sünteesi teel, sama kehtib (klassikalise replikatsioonimudeli kohaselt) ka poksviiruste kohta. Nende kahe rühma erinevus seisneb selles, et ssDNA genoomsed viirused kasutavad peaaegu eranditult raku replikatsiooniaparaati, viiruslikku päritolu on vaid nn Rep-valk või sellega sarnane valk. Samal ajal kodeerivad poksviirused oma DNA replikatsiooni ensüümid ise. Väikesed rõngakujulise genoomiga ssDNA-viirused kasutavad replikatsiooniks veereva rõnga skeemi varianti, millega ei kaasne genoomide multimeeride moodustamist (Joonis 13A).
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			Joonis 13. A. ssDNA-viiruse genoomi replikatsioonil kasutatakse sageli veereva rõnga replikatsiooniskeemi. B. Herpesviiruste puhul läheb DNA replikatsioon theta-skeemilt üle veereva rõnga mudelile, mis võimaldab multimeersete genoomide sünteesi.

			 

			On hästi teada, et viirused võivad infektsioonitsükli jooksul oma genoomi replikatsiooniskeemi muuta, näiteks üle minna veereva rõnga mehhanismi variandile, mis viib genoomide multimeeride (konkatemeeride) moodustamisele (Joonis 13B). Praeguseks on selge, et üleminekuid ühelt replikatsiooniskeemilt teisele võib olla ka muid, näiteks iseloomustab T-paarisfaage, papilloomi- ja geminiviiruseid üleminek ori-lõigust sõltuvalt DNA replikatsioonilt rekombinatsioonist sõltuvale replikatsioonile.

			Iga organismi, aga ka viiruse puhul, on oluline, et genoomi replikatsioon toimuks lõpuni ja et selle käigus ei läheks genoomist nukleotiide kaduma. Sellepoolest seisavad lineaarse DNA-viirused sama probleemi ees nagu eukarüootsed rakud: neil puuduvad ensüümid, mis võimaldaksid otseselt sünteesida DNA 3’-otste koopiaid. See nn genoomi 5’-otste duplitseerimise probleem (ingl 5’ end-replication problem) tuleneb asjaolust, et DNA sünteesi alustamiseks on alati vajalik praimer ja et sünteesitav ahel kasvab alati tema 3’-otsa uute nukleotiidide lisamise teel. Seega, tavalise RNAst koosneva praimeri kastutamisel ei saa ensüümid genoomi 3’-otsa kohal asunud praimeri eemaldamisel tekkinud tühikut täis ehitada (Joonis 14). 
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			Joonis 14. Genoomi 5’-otste duplitseerimise probleemi selgitav skeem.

			 

			Eukarüootsed rakud on selle probleemi lahendanud telomeeride abil, viirused rakendavad mitmesuguseid muid võtteid.

			1.	Rõngakujulise genoomi puhul otste duplitseerimise probleemi loomulikult ei eksisteeri – pole genoomi otsa, pole probleemi. Ilmselt on see ka üks peamisi põhjuseid, miks mitmete viiruste lineaarsed genoomid rakus tsirkuleerivad. Rõngakujuline genoom võimaldab veereva rõnga replikatsioonimehhanismi kasutamist ja pikkade pea-saba tüüpi (tandeemsete) genoomide multimeeride (konkatemeeride) moodustumist (Joonis 13B). 

			2.	Adenoviirus, faagid φ29 ja PRD1 ning mõned teised viirused kasutavad valkpraimerit. Erinevalt RNA-praimerist ei seondu valkpraimer genoomse DNA matriitsahelaga komplementaarsuse põhimõttel ja paikneb põhimõtteliselt „genoomi otsast väljaspool“. Seega saab DNA süntees alata genoomi esimese nukleotiidi kopeerimisega. Isegi kui valkpraimer eemaldataks, ei tekiks selle tulemusena tühikut, mida oleks vaja täis ehitada.

			3.	Poksviiruse genoomil on telomeerilaadsed terminaalsed struktuurid ehk poksviiruse genoomi saab vaadata kui katkematut üheahelalist DNA-d. Nende viiruste DNA süntees (klassikaline skeem) toimub ainult juhtiva ahela sünteesi kaudu. Ka parvoviiruste replikatsioon sarnaneb poksviiruste replikatsiooniga, kasutatakse nn veereva juuksenõela replikatsioonimehhanismi, mis põhineb isepraimimisel ja terminaalsete järjestuste kasutamisel; nende protsesside käigus mittetäisehitatavaid tühikuid ei teki.

			4.	Mitmetel lineaarse genoomiga bakteriofaagidel, näiteks T-paarisfaagidel ja faagil T7, on genoomi otstes otsesed kordusjärjestused. Nende abil moodustavad viiruste replitseeruvad genoomid konkatemeere. Erinevus lambda faagist seisneb selles, et replikatsiooni käigus nende bakteriofaagide genoom rõngakujulisi molekule ei moodusta.

			5.	Faagi Mu genoomi otsad on alati kovalentselt seotud peremeesraku DNA-ga. Faagi Mu genoomi replikatsioon toimub transponeerumise teel ja seepärast ei ole selle käivitamiseks vaja kasutada RNA praimereid. 

			Nagu ülaltoodust näha, viivad mitmed viiruste poolt kasutatavad lahendused konkatemeeride moodustamisele. Sellest tuleneb vajadus konverteerida replikatsiooniproduktid uuteks monomeerseteks genoomideks. See leiab aset virionide moodustamise ajal, kõige sagedamini genoomi pakkimisel virionidesse (poksviirustel erandina enne seda). Kõikidel juhtudel kasutakse lineaarsete monomeersete genoomide moodustamiseks spetsiifiliste ensüümide abi.

			 

			I.5.7. Replikatsioon ja genoomide segregatsioon latentses infektsioonis 

			Evolutsiooni käigus on organismid välja töötanud palju erinevaid mehhanisme viirusnakkuse pidurdamiseks ja nakatatud rakkude hävitamiseks. Viirused on sellele vastanud arvukate omapoolsete vastumeetmete kasutuselevõtuga. Üheks selliseks mehhanismiks, mis võimaldab viirusel pääseda peremehe kaitsesüsteemide käest, on latentse infektsiooni tekitamine. Latentses infektsioonis on viiruse bioloogilised aktiivsused suurel määral maha surutud ja viiruse DNA genoom paikneb raku tuumas väikese koopiate arvuga, sõltuvalt viirusest kuni mõnisada koopiat raku kohta, plasmiidi kujul. Hiljem, kas soodsate tingimuste saabudes või, vastupidi, ebasoodsates tingimustes, mis sunnivad viirust „põgenema“, võib viirus tagasi pöörduda lüütilisse tsüklisse. Tüüpilised latentse infektsiooni tekitajad on herpesviirused, nagu HSV, EBV ja tuulerõugeviirus (Varicella zoster virus, VZV). Peale selle on latentne infektsioon iseloomulik ka papilloomiviirustele, mitmetele parvoviirustele (Adeno-associated virus, AAV) ja paljudele muudele viirustele. 

			Latentse infektsiooni puhul on viirusel vaja lahendada kaks DNA replikatsiooniga seotud probleemi: 

			•	kuidas paljuneda olukorras, kui viiruse valke ei sünteesita või sünteesitakse väga vähe;

			•	kuidas saavutada, et peremeesrakkude jagunedes viiruse tütargenoomid kõigepealt tütar-rakkude vahel võrdselt ära jaguneksid ja need mitoosi lõppedes taas raku tuuma toimetada.

			HSV ja VZV puhul need probleemid olulised ei ole – nende viiruste latentne infektsioon toimub neuronites, mis on rangelt postmitootilised mittepaljunevad rakud. Teine lihtne lahendus on peremehe genoomiga integreerumine: nii käitub AAV. Sellisel juhul kannab integreerunud genoomse materjali replikatsiooni ja segregatsiooni eest hoolt peremees ise. Viirused, mille latentne infektsioon toimub jagunevates rakkudes ja mille genoom peremehe genoomiga ei integreeru, käituvad aga kõik üsna ühtemoodi. Replikatsiooni läbiviimine usaldatakse rakule, viirus ise kodeerib ainult neid valke, mis on hädavajalikud replikatsiooni initsieerimiseks. See kehtib ka juhul, kui viirusel on oma replikatsioonisüsteem. Näiteks kodeerib EBV DNA replikatsiooni ensüüme, kuid latentse infektsiooni käigus neid ei toodeta ega kasutata. Selle asemel ekspresseeritakse erilist latentset replikatsiooni ori-lõiku äratundvalt valku. See valk (EBNA1) seob viiruse latentset ori-lõiku ja toob sinna kohale raku replikatsioonisüsteemi. Sama (EBV) või mingi teine (papilloomiviirused) valk vahendab ka viiruse genoomide segregatsiooni. Segregatsioonivalk seob viiruse genoomid raku kromosoomidega, tagades nende jagunemise tütarrakkude vahel ja järgneva sattumise rakkude tuuma. 

			 

			I.5.8. Viirusinfektsiooni hilised faasid

			Virionide moodustamine ja rakkudest vabanemine algab, kui on sünteesitud uue põlvkonna genoomid ja struktuurivalgud. Peale struktuurivalkude vajab enamik viiruseid virionide moodustamiseks ka abivalke; üldjuhul seda rohkem, mida suuremad ja keerulisema ehitusega mingi viiruse virionid on. Väga oluline on ka raku panus virionide moodustamisse. Viirused kasutavad oma valkude valmimiseks raku proteaaside, membraanide, valkude glükosüülimissüsteemi, kinaaside ja šaperonide abi. Samuti kasutatakse raku transpordisüsteeme toimetamaks vajalikud komponendid paika, kus leiab aset virionide kokkupanemine. Virionide kokkupanemiseks on kaks peamist mehhanismi 

			1.	Ko-kondenseerumine, mis tähendab kapsiidi moodustamist viiruse genoomi ümber. Selline virionide (või kapsiidide) moodustamine on iseloomulik eelkõige väikestele viirustele. Negatiivse polaarsusega RNA-viiruste ribonukleokapsiidid moodustuvad juba RNA-genoomide replikatsiooni käigus, see tähendab, et sünteesitav genoomne RNA seondub kohe nukleokapsiidi valguga.

			2.	Tühja partikli (prokapsiidi) moodustamine ja genoomide pakkimine. Selline meetod on iseloomulikum suurtele DNA-viirustele. Kui viiruse DNA replikatsiooni käigus moodustuvad genoomide multimeerid, kaasneb pakkimisega ka monomeersete genoomide moodustamine. See tähendab, et viirused „mõõdavad“ pakitava genoomi pikkust. Ka siin on kaks peamist mehhanismi. Mõõtmine võib toimuda pakkimissignaalide, milleks DNA-viiruste puhul on spetsiifiline DNA järjestus, äratundmise järgi. Alternatiivselt võib mõõtmine toimuda moodustunud prokapsiidi mahu järgi (nn headfull-mehhanism). Leidub viiruseid, mis kasutavad genoomi pakkimisel nende meetodite kombinatsiooni.

			Viiruste transmembraansed valgud sünteesitakse membraaniseoseliste ribosoomide poolt ja translokaliseeritakse sünteesi käigus endoplasmaatilise retiikulumi (ER) membraani. Järgneb nende valkude transport läbi järgnevate membraansete kompartmentide, mille käigus toimub valkude posttranslatsiooniline modifitseerimine (glükosüülimine, protsessing). Viiruse valgud võivad sisaldada ER-i ja/või Golgi kompleksi püsima jäämise signaale; sellistel juhtudel jäävad valgud nimetatud kompartmentidesse. Selliste signaalide puudumisel transporditakse viiruse membraanivalgud plasmamembraanile. Virionide kokkupanemise ja rakust vabanemise koht ning mehhanism sõltuvad nii viirusest kui ka tema peremehest.

			1.	Ortomükso-, paramükso-, rabdo- ja retroviirused punguvad raku plasmamembraanist. Polariseeritud rakus võivad erinevad viirused punguda erinevatest membraanidest: VSV pungub basaal- ja/või lateraalmembraanist, samal ajal kui gripiviirus pungub apikaalmembraanist. Arvatakse, et membraani, millest virionid punguvad, määravad viiruse glükovalkude omadused. Erinevatele membraanidele liikuvate valkude sorteerimine leiab aset Golgi kompleksis ja põhineb keeruliste transpordisignaalide äratundmisel.

			2.	Teised viirused punguvad rakusiseste membraanide sisse; sellisel juhul kogunevad virionid esialgu vesiikulitesse ja väljuvad hiljem rakust eksotsütoosi teel. Seda varianti kasutavad koroona- ja bunyaviirused, mis punguvad Golgi membraanidel, ja flaviviirused, mis punguvad ER-i membraanil. 

			Siinkohal tuleb mainida, et sõltuvalt peremehest võib üks ja seesama viirus punguda erinevalt – näiteks punguvad alfaviirused enamikus selgroogsete rakkudes plasmamembraanist, samal ajal kui putukarakkudes punguvad needsamad viirused ER-i või Golgi komplekside membraanidest. 

			Hiljutised uuringud on näidanud, et paljud viirused, millel on klassikalised ümbriseta virionid, on võimelised moodustama ka ümbrisega virione või suuremaid vesiikuleid, milles paikneb arvukalt viiruse kapsiide. See ei ole eksperimendi artefakt: nii membraaniga virionidel (või vesiikulitel) kui ka membraanita virionidel on oma kindlad ülesanded. See nähtus avastati HAV-i (pikornaviirus) puhul; praeguseks on selgunud, et see on palju laiemalt levinud. Membraaniga struktuuride moodustamine võimaldab sellistel viirustel muu hulgas väljuda rakkudest enne rakkude purunemist või vabaneda üldse rakke lüüsimata. 

			Paljude suurte viiruste virionide moodustumine on ülalkirjeldatust oluliselt keerulisem. Sellised viirused on näiteks poksviirused, mille virionid moodustuvad wrapping- mehhanismi abil, ja herpesviirused, mis kasutavad membraanide vahetust (ingl re-envelopment). Herpesviiruste virionide esmane pungumine toimub tuuma sisemembraanil, omandatud membraan kaotatakse tuuma välismembraanist pungudes ja omandatakse taas pungudes Golgi kompleksi membraanide sisse. On selge, et mitmed praeguseks ajaks vähe uuritud ja seetõttu eksootlilised suured DNA-viirused (mimiviirus, pandoraviirus) peavad kasutama oma suurte virionide moodustamiseks unikaalseid mehhanisme. Sama kehtib bakteriofaagide ja arhede viiruste kohta: paljudel sellistel viirustel on väga omapärase ehitusega virionid, mis lubab oletada, et ka nende moodustamine toimub ebatavalisi meetodeid kasutades. 

			 

			Kordamisküsimused

			1.	Mida tähendavad mõisted viiruse peremees, permessiivsus ja vastuvõtlikkus?

			2.	Millised on viirusinfektsiooni faasid (ühe infektsioonitükli eksperimendi näitel)?

			3.	Mis on viiruste retseptoritel ühist ja mille poolest nad üksteisest erinevad?

			4.	Millised mehhanismid osalevad virionide rakku sisenemisel?

			5.	Milleks on vajalik viiruse geneetilise materjali aktiveerimine ja kuidas see toimub?

			6.	Millised on RNA-viiruste peamised replikatsioonistrateegiad?

			7.	Millised on DNA-viiruste peamised replikatsioonistrateegiad?

			8.	Kuidas initsieeritakse ja praimitakse viiruse DNA süntees?

			9.	Mis on latentsus ja millised viirused seda kasutavad? 

			10.	Kuidas toimub membraaniga virionide moodustamine ja rakust väljumine?

		

	
		
			I.6. PEREMEESRAKU ÜLEVÕTMINE JA KASUTAMINE VIIRUSE POOLT

			Andres Merits

			Peremeesraku ja viiruste huvid on suurel määral antagonistlikud: mis on kasulik viirusele, pole enamasti kasulik peremeesrakule ja organismile ning vastupidi. Rakule pole üldjuhul viirust vaja, kuid viirusele on rakk alati hädavajalik: viirused on iseseisvaks paljunemiseks põhimõtteliselt võimetud ja kõik nende bioloogilised aktiivsused avalduvad seetõttu ainult peremeesrakkudes. 

			Klassikaliseks viirusinfektsiooni tunnuseks on viiruslike rakukahjustuste (ingl cytopathic effects, CPE) tekkimine. Kahjustuste tekitamine pole siiski viiruse otseseks eesmärgiks. Enamasti on CPE-d sekundaarsed efektid, mis ei tulene viiruse produktide otseselt toksilisest mõjust. Ehkki viirused sageli tõesti toodavad toksilisi valke, on CPE-d seotud viiruse üldise infektsiooniprotsessiga rakus. Peremeesraku enneaegne surm, olgu see apoptootiline või nekrootiline, pole viirusele sugugi kasulik: arusaadavail põhjustel on surnud peremeesrakk viiruse paljunemise seisukohast täiesti kasutu. Rakkude surm on tavaline vaid infektsiooni lõppfaasis ja ka siis on see seotud enamasti raku väljakurnamise ja/või viiruste vabanemisega rakust. Mis on nakatatud rakkude hukkumise otsene põhjus, on enamasti ebaselge.

			Viirusinfektsioon võib viia väga erinevate lõpptulemusteni. Nii võib infektsioon olla mitmesugune.

			-	Mitteproduktiivne. Seejuures võib peremeesrakk kas ellu jääda või hukkuda, viiruse genoom võib kaduma minna, integreeruda raku genoomi või jääda püsima ekstrakromosoomse elemendi ehk episoomina. Ka võib viirus rakku transformeerida.

			-	Produktiivne. Sellisel juhul viirus paljuneb ja toimub uute virionide vabanemine; sellega võib kaasneda raku lüüs.

			-	Krooniline. Sellisel juhul jääb peremeesrakk ellu ja toodab vähesel määral, kuid selle eest pika aja jooksul uusi virione.

			Võimalikud on ka nende variantide kombinatsioonid, näiteks läheb produktiivne infektsioon aja jooksul üle krooniliseks. Milline nendest võimalustest realiseerub, sõltub igal konkreetsel juhul viiruse ja peremeesraku interaktsioonidest. 

			Esimeseks infektsiooni etapiks, milles on oluline roll viiruse ja peremeesraku interaktsioonidel, on virioni seondumine ja rakku sisenemine. Ülevaade nendest protsessidest on antud peatükis I.5. Lühidalt, viirus kasutab raku valke või glükolipiide rakupinnale seondumiseks. Rakku sisenemiseks kasutatakse rakulisi protsesse, näiteks endotsütoosi. Endosoomist väljumisel kasutatakse endosoomide pH taseme langemist määramaks membraanide liitumise protsessi õiget aega jne. 

			Järgneb raku geeniekspressioonisüsteemi ülevõtmine. Kõikide viiruste hulgast on ainult positiivse polaarsusega RNA-viiruste genoom otseselt funktsionaalne kui mRNA. Kõik ülejäänud viirused vajavad juba infektsiooni alguses de novo viiruslike mRNA-de sünteesi. Sellised viirused saab jagada kahte gruppi.

			1.	Viirused, mis kannavad oma virionis kaasas oma RNA polümeraasi. Siia kuuluvad negatiivse polaarsusega RNA-viirused, dsRNA-viirused ning mõned suured DNA- viirused (poksviirused, mimiviirus). Kõik need viirused vajavad mRNA-de sünteesiks vaid väheseid (kui üldse) rakupoolseid transkriptsioonifaktoreid. 

			2.	Viirused, mille virionis RNA polümeraas puudub. Taolised viirused vajavad, vähemalt infektsiooni alguses, raku RNA polümeraasi abi. Sellisel juhul peavad viirusel olema mehhanismid, mis võimaldavad „sundida“ raku RNA polümeraasi viiruse DNA-d transkribeerima (vt ptk I.5).

			Normaalne transkriptsiooniprotsess eukarüootses rakus on lihtsustatult järgmine. Raku RNA polümeraas II koosneb paljudest allühikutest ega ole iseseisvalt võimeline ära tundma transkriptsiooni algussaite – promootereid. Märkuseks, selle sõna ametlikuks eestikeelseks kirjapildiks on „promootor“ (ladina sõnast promovere „edasi liigutama“) ja nii on see ka käesolevas õpiku mitmetes peatükkides. Samas ei ole promooter/promootor viroloogias ega molekulaarbioloogias ühelgi viisil seotud millegi edasiliigutamisega, vaid hoopis RNA sünteesi algatamisega (ingl promote). Sellel põhjusel eelistab osa autoreid kasutada sisuliselt õigemat, ehkki rangelt võttes keelenõuetele mittevastavat kirjapilti. Tulles tagasi transkriptsiooni juurde: et RNA polümeraas II ise promooterit (või promootorit) ära ei tunne, sõltub transkriptsiooni toimumine erinevatest transkriptsioonifaktoritest ja kulgeb järgmiselt. Transkriptsioon algab pre-initsiatsioonikompleksi (ingl preinitiation complex, PIC) moodustamisest (Joonis 15). Selle moodustamisele viiv sündmuste järjekord võib varieeruda, protsessis osaleb kuus üldist transkriptsioonifaktorit. 

			1.	Esimesena seondub promooterile TFIID; selle üks allühik of TATA-binding protein (TBP). TFIID seondumisega kaasneb DNA painutamine. TFIIA seondub moodustunud kompleksile TBP vahendusel. Järgmisena lisandub TFIIB, mis on oluline RNA polümeraas II õigel positsioneerimisel, teisisõnu: TFIIB toob DNA molekuli RNA polümeraasi aktiivsaiti. 

			2.	TFIID, TFIIB ja promooteri kompleks võimaldab seonduda RNA polümeraas II-l ja TFIIF-il. Transkriptsiooni initsieeriv RNA polümeraas II ei ole oma suurima allühiku (RPB1) C-otsa poolses domeenis (ingl C-terminal domain, CTD), mis sisaldab 52 korda korratud järjestust YSPTSPT, fosforüülitud. See on oluline, sest mittefosforüülitud CTD on võimeline interakteeruma DNA-le seondunud transkriptsiooniaktivaatoritega, mis suurendab transkriptsiooni initsieerimise sagedust.

			3.	Järgnevalt lisandub TFIIE, mis ilmselt soodustab promooteri-regiooni lahtiharutamist ja aktiveerib järgnevalt seonduva TFIIH, mis on DNA helikaasi ja CDK poolt aktiveeritav kinaas, ensümaatilist aktiivsust. TFIIH arutab lahti DNA dupleksi ja fosforüülrib RNA polümeraasi II CTD seriinijääke pidi. Moodustub transkriptsioonimull.

			CTD fosforüülimise tulemusena katkeb RNA polümeraasi II ja promooteriga seondunud transkriptsiooni aktiveerivate valkude side; see võimaldab RNA polümeraasil alustada sünteesitava mRNA elongatsiooni. Edasises transkriptsioonis osalevad elongatsiooni, splaisingu, cap-struktuuri sünteesimise ja mRNA-de polüadenüülimise faktorid. Need seonduvad RNA polümeraasi CTD-ga ja soodustavad elongatsiooni.

			 

			[image: ]

			Joonis 15. Eukarüootse mRNA sünteesi initsieerimisel osalevad raku transkriptsioonifaktorid ja RNA polümeraas II.

			 

			Viirused suudavad raku mRNA-de transkriptsioonisüsteemi oma huvides ära kasutada ja/või selle aktiivsuse maha suruda. DNA-viiruste puhul on raku transkriptsiooni mahasurumise mehhanism(id) üldjuhul teadmata. Oletatakse, et toimub konkurents viiruse ja raku promooterite vahel transkriptsioonifaktorite ja RNA polümeraas II pärast. RNA-viiruste puhul on raku transkriptsiooni mahasurumine väga tavaline. Ilmselt on see vajalik võimaldamaks viirusel kasutada kogu rakus olemasolevat substraatide hulka oma RNA-de sünteesiks; samuti blokeerivad viirused sellisel moel raku viirusevastaste kaitsemehhanismide toimet. Selle saavutamiseks kasutavad erinevad viirused erisuguseid võtteid. Näiteks lõikab polioviiruse 3C proteaas TBP-valku, osa alfaviiruseid lagundavad raku RNA polümeraas II katalüütilise allühiku. Siiski ei ole raku transkriptsiooni mahasurumine ka RNA-viirustel universaalne: paljud RNA genoomsed viirused, näiteks HCV, peremehe transkriptsiooni oluliselt ei mõjuta. Kõige äärmuslikum näide on gripiviirus, mille enda geeniekspressioon sõltub otseselt raku pre-mRNA-de sünteesist. See tuleneb asjaolust, et gripiviirus vajab oma transkriptsiooni praimimiseks raku pre-mRNA-de 5’-otstest lõigatud cap-struktuure sisaldavaid RNA fragmente. Seetõttu gripiviirus raku mRNA-de sünteesi blokeerida ei saa. See aga ei tähenda, et gripiviirus raku mRNA-sid üldse ei mõjutaks. Vastupidi, see mõjutamine on väga prominentne. Nimelt ei mõjuta viirused sageli mitte raku mRNA-de sünteesi, vaid hoopis mRNA-de valmimist, protsessingut ja transporti. Vähemalt osaliselt on see seotud asjaoluga, et üldiselt kasutavad viirused ka oma mRNA-de protsessingul ja transpordil rakumehhanisme ning on seetõttu sageli võimelised neid protsesse ka aktiivselt modifitseerima.

			1.	Gripiviirustel ja retroviirustel on palju osaliselt või üldse mitte splaisitud transkripte. Need mRNA-d on infektsiooni toimumiseks olulised ja seepärast on nendel viirustel ka mehhanismid viiruslike pre-mRNA-de täieliku splaisingu vältimiseks. Saavutamaks mittesplaisitud või osaliselt splaisitud mRNA-de transporti tuumast tsütoplasmasse, kasutavad lihtsad retroviirused RNA-s paiknevaid spetsiifilisi struktuure. Keerulised retroviirused (HIV) ja gripiviirus kasutavad mRNA-de splaisingu reguleerimiseks aga enda poolt kodeeritud valke.

			2.	Adenoviirus blokeerib raku transkriptide transporti tuumast tsütoplasmasse. Selle eest vastutavad viiruse E1B-55kDa- ja E4-34 kDa-valgud. Need toovad tuumas paiknevad raku transpordivalgud viiruse replikatsioonisaitidesse ja jätavad sellel moel raku enese mRNA-d nendest ilma.

			3.	HSV surub maha nii raku mRNA-de splaisingut kui ka nende transporti tuumast tsütoplasmasse. Selle eest vastutab viiruse ICP27-valk. HSV-l on oma lüütilise infektsiooni geenides väga vähe introneid: neid leidub ainult neljas geenis 84-st. Kõik need neli geeni on vahetult varased geenid, seetõttu on splaisingu mahasurumine oluline mehhanism raku ja viiruse enda geeniekspressiooni reguleerimiseks.

			4.	Viirused võivad raku tuuma ja tsütoplasma vahelist transporti ka lihtsalt blokeerida. Nii on näidatud, et mõnede alfaviiruste kapsiidivalgud sisaldavad nii NLS-i kui ka tuuma ekspordi järjestusi. Niisugused valgud moodustavad rakutuuma transpordisüsteemi valkudega komplekse, mis jäävad tuumapooridesse kinni. Selle tagajärjeks on rakutuumas toimuva transkriptsiooni, sealhulgas ka viirusvastaste geenide ekspressiooni blokeerimine. 

			Üks esimesi eesmärke, mida viirusinfektsiooni alguses peab saavutama, on raku viirusvastase kaitsevõime halvamine. Üheks selle saavutamise võimaluseks on ülal kirjeldatud raku transkriptsiooni/geeniekspressiooni üldine mahasurumine. Lisaks sellele või sellega paralleelselt, on viirused võimelised mõjutama ka rakkude signaaliülekannet. Signaaliülekande mõjutamine võib alata juba virioni seondumisest retseptoriga: näiteks aktiveerib inimese tsütomegaloviiruse (Human cytomegalovirus, HCMV) virionide seondumine rakuga NF-κB-faktorit ja blokeerib selle kaudu interferoonide viirusvastast toimet. Enamasti osalevad signaaliülekande mõjutamises siiski viirusinfektsiooni käigus de novo sünteesitud geeniproduktid. Need võivad toimida raku valkude aktiivsuste modifitseerimise ja/või raku valkude toime mimikreerimise kaudu. Näiteks:

			-	alfaviirused blokeerivad I tüüpi interferoonide vahendatud signaaliülekannet, takistades STAT1-faktori fosforüülimist ja transporti rakutuuma. 

			-	EBV latentse infektsiooni käigus ekspresseeritavad membraanivalgud LMP1 ja LMP2 mimikreerivad raku retseptoreid. Need valgud konverteerivad signaalid, mis peaksid viima rakkude surmale, ümber raku eluspüsimiseks vajalikeks signaalideks.

			Nagu ülal kirjeldatud, mõjutavad paljud viirused raku transkriptsiooni, mRNA-de valmimist, transporti ja signaaliülekannet. Samas pole sellised funktsioonid omased kõikidele viirustele. Küll aga on universaalne raku translatsioonisüsteemi mõjutamine viiruste poolt. See on ka arusaadav, sest kõikide viiruste valkude süntees toimub alati raku translatsioonisüsteemi abil. Ühest küljest seletab see viiruste suurt „huvi“ selle süsteemi vastu. Samas on raku translatsioonimasinavärgi kasutamine ka viiruste jaoks universaalne nõrk koht – kui rakus on translatsioon blokeeritud, siis ei saa seal paljuneda ükski viirus. Seepärast on loomulik, et translatsiooni blokeerimine raku enda poolt kujutab endast ühte kõige ürgsemat meetodit viirusinfektsiooni seiskamiseks ja seda suudavad kasutada kõik eukarüootsed peremeesrakud. Loomulik on muidugi ka see, et evolutsiooni käigus on viirused selle puhuks välja töötanud mitmeid vastumeetmeid, millele rakud on vastanud omapoolsete kontramehhanismide väljatöötamisega. Selle tulemuseks on keerulised viirus-peremeesrakk- interaktsioonid, mis enamikul juhtudel on seotud translatsiooni initsiatsiooni mõjutamisega.

			Enamikul eukarüootse raku mRNA-del on 5’-cap-struktuur ja 3’-polü(A)-saba, mis translatsiooni initsieerimisel toimivad kooskõlastatult. Lihtsustatult toimub translatsiooni initsiatsioon eukarüootses rakus järgmiselt (Joonis 16). 

			1.	Eukarüootne translatsiooni initsiatsiooni faktor 2 (eIF2) moodustab GTP ja Met-tRNA-ga nn kolmikkompleksi.

			2.	Ribosoomi 40S allühik interakteerub eIF1-, eIF1A-, eIF3- ja eIF5-valkudega ning kolmikkompleksiga, moodustades 43S-pre-initsiatsioonikompleksi.

			3.	eIF4F seob mRNA 5’-cap-struktuuri. eIF4F on tegelikult kompleks, mis koosneb kolmest allühikust: eIF4A (ATPase), cap-struktuuri siduv komponent eIF4E ja eIF4G. eIF4G toimib mitmeid faktoreid siduva elemendina, sidudes muu hulgas ka faktorit eIF3 ja polü(A)-järjestust siduvat valku PABP (ingl poly(A) binding protein). Kompleksiga seondub ka eIF4B. Nende sündmuste tulemuseks on mRNA aktiveerimine.

			4.	Pre-initsiatsiooni-kompleks seondub aktiveeritud mRNA 5’-otsale. Toimub mRNA 5’-otsa skannimine 5’ →3’ suunas, mis kestab senikaua, kuni leitakse initsieerimiseks tugevas Kozaki konsensusjärjestuse kontekstis asuv initsieerimiseks sobiv AUG-koodon. Sellise koodoni leidmisel toimub Met-tRNAi paigutumine ribosoomi P-saiti, GTP hüdrolüüs GDP-ks ja eIF2-GDP lahkumine kompleksist. Pannakse kokku 80S-ribosoom; selles protsessis osaleb eIF5B : GTP-kompleks ning selle tulemusena vabanevad eIF1-, eIF3- ja eIF5-valgud. eIF5B : GTP-kompleks konverteeritakse eIF5B-GDP-kompleksiks ja see eemaldub koos eIF1A-faktoriga. Ribosoom läheb initsiatsioonilt üle elongatsioonile.

			Translatsiooni regulatsiooni seisukohalt on oluliseks sündmuseks vabanenud eIF2-GDP- kompleksi konverteerimine eIF2-GTP-kompleksiks. Selleks on eIF2B-faktori olemasolu: eIF2B moodustab eIF2-valguga kompleksi ja võimaldab GDP väljavahetamist GTP vastu. eIF2 koosneb kolmest allühikust (α, β ja γ). eIF2α-allühiku fosforüülimine stabiliseerib eIF2-eIF2B komplekse nii, et eIF2B ei suuda sellest kompleksist enam vabaneda. Et eIF2 hulk rakkudes on eIF2B hulgast palju suurem, siis toob ka suhteliselt väikese osa eIF2α molekulide fosforüülimine kaasa kogu olemasoleva eIF2B seondumise stabiilsetesse eIF2-eIF2B-kompleksidesse. Vaba eIF2B puudumine blokeerib eIF2-GDP konverteerimise eIF2-GTP-ks, mistõttu translatsiooni initsiatsioon surutakse maha. eIF2 fosforüülimine on seega translatsiooni initsiatsiooni peamine kontrollpunkt. eIF2 fosforüülimist viivad läbi neli erinevat raku poolt kodeeritud kinaasi, millest igaüks on sellisel moel võimeline translatsiooni seiskama (Joonis 17). Viirusinfektsiooni seisukohast on nendest kinaasidest eriti olulised kaks: dsRNA poolt aktiveeritav PKR (ingl protein kinase R) ja ER-i stressi (ingl unfolded protein response, UPR) tulemusena aktiveeritav PERK.
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			Joonis 16. Translatsiooni initsieerimine eukarüootses rakus (seletused tekstis). Joonis pärineb Jackson et al., 2010, Nature Reviews Molecular Cell Biology, https://doi.org/10.1038/nrm2838. 
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			Joonis 17. Translatsiooni initsieerimise mõjutamist eIF2 fosforüülimise kaudu vahendavad neli erinevat kinaasi; viirusinfektsiooni käigus aktiveeritakse sageli PKR ja PERK. 

			 

			Viirused võivad raku translatsiooni mõjutada või selle regulatsiooni enese kasuks pöörata mitmel moel.

			-	Polioviirus surub raku translatsiooni maha, lõigates oma 2A-proteaasi abil translatsioonifaktorit eIF4G. See toimub umbes 1 tunni jooksul pärast infektsiooni algust ja blokeerib 5’-cap-struktuuriga rakkude mRNA-de translatsiooni. Polioviiruse enese RNA genoom transleeritakse 5’-otsast sõltumatult sisemise ribosomaalse initsiatsiooni elemendi (ingl internal ribosomal entry site, IRES) abil ega sõltu seetõttu eIF4G-faktori terviklikkusest. 

			-	Rotaviirustel osaleb raku translatsiooni mahasurumises NSP3-valk. NSP3 seondub viiruse mRNA-de (millel ei ole polü(A)järjestust) 3’-otstele ja interakteerub eIF4G-ga. See tõmbab eIF4G-faktori kompleksist PABP-valguga välja ja takistab selle kaudu raku polü(A)järjestust sisaldavate mRNA-de translatsiooni.

			-	Adenoviiruste hilisele infektsioonile on iseloomulik 5’-cap-struktuuri siduva faktori (eIF4E) defosforüülimine. Ka see modifikatsioon blokeerib raku translatsiooni mis vajab toimumiseks fosforüülitud eIF4E-valku. Ka adenoviiruse enda hilistel mRNA-del on 5’-cap-struktuur. Samas erineb nende translatsiooni initsieerimine raku mRNA-de omast. Adenoviiruste hilistel mRNA-del on eriline kolmeosaline liiderjärjestus (ingl tripartite leader), mis võimaldab kasutada initsieerimiseks ribosoomset šuntingut. Seetõttu ei vaja adenoviirus hilises infektsioonis fosforüülitud eIF4E-valku.

			Mitmed viirused suudavad enda kasuks pöörata ka ER-stressi ja PKR-i vahendusel toimuva translatsiooni mahasurumise. Nii PKR-i kui PERK aktiveerumine on viirusinfektsiooni puhul tavalised nähtused. PKR aktiveerub seetõttu, et viiruse genoomi replikatsiooni/transkriptsiooni tulemusena moodustavad PKR-i aktiveerivad dsRNA-d. PERK aktiveerumist põhjustab üldjuhul viiruse struktuurivalkude süntees, mis toimub sageli niivõrd kõrgel tasemel, et sellega kaasneb UPR-i käivitamine. Vaatame neid protsesse PKR-i näitel. PKR-il on dsRNA-d siduv domeen. See koosneb kahest tandeemsest dsRNA-d siduvast motiivist, mis seovad dsRNA-d järjestusest mittesõltuval moel. See sidumine võib PKR-i kinaasi nii aktiveerida kui ka inaktiveerida. Tavaline sündmuste ahel on järgmine.

			-	Kaks PKR-i molekuli seovad dsRNA-d ja fosforüülivad vastastikku teineteist. Seega on PKR-i fosforüülimine intermolekulaarne reaktsioon. Fosforüülimine aktiveerib PKR-i.

			-	Aktiveeritud PKR fosforüülib eIF2α allühiku.

			-	Selle tulemusena surutakse maha valgu sünteesi initsiatsioon (Joonis 17).

			PKR-i funktsiooni oma kasuks pööramisel lasevad viirused peremehel seisata raku mRNA-de translatsiooni, samal ajal kui viiruse mRNA-de translatsioonil lastakse jätkuda. Selleks kasutatakse mitmesuguseid võtteid.

			-	Adenoviirus kodeerib spetsiifilisi väikesi VA RNA-sid. Need seovad PKR-i samas saidis, kuhu muidu seondub teda aktiveeriv dsRNA. Erinevalt dsRNA sidumisest toob VA RNA sidumine kaasa PKR-i inaktiveerumise. 

			-	Väga tavaliseks võtteks on dsRNA-d siduvate valkude, mis konkureerivad PKR-iga dsRNA-de sidumise pärast, kodeerimine viiruste poolt. Sellisteks valkudeks on näiteks reoviiruste σ3-valk ja A-gripi viiruse NS1-valk.

			-	Baculoviiruse valk PK2 moodustab PKR-iga heterodimeere. See blokeerib PKR-i autofosforüülumise.

			-	HCV E2 ja vaktsiiniaviiruse K3L-valgud funktsioneerivad PKR-i pseudosubstraatidena. 

			-	Paljude alfaviiruste struktuurivalkude sünteesi initsieeritakse eIF2α-faktorist mittesõltuva mehhanismi abil. 

			-	Viirused võivad kodeerida ka valke, mis eemaldavad eIF2α küljest fosfaadi ja sellega PKR-i töö ära nullivad. Selline funktsioon on näiteks HSV-valgul γ34,5. See valk pole küll ise fosfataas, kuid ta seondub raku proteiin-fosfataasiga 1α ja taasaktiveerib sedakaudu PKR-i inaktiveeritud eIF2. 

			Milles seisneb nende mehhanismide ilu, vähemalt viiruse poolt vaadatuna? PKR-i (või PERK) põhjustatud translatsiooniblokki ei võeta maha kogu rakus, vaid ainult nendes raku regioonides, kus paiknevad viiruse mRNA-d. Seega aktiveerub just viimaste translatsioon, samal ajal kui raku mRNA-de translatsioon jääb endiselt mahasurutuks.

			Võrreldes translatsiooni initsieerimise modifitseerimisega pakub translatsiooni elongatsiooni modifitseerimine viirustele tunduvalt vähem huvi. Sellist toimet on kirjeldatud HIV-1 valkude puhul. Samas, molekulaarseid mehhanisme, mille kasutamist HIV-1 puhul kunagi kirjeldatud ei ole, on üsna vähe. Ka on teada, et translatsiooni elongatsiooni faktorid võivad kuuluda RNAviiruste replikatsioonikompleksi koostisesse. Kas see on kuidagi seotud translatsiooni mõjutamisega või ainult viiruse RNA-de sünteesiga, pole enamasti teada. 

			Üks lihtsamaid raku translatsiooni blokeerimise võtteid on raku mRNA-de degradeerimine viiruste poolt. See võib toimuda rakutuumas (gripiviirused) või tsütoplasmas. Hästi on tuntud mRNA-de degradatsioon HSV ja poksviiruste näidetel: need viirused kodeerivad ja kannavad virionis kaasas nukleaase, mis põhjustavad mRNA-de kiiret lagundamist. HSV puhul on selleks valk VHS (ingl virion host shutoff). VHS ei tee vahet raku ja viiruse mRNA-del ja kiirendab kõikide rakus leiduvate mRNA-de lagundamist. Seepärast on oluline, et VHS toimib koos viiruse valkudega, mis blokeerivad peremehe mRNA-de sünteesi ja transporti. Selle tulemusena on VHS-i toime rakule ja viirusele erinev:

			-	Raku mRNA-d lagundatakse ja neid ei asendata uutega. 

			-	Viiruse mRNA-de lagundamine endaga sellist tagajärge kaasa ei too – neid sünteesitakse juurde. Seetõttu on viiruse mRNA-de stabiilsuse vähendamine viirusele soodne, võimaldades kiiresti üle minna ühe geenide klassi ekspressioonilt teise geenide klassi ekspressioonile. 

			Raku mRNA-de degradatsiooni suudavad põhjustada ka viirused, mis nukleaase ei kodeeri. See on tavaliselt seotud raku 2’-5’-oligoadenülaat-süntetaaside, mis sünteesivad lühikesi ebatüüpilisi RNA-sid (2’-5’oligo(A)’sid), aktiveerimisega. Need RNA-d on aktivaatoriks raku ensüümile RNaas L, mis aktiveerudes degradeerib rakus ssRNA-d. Mitmed viirused (adenoviirus, EBV, HIV) kodeerivad RNA-sid, mis on võimelised aktiveerima 2-5A- süntetaasi ja selle kaudu ka RNaas L-i. Rakud „eeldavad“, et RNaas L-i aktiveerumine on viirusele kahjulik. Samas võivad viirused ka selle süsteemi toime (nagu ka PKR-i oma) enda kasuks pöörata ja saavutada konkureerivate raku mRNA-de kõrvaldamise.

			Peremehe DNA replikatsiooni suruvad maha nii DNA kui ka RNA genoomsed viirused. Et DNA replikatsioon nõuab terve rea raku valkude juurdesünteesi, on raku DNA replikatsiooni mahasurumine sageli valgu sünteesi blokist tulenev sekundaarne efekt. Sellisel viisil inhibeerivad peremehe genoomi replikatsiooni HSV ja adenoviirus. Nende endi DNA süntees raku replikatsioonivalkudest oluliselt ei sõltu ja seetõttu raku valkude sünteesi mahasurumine seda ei takista. Herpesviiruste puhul on kirjeldatud ka peremeesraku DNA väljatõrjumist DNA replikatsioonisaitidest (tuumamembraanilt). Kõige radikaalsemat meetodit – peremeesraku DNA degradeerimist – kasutavad poksviirused. Seda protsessi viib nende viiruste puhul läbi virionis leiduv DNaas, mis liigub nakatatud raku tuuma ja toimib genoomi ssDNA lõikudel. Peremeesraku DNA degradeerimine on iseloomulik ka paljudele DNA-genoomsetele bakteriofaagidele ja suurtele DNA-genoomsetele vetikate viirustele.

			Raku DNA replikatsioonisüsteemi ülevõtmine on iseloomulik väikestele DNA-genoomsetele viirustele. Need viirused vajavad raku DNA replikatsiooniaparaati oma genoomi replikatsiooniks. Sageli sunnivad sellised viirused nakatatud rakke minema rakutsükli S-faasi ja kindlustavad sellega enda DNA replikatsiooniks vajalike komponentide kättesaadavuse. 

			Replitseeruvad viiruse genoomid, moodustuvad virionid ja nende moodustumise vahevormid kogunevad rakkudes sageli spetsiifilistesse saitidesse. Neid kohti nimetatakse viiruse replikatsiooniorganellideks, kuid erinevate viiruste puhul kasutatakse ka muid nimetusi: viirusvabrikud, inklusioonid, viroplasmad. Replikatsiooniorganellid paiknevad, sõltuvalt sellest, kus konkreetne viirus paljuneb, kas tsütoplasmas (poksviirused, reoviirused jt) või rakutuumas (herpeseviirused, adenoviirused jt). Nendel organellidel on sageli iseloomulik struktuuri, mida saab analüüsida elektronmikroskooptomograafiat kasutades (Joonis 18). 

			 

			[image: ]

			Joonis 18. Püramiidikujulised viiruse replikatsiooni-organellid (viirusvabrikud) mimiviirusega nakatunud amööbis. Sfäärilised struktuurid nende organellide pinnal on moodustuvad virionid. Joonis pärineb Zauberman et al., 2008, PLoS Biology, https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0060114.

			 

			Selliste organellide moodustamise aeg langeb üldjoontes kokku viiruse genoomide replikatsiooni algusega. Näiteks on teada, et umbes kolm tundi pärast HSV- infektsiooni algust kogunevad viiruse replikatsioonivalgud tuuma. Moodustuvad tuumasisesed fookused, mis aja jooksul suurenevad ja muutuvad globulaarseteks struktuurideks, milles toimub viiruse DNA süntees. Esialgu moodustuvad need struktuurid kohtades, kus on kättesaadavad viirusele vajalikud raku valgud ja/või struktuurid, tavaliselt tuuma ND10- (ingl nuclear domain 10) regioonides. Nendesse regioonidesse koguneb ka uuesti sünteesitud viiruse DNA ja sinna liiguvad viiruse transkriptsioonifaktorid, nt ICP4. Kõik see lubab arvata, et need regioonid on ka hilise transkriptsiooni toimumise kohtadeks. Ka moodustuvad nende regioonide ümbruses või nende sees uued tühjad prokapsiidid ning sünteesitud DNA pakitakse kapsiididesse. Seega on need saidid nii DNA sünteesi, hilise transkriptsiooni kui ka virionide moodustumise kohtadeks ja on ilmselt olulised koordineerimaks nende protsesside toimumist. Seda kinnitab kaudselt ka asjaolu, et struktuurid, milles toimuvad analoogsed protsessid, moodustuvad ka teiste viirusinfektsioonide korral. Seega on tegemist paljudele viirustele ühise ja olulise protsessiga, mille molekulaarsed alused on praegu veel ebaselged. Nii on vähe teada signaalidest, mis suunavad raku- ja viirusespetsiifilisi valke viiruse moodustatud kompartmentidesse. Arvatakse, et taoliste organellide moodustamine toimub kindlaid radu pidi, kuid taas pole nende aluseks olevad molekulaarsed protsessid enamasti teada. 

			Rakkude surma põhjustamine ja mõjutamine on iseloomustab iseloomulik eelkõige tsütolüütilistele viirustele. Tõsi, saab väita ka vastupidist – mittetsütolüütilised viirused on eriti osavad rakkude surma vältimisel. Mida siis viirus üldse vajab – nakatatud rakkude eluspüsimist või surma? Vastus sõltub nii viirusest kui selle infektsioonifaasist. Rusikareegel on selline, et varases infektsioonis on viirused alati huvitatud nakatatud rakkude eluspüsimisest ja hilises infektsioonis nad kas surmavad raku (aktiivne protsess) või ei pinguta enam raku elushoidmise nimel (passiivne mehhanism). Miks siis viirused, vähemalt infektsiooni alguses, rakkude surma väldivad? Põhjus on lihtne: rakkude programmeeritud (apoptootiline) surm on organismile oluliseks viirusvastaseks kaitsemehhanismiks. Teisisõnu – nakatunud raku kiire surma korral ei saa viirus seal edasi paljuneda. Apoptoosi edasilükkamine seevastu pikendab aega, mille jooksul viirus saab toota uusi virione. Seda, et apoptoos võib olla rakkude viirusvastase kaitsesüsteemi väga oluline osa, näitab ka asjaolu, et väga mitmed viirused kodeerivad anti-apoptootilise toimega valke. Samas leidub kirjanduses sageli väiteid, et viirused indutseerivad apoptoosi. Hilises infektsioonijärgus võib apoptoosi indutseerimine olla tõesti viirusele kasulik, näiteks kiirendamaks uute virionide vabanemist ja soodustamaks nende levikut. Ka ei põhjusta apoptoosi tagajärjel tekkivad apoptootilised kehakesed tugeva immuunreaktsiooni kujunemist. On isegi näidatud, et mitmed viirused levivad uutesse rakkudesse, n-ö peidetuna algselt nakatunud rakust tekkinud apoptootilistesse kehakestesse. Seepärast kodeerivad viirused tihti ka pro-apoptootilise toimega valke. Nende ülesandeks võib olla nakatunud rakk viirusele sobival ajal surmata. Samas on paljud pro-apoptootilistest valkudest viiruse varased valgud, mis sünteesitakse ajal, kui rakkude surm pole viirusele kasulik. Kuidas seda vasturääkivust seletada? Ilmselt on selliste valkude pro-apoptootiline toime nende põhifunktsioonidega kaasnev nähtus, mitte eraldi eesmärk. Näiteks võib viiruse eesmärk olla raku transkriptsiooni blokeerimine ja ei ole üllatav, et rakk üritab sellisele vahelesegamisele tema elutegevusse reageerida apoptoosi minekuga. Kui see kõik ühe lausega kokku võtta, siis saab väita, et viirus balansseerib nakatatud raku elu ja surma vahel ning näeb endale sobiva olukorra tekitamiseks ja selle oma paljunemiseks vajaliku aja vältel säilitamiseks kõvasti vaeva. See muidugi eeldab spetsiifiliste mehhanismide olemasolu. Nii ongi näidatud, et varases infektsioonis suruvad adenoviirused apoptoosi mitmete erinevate toimemehhanismidega valkude abil maha: viiruse E3-valgud kiirendavad Fas-valgu lagundamist, E1B-55kDa seisab vastu p53 indutseeritud apoptoosile ja E1B-19kDa-valk kujutab endast raku Bcl-2valgu viiruslikku homoloogi, mis, nagu ka raku Bcl-2-valk, heterodimeriseerub Bax-valguga. Mitmeid apoptoosi inhibeerivaid valke sünteesivad ka ASFV, poksviirused ja kahtlemata ka paljud teised viirused. Eriti heaks näiteks on putukaid nakatavad baculoviirused, mis kodeerivad alati vähemalt ühe anti-apoptootilise valgu. Baculoviiruste kodeeritud antiapoptootilised valgud on kaspaaside inhibiitorid ning katseliselt on näidatud, et nad on viirusele vajalikud. Nii kodeerib Autocrapha californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) antiapoptootilise valgu p35. Kui seda valku kodeeriv geen viiruse genoomist eemaldada, väheneb viiruse infektsioonilisus oma peremehele (liblikaröövikud) ligi 10 000 korda. Selle põhjuseks on asjaolu, et viirusega nakatatud rakud tunnevad viiruse olemasolu ära ja lähevad p35-valgu puudumisel apoptoosi veel enne, kui uus viiruste põlvkond valmida jõuab. 

			 

			Kordmisküsimused-

			1.	Kuidas mõjutavad viirused raku mRNA-de sünteesi, transporti ja stabiilsust?

			2.	Millist translatsioonietappi ja kuidas mõjutavad viirused kõige rohkem?

			3.	Mis on viiruse replikatsiooniorganellid: milleks need on olulised ja millised protsessid nendes toimuvad?

			4.	Kuidas viirused mõjutavad ja põhjustavad nakatunud rakkude surma?

		

	
		
			I.7. VIIRUSVASTASED RAVIMID 

			Irja Lutsar, Andres Merits

			Erinevalt bakteritest on viirused obligaatsed rakusisesed parasiidid. Nende elutegevus sõltub täielikult peremeesrakust; viirustel puudub ka oma valgusünteesi süsteem. Nendel põhjustel on viirusvastaste ravimite väljatöötamine olnud antimikroobsete ainete väljatöötamisest palju komplitseeritum. Viirust hävitada pole küll keeruline, kuid on raske leida aineid, mis hävitaksid viirust ilma peremeesrakku mõjutamata. Ideaalse viirusvastase aine, mida molekulaarbioloogilises kirjanduses nimetatakse ka antiviraaliks, ründepunktiks on viiruste kodeeritud spetsiifilised ensüümid, näiteks HIV-1 pöördtranskriptaas. Paraku on sellised ensüümid enamasti väga viirusespetsiifilised, see tähendab erinevad üksteisest oluliselt isegi samasse gruppi kuuluvate viiruste puhul. Seetõttu on viirusvastased ravimid antibiootikumidega võrreldes palju spetsiifilisemad, toimides üldjuhul vaid ühele viirusele või viiruse perekonnale. Lisaks on viirusvastased ravimid antibiootikumidest enamasti toksilisemad. Antibiootikumide ja viirusvastaste ravimite sarnasuseks on patogeenide võime muutuda nende suhtes resistentseks, põhjuseks kiire mutatsioonide tekkimine patogeenide genoomides ja/või pikaajalised ravikuurid. Kliinilises praktikas on kõige paremini kirjeldatud HIV-1 resistentsust retroviirusevastaste ravimite suhtes (ingl antiretrovirals, ARV), kuid resistentsust tuleb ette ka kõigi teiste viirusvastaste ravimite puhul. Sageli kasutatav mõiste on resistentsuse geneetiline barjäär: kui see on kõrge, tekib resistentsus ravimi suhtes aeglaselt (või harva), kui see on madal, siis tekib resistentsus kiiresti. Allpool on kirjeldatud viirusvastaste ainete toimemehhanisme ja toodud näiteid praegusajal kasutusel olevate ravimite kohta. Ravimifirmad ja arvukad teadusgrupid tegelevad intensiivselt uute viirusvastaste ühendite väljatöötamisega, seetõttu ei kujuta allpool toodud näited saadaval olevate ravimite täielikku nimekirja (olukord muutub pidevalt). Mitmete viirusinfektsioonide korral on vajalik erinevate ravimite kombineerimine, seetõttu kasutatakse kliinikus sageli ka kombineeritud mitut toimeainet sisaldavaid (ingl fixed dose combinations, FDC) preparaate.

			 

			I.7.1. Viirusvastaste ravimite ründepunktid

			Viirusvastased ravimid sekkuvad viirusinfektsiooni selle erinevates etappides (Tabel I.7.1). Kokku on kliinilisel kasutusel umbes 50 sellist ravimit, kõige rohkem on HIV-i vastaseid ravimeid (>30 ravimi). Kasutusel olevate ravimite arvu poolest järgnevad HCV (~10 ühendit, arv suureneb kiiresti), HBV, herpese- ja gripiviirused (igaühe jaoks ~5 ühendit). Nagu sellest nimekirjast ja Tabelist I.7.1 on näha, ei ole tänapäeval enamiku viiruste vastu meditsiiniliseks kasutamiseks viirusevastaseid ühendeid litsentseeritud. Kuigi palju viirusevastaste ravimite kandidaate on veel kliinilistes katsetustes, on ka neist enamik suunatud endiselt ülal nimetatud viiruste vastu.

			 

			Tabel I.7.1. Viirusevastaste ainete ründepunktid

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Ühendi poolt mõjutatav protsess

						
							
							Mehhanism

						
							
							Ravimid ja viirused, mille vastu nimetatud ained toimivad

						
					

				
				
					
							
							Peremeesorganismi mõjutamine (HTA – host targeting antivirals)

						
					

					
							
							Retseptori blokaatorid

						
							
							CCR5-retseptori blokeerimine takistab R-troopsete HIV-1 tüvede sisenemist peremeesrakku

						
							
							Maraviroc (HIV-1)

						
					

					
							
							Immuunsüsteemi stimuleerimine

						
							
							Interferooni stimuleerita-

							vate geenide aktiveerimine

						
							
							Alfa-interferoon (HBV, HCV)

						
					

					
							
							Viiruse rakku sisenemise takistamine

						
					

					
							
							Virioni seondumine

						
							
							Blokeerivad virioni seondumisvalke ehk antiretseptoreid (ingl virus attachment proteins)

						
							
							Neutraliseerivad antikehad 

							(VZV, HBV); mono-klonaalne antikeha Palivizumab (RSV)

						
					

					
							
							Viiruse ja raku-membraanide liitumine

						
							
							HIV-1 gp41 inhibeerimine takistab viiruse sulandu-mist peremeesrakku

						
							
							Enfuvirtide (HIV-1)

						
					

					
							
							Genoomi vabastamise (ingl uncoating) pidurdamine

						
							
							M2-kanali blokeerimine ja H+-ioonide virionidesse sisenemise takistamine

						
							
							Amandatiin, rimandatiin (A-gripi viirus)

						
					

					
							
							Viiruse replikatsiooni mõjutamine

						
					

					
							
							RNA sünteesi pidurdamine

						
							
							Mitmed halvasti tuntud mehhanismid

						
							
							Ribaviriin (HCV, HBV)

						
					

					
							
							Genoomi replikatsiooni pidurdamine

						
					

					
							
							Viiruse polümeraasi inhibiitorid

						
							
							Inhibeerivad viiruse kodeeritud DNA-st sõltuvat DNA polümeraasi 

						
							
							Nukleosiidi analoogid: atsüklovir, gancyclovir, tsidofovir (erinevad herpesviirused, sh HSV, CMV). Mittenukleosiidsed ravimid: foskarnet (CMV).

						
					

					
							
							Inhibeerivad viiruse pöördtranskriptaasi 

						
							
							NRTI ja NNRTI1 (HIV-1 ja HBV)

						
					

					
							
							Inhibeerivad viiruse RNA-st sõltuvat RNA polümeraasi 

						
							
							Nukleosiidi analoogid (sofosbuvir2 jt) ja mitte-nukleosiidid: dasabuvir jt (HCV)

						
					

					
							
							Viiruse intergraasi (ahela ülekande) inhibiitorid (ingl integrase strand transfer inhibitors, INSTI)

						
							
							Takistavad retroviiruse cDNA integreerimist raku genoomi 

						
							
							Raltegravir, elvitregravir, dolutegravir (HIV-1)

						
					

					
							
							Viiruse polümeraas-kompleksi moodustamise inhibiitorid

						
							
							Inhibeerivad viiruse liitvalku lõikavat proteaasi blokeerides eelvalgu lõikamise küpseteks replikaasivalkudeks

						
							
							Mitmed HCV-vastased ravimid, nagu botseprevir, telaprevir2 jt

						
					

					
							
							Viiruse terminaasi inhibiitorid

						
							
							Inhibeerivad CMV- terminaasi kompleksi

						
							
							Letermovir (CMV)

						
					

					
							
							Virionide moodustumise (ingl assembly) ja valmimise pidurdamine

						
							
							Inhibeerivad viiruse proteaasi

						
							
							Mitmed HIV-1 ravimid: darunavir jt 

						
					

					
							
							Täpne mehhanism teadmata

						
							
							Toimivad HCV NS5A valgu kaudu

						
							
							Daklatasvir, veltpatasvir2 jt (HCV)
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			1 Lühendid NRTI ja NNRTI tähistavad ravimite klasse, kummaski klassis on palju ühendeid.

			2 HCV inhibiitorite puhul kasutatakse kokkuleppeliselt järgmisi nimetusi: NS5A inhibiitori nime lõpus on -asvir, proteaasi inhibiitorite lõpus -previr ja NS5B polümeraasi inhibiitorite nime lõpus -buvir.

			 

			I.7.1.1. Peremeesorganismi mõjutamine

			Ühendeid, mille mis toimivad peremeesrakusse, nimetatakse kaudse toimega (ingl indirectly acting antivirals) või peremeest sihtivateks viirusvastasteks ühenditeks (ingl host targeting antivirals, HTA). Üheks selliseks ravimite grupiks, mida kasutatakse mõningate viirusinfektsioonide ravis, on interferoonid – viirusvastast ja immuunmoduleerivat toimet vahendavad tsütokiinid. Interferoonid on looduslike valkude rühm, mida toodetakse selgroogsete rakkudes vastusena viirusinfektsioonile ja teistele bioloogilistele mõjutustele; interferoonide süntees on sünnipärase immuunvastuse oluline osa. Organismis on interferoonid ohusignaali tekitajad ning selle ülekandjad. Ise nad viirust ei mõjuta; selle asemel seonduvad interferoonid spetsiifiliste membraaniretseptoritega peremeesrakkude pinnal. Tulenevalt retseptorite omadustest on see seondumine selektiivne, näiteks seonduvad inimese rakule inimese interferoonid. Interferooni seondumine retseptorile käivitab rakusiseste protsesside ahela (signaalülekande), mille tulemusena rakud käivitavad sadade interferoonide poolt aktiveeritavate geenide (ingl interferon stimulated gene, ISG) ekspressiooni. Nende geenide produktide hulgas on ensüüme ja muid valke, mis pärsivad viiruse replikatsiooni ja rakkude proliferatsiooni. Interferoonid moduleerivad ka immuunsüsteemi aktiivsust, suurendades muu hulgas fagotsütaarset aktiivsust ja lümfotsüütide spetsiifilist tsütotoksilisust. Selle tulemusena viiruse replikatsioon kas pidurdub täielikult või ei ole viirused enam võimelised rakust lahkuma. Interferoonidest, nende tüüpidest ja toimemehhanismidest saab lähemalt lugeda õpikust „Immunoloogia“ (Raivo Uibo, Kalle Kisand, Pärt Peterson, Koit Reiman, 2015). Ravimitena on kasutusel α-, β- ja γ-interferoonid. α- ja β-interferoonid kuuluvad I tüüpi interferoonide hulka, samal ajal kui γ-interferoon on II tüüpi interferoon. Viirushaiguste ravis on kasutusel keemiliselt modifitseeritud α-interferoonid. Sageli kasutatakse neid kombineerituna ribaviriini ja/või teiste viirusevastaste ainetega, näiteks kroonilise HBV- ja HCV-infektsiooni ravis. Interferoonide kui ravimite peamiseks puuduseks on nende kasutamisega kaasnevad sagedased kõrvalmõjud: palavik, peavalud jne. Kõrvalmõjud tulenevad sellest, et tegelikult on enamik viirushaiguste sümptomeid põhjustatud organismi sünnipärase immuunvastuse poolt. Seetõttu kutsub selle süsteemi olulise komponendi (interferoonide) süsteemne kasutamine organismis esile sarnased reaktsioonid.

			Viiruse rakku sisenemise inhibiitorid. Ajalooliselt vanimaks võtteks on viirust neutraliseerivate antikehade manustamine. Seda nimetatakse passiivseks immuniseerimiseks ja see takistab virioni valkude seostumist peremeesraku retseptoriga ning neutraliseerib viirust. Tänapäeval kasutatakse passiivset immuniseerimist näiteks:

			-	tuulerõugeviirusega (Varicella zoster virus, VZV) kokkupuute järgses profülaktikas (ainult riskigrupi haigetele);

			-	teatud juhtudel (nt hammustus kaela) marutõve profülaktikaks; 

			-	B-hepatiidi profülaktikaks HBsAg-positiivsetelt emadelt sündinud vastsündinutel;

			-	 inimese tsütomegaloviiruse (Human cytomegalovirus, HCMV) infektsiooni ravis on samuti kasutusel spetsiifiline immunoglobuliin. 

			Kui VZV, marutõveviiruse, HBV- ja HCMV-infektsiooni vastu kasutatakse ka teisi ravimeid (Tabel I.7.1) ja/või on olemas efektiivsed vaktsiinid, siis inimese RSV (ingl Human respiratory syncytial virus, tuntud ka kui RS-viirus) puhul on siiani jäänud ainsaks infektsiooni vältimise vahendiks passiivne immuniseerimine (Tabel I.7.1). RSV-vastast monokloonset antikeha manustatakse riskigruppi kuuluvatele imikutele. 

			Viiruse rakku sisenemist takistavad ka kaks HIV-infektsiooni raviks kasutatavat ravimigruppi. Peremeesraku kemokiiniretseptorit CCR5, mis on HIV-i abiretseptoriks, blokeerivad retseptori antagonistid (maraviroc, vicriviroc jt) takistavad R-troopsete HIV- tüvede rakkudele seondumist (Joonis 19). HIV-1 fusioonivalku (gp41, ka TM-valk) inhibeeriv 33-st aminohappejäägist koosnev peptiid T-20 (enfuvirtide) takistab virioni ümbrise ja raku plasmamembraani liitumist (fusiooni ehk sulandumist) ja selle kaudu HIV-i sisenemist peremeesrakku. Kliinilistes uuringutes on ka mitmeid lootustandvaid RSV fusioonivalkude inhibiitoreid.
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			Joonis 19. Maraviroc on HTA, mille toime põhineb sellel, et ta seondub raku CCR5-valgule, mis on üheks HIV-1 abiretseptoriks. Selline seondamine ei võimalda HIV-il seda abiretseptorit kasutada ja rakku nakatada. 

			 

			Paljud viirused sisenevad rakku endotsütoosi teel ja nende genoomi vabastamiseks/aktiveerimiseks on vajalik endosoomi happeline keskkond. Seetõttu on ühenditel, mis takistavad endosoomi pH taseme langemist, ka mõningane viirusevastane aktiivsus. Selline on näiteks malaariavastane ühend klorokiin, millest enamasti siiski viirusinfektsiooni takistamiseks ei piisa. Küll aga on A-gripi viiruse vastu kasutatud aineid nimetustega amantadiin ja rimantadiin. Need mõlemad on nõrgad aluselised ühendid, mis blokeerivad A-gripi viiruse ümbrises paikneva M2-valgu moodustatud H+-kanali ning takistavad selle kaudu vesinikuioonide sissevoolu gripiviiruse virionidesse. Selle tagajärjel ei dissotsieeru virioni peamise maatriksvalgu M1 molekulid viiruse ribonukleoproteiinide küljest lahti. Et gripiviiruse genoomi vabastamise ja aktiveerimise (tuumatransport) protsess on takistatud, ei järgne ka genoomi transkriptsiooni ega replikatsiooni. Et erinevate gripiviiruste ioonkanalite valgud erinevad üksteisest suurel määral, toimivad amantadiin ja rimantadiin ainult A-gripi viirusesse. Paraku on ka A-gripi viirus muutunud nende ühendite suhtes enamasti resistentseks; seda suuresti selle tõttu, et rimantadiini on kasutatud suurtes koguses põllumajanduses, soovides sel viisil vältida kanade nakatumist gripiviirusega.

			 

			I.7.1.2. Viiruse genoomi replikatsiooni mõjutamine

			Kuigi mRNA süntees on viiruse replikatsiooniprotessis hädavajalik, ei ole see DNA-genoomsete viiruste puhul kõige sobivam viirusvastaste ainete ründepunkt: viiruse ja peremeesraku mRNA-d on väga sarnased. Siiski on ka viiruse mRNA-de sünteesi võimalik mingil määral spetsiifiliselt mõjutada. 

			 

			Laia spetsiifilisusega viirustevastased ühendid

			Ribaviriin on riboguanosiini analoog, mis pidurdab puriinnukleosiidide biosünteesi ja mRNA-de cap-struktuuride sünteesi. Tema täpne toimemehhanism DNA-viiruste (nt adenoviirus, HBV) vastu on teadmata. Koekultuuris pidurdab ribaviriin ka mitmete RNA-viiruste (RSV, HCV), sealhulgas hemorraagilist palavikku põhjustavate filo- ja arenaviiruste paljunemist. Kui aga ribaviriini üritati kasutada RSV-infektsiooni raviks patsientidel, ei osutunud ta efektiivseks. Asjaolu, et ribaviriin mõjutab erinevatesse süstemaatilistesse gruppidesse kuuluvaid viiruseid, viitab sellele, et tal on mitu erisugust toimemehhanismi. Ehkki ribaviriin ei ole väga efektiivne inhibiitor, on tema kliiniline efektiivsus tõestatud krooniliste HBV- ja HCV-infektsioonide ravis, kus ribaviriini kasutatakse kombinatsioonis teiste viirusvastaste ravimitega. Mõnevõrra sarnaneb ribaviriiniga oma omadustelt ka eksperimentaalne gripiviiruse RNA-st sõltuva RNA polümeraasi inhibiitor favipiravir. Ka see ühend toimib mitmete RNA-genoomsete viiruste, sealhulgas filo- (ebolaviirus), flavi- (Zika viirus), alfa- (Chikungunya viirus), koroona- (SARS-CoV-2), arena- ja bunyaviiruste inhibiitorina. Favipiraviri toime on kõikidel juhtudel seotud viiruse RNA polümeraasi mõjutamisega, kuid tema täpne toimemehhanism pole teada ja see võib erinevate viiruste puhul erineda. 

			 

			Viiruste polümeraaside inhibiitorid

			Väikesed DNA-viirused (papilloomi-, polüoomi-, parvo- ja anelloviirused) kasutavad oma genoomi replikatsiooniks raku DNA polümeraasi. Ülejäänud viiruste replikatsioonis osalevad ka viiruse poolt kodeeritud polümeraasid; erinevatel viirustel kas DNA-st sõltuv DNA polümeraas (DdDp), RNA-st sõltuv DNA polümeraas (RdDp, pöördtranskriptaas) või RNA-st sõltuv RNA polümeraas (RdRp). Need kõik on vastavate viiruste jaoks võtmetähtsusega ensüümid. Seetõttu on ka viiruse polümeraaside inhibiitorid kõige suurem viirusvastaste ainete rühm. Vastavaid ravimeid kasutatakse paljude ägedate (HSV, VZV, CMV) ja krooniliste (HIV, HBV, HCV) viirusinfektsioonide ravis (Tabelid I.7.1 ja I.7.2). 

			Viiruste puhul, mille funktsionaalne replikaas moodustub liitvalgu lõikamise teel, saab takistada ka replikaasi valmimist, inhibeerides liitvalgu lõikamist teostavat viiruse proteaasi. Praegu kasutatakse seda strateegiat HCV vastu: viiruse NS3/4A proteaasi inhibiitorid seostuvad ensüümi aktiivtsentrisse ja inhibeerivad selle tööd. Ilmselt takistavad HCV replikatsioonikomplekside moodustamist ja/või nende funktsioneerimist ka HCV NS5A-valgu vastased inhibiitorid. NS5A ei ole küll ise polümeraas, kuid ta on hädavajalik viiruse polümeraasse kompleksi toimimiseks.

			Suur osa viirusvastastest ravimitest on nukleosiidide (adenosiini, tümidiini, guanosiini, tsütosiini ja uratsiili) analoogid, koosnedes lämmastikalusest ja suhkrujäägist (Joonis 20), millest üks või/ja teine on modifitseeritud. Seetõttu erinevad need ained normaalsetest rakus kasutatavatest nukleosiididest. Nukleosiidi analoogid ründavad selektiivselt viiruse polümeraase, mis on inimese DNA polümeraasidega võrreldes väiksema substraadi-spetsiifilisuse ja sünteesi täpsusega ensüümid ning seovad ja kasutavad kergesti taolisi pseudosubstraate. Seega, tegemist on polümeraaside substraatsete inhibiitoritega, mis mõjutavad viiruse nukleiinhapete sünteesi. Inhibiitori viiruse nukleiinhappe molekuli liitumise tulemuseks on sünteesitava ahela elongatsiooni protsessi pidurdumine või katkemine. On tähelepanuväärne, et sellise toimega aineid sünteesib ka viirusega nakatunud rakk ise: valk nimega viperin (üks paljudest ISG-dest) sünteesib CTP-st ddhCTP (3ʹ-deoxy-3′,4ʹdidehydro-CTP) molekule mis toimivad kui ahela sünteesi terminaatorid. Nii looduslike ühendite puhul kui ka kunstlike inhibiitorite puhul põhjustab elongatsiooni piduramist nukleiinhapete sünteesiks kriitiliselt tähtsa 3’-hüdroksüülgrupi puudumine inhibiitori molekulis: seda kas lihtsalt ei ole (atsüklovir; Joonis 20) või asendab seda mingi teine funktsionaalne grupp (asidotümidiin). Seega ei võimalda niisuguse aluse nukleiinhappesse lisamine viiruse polümeraasil DNA- või RNA-ahela sünteesi jätkata. Samas, modifitseeritud nukleotiidi ahelasse lisamisest replikatsiooni inhibeerimiseks ilmtingimata ei piisa: viiruste DNA polümeraasidel on võime eemaldada sünteesitud ahelast sinna ebakorrektselt liidetud aluseid (proofreading-aktiivsus). Seepärast on oluline, et ahelasse liidetud inhibiitor seal ka püsiks. Parimaks näiteks on siin atsüklovir – herpesviiruse DNA polümeraas ahelasse lisatud atsükloviri jääki eemaldada ei suuda. Veel rohkem – herpesviiruse DNA polümeraas jääb atsükloviri poolt katkestatud DNA-ahela külge kinni ega saa seetõttu ka DNA sünteesiga uuesti alustada. Seepärast nimetatakse atsükloviri absoluutseks terminaatoriks. Enamikul nukleosiidsetel/nukleotiidsetel inhibiitoritel ei ole kõiki atsükloviri omadusi, kuid võime sünteesitavasse ahelasse püsima jääda on neil kõigil olemas.

			Et polümeraas saaks nukleosiidi analooge kasutada, on neid tarvis rakus fosforüülida nukleosiid-trifosfaatideks. Valmis nukleosiid-trifosfaate ravimitena kasutada ei saa – fosfaatide negatiivse laengu tõttu on need polaarsed ühendid ega suuda läbida raku plasmamembraani. Nukleosiidide fosforüülimine toimub seetõttu raku sees kas viiruse ja peremeesraku ensüümide või ainult peremeesraku ensüümide poolt. Näiteks lisavad HSV- ja VZV tümidiinkinaasid (TK) atsüklovirile esimese fosfaatgrupi, mille tulemusena moodustub atsüklovirmonofosfaat. Sellele lisavad peremeesraku kinaasid järgnevalt ülejäänud kaks fosfaati ning moodustub atsüklovirtrifosfaat (Joonis 20). Seega on herpesviirused, millel TK puudub või on muteerunud, atsükloviri suhtes resistentsed. Samuti on atsükloviri suhtes resistentsed nakatamata peremeesrakud, kus selle ühendi fosforüülimiseks sobivat TK-d pole. Peremeesraku ensüümid fosforüülivad aga teisi nukleosiidi analooge, nt asidotümidiini (AZT). Enamasti on selliste ravimite aktiveerimise kitsaskohaks esimese fosfaadi lisamine, pärast seda kulgevad reaktsioonid kiiresti. Seetõttu kasutatakse üha rohkem aineid, millele on esimene fosfaat juba lisatud; sellisel juhul on tegemist nukleotiidi, mitte nukleosiidiga. Vältimaks fosfaatgrupi negatiivse laengu mõju ühendi rakku sisenemisele, blokeeritakse see mitmete lisandite poolt; rakus need eemaldatakse ja ühend aktiveeritakse kahe fosfaadi lisamise teel (Joonis 23). Nukleotiidsetest ravimitest on kasutusel herpesviiruste inhibiitor tsidofovir (tsütosiini analoog); adefovir on adenosiini analoog, mis on osutunud efektiivseks B-hepatiidi ravis. Ka HCV ravis murrangu põhjustanud sofosbuvir on nukleotiid (Joonis 23), samuti ka SARS-CoV-2 vastane ühend remdesivir. 

			Peale nukleosiidide/nukleotiidide on klassikalised herpesviiruste polümeraasi inhibiitorid ka DNA replikatsiooni kõrvalprodukti (pürofosfaadi) analoogid foskarnet (fosfonoformaathape) ja fosfonoatseethape. Need ühendid seostuvad DNA polümeraasile ja takistavad substraatide (nukleotiidide) seostumist. Sellise toimemehhanismi tõttu ei vaja foskarnet kinaasidepoolset aktiveerimist, mis võimaldab kasutada teda ka atsükloviriresistentsete herpesviiruste ja HCMV-infektsiooni ravis.

			Mitte kõik viiruste polümeraaside inhibiitorid ei jäljenda nukleiinhapete sünteesi substraate või kõrvalprodukte. HCV RNA polümeraasi ja HIV pöördtranskriptaasi inhibeerimiseks kasutatakse ka mitte-nukleosiidseid ühendeid. Need on allosteerilised inhibiitorid, mis seonduvad spetsiifiliselt viiruse polümeraasiga, kuid teevad seda väljaspool polümeraasi aktiivsaiti (Joonis 21).
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			Joonis 20. Nukleosiidsete inhibiitorite rakusisese aktiveerumise ning toimimise mehhanism atsükloviri näitel. Atsükloviri konverteerimist atsüklovir-monofosfaadiks viib läbi herpesviiruse tümidiinkinaas; herpesviiruse DNA polümeraas kasutab dGTP asemel atsüklovir-trifosfaati.
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			Joonis 21. HIV-1 pöördtranskriptaasi mudel. HIV-1 pöörtranskriptaas on heterodimeer. Tema väikseim allühik (p51) ei ole ensümaatiliselt aktiivne. Polümeraasi katalüütiline allühik on p66, temas paiknevad sõrmede, peopesa, pöidla, linkeri ja RNaasH domeenid (ingl fingers, palm, thumb, connection ja RNaseH) on esitatud erinevate värvidega. Näidatud on matriitsahela ja sünteesitava DNA-ahela paiknemine polümeraasi suhtes. Rohelisega on näidatud polümeraasi aktiivtsenter, mis seob substraate (dNTP) ja on NRTI-de sihtmärgiks. Hüdrofoobne NNRTI-sid seondav tasku on näidatud kollasega. Joonis pärineb Pata et al., 2004, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, https://doi.org/10.1073/pnas.0404151101

			 

			I.7.1.3. Virionide moodustumise, valmimise ja rakult vabanemise inhibeerimine

			Virionide moodustamine, valmimine ja vabanemine nakatatud rakust toimub erinevatel viirustel eri nevaltmoodi. HIV-1 virionide valmimise protsessis on oluline viiruse proteaas, mis vahendab virioni pakitud liitvalkude lõikamist valmis valkudeks. HIV-1 kodeeritud proteaasi inhibiitorid pidurdavad selektiivselt HIV-i valmimata virionidesse pakitud liitvalkude lõikamist, hoides seeläbi ära küpsete virionide moodustumise. Et HIV-i puhul on liitvalkude lõikamine vajalik ka pöörtranskriptaasi ja integraasi aktiveerumiseks, on seda protsessi inhibeerivate ainete toimel sarnasusi HCV NS3/4A proteaasi inhibiitorite toimega.

			Gripiviiruste infektsioonis on virionide efektiivsel vabanemisel rakust eriline roll; seda seetõttu, et gripiviiruse retseptor (siaal- ehk neuramiinhape) on äärmiselt tavaline raku välispinna komponent. Et siaalhape seob ka punguvate virionide ümbrises paiknevat HA-valku, kleepuvad virionid rakust vabanemise asemel peremeesrakule tagasi või üksteisega kokku. Viiruse jaoks päästab olukorra virionis paiknev ensüüm neuraminidaas (NA), mis eemaldab membraanide küljest siaalhappe jäägid; see võimaldab pungunud virionidel peremeesrakust vabaneda. Seda protsessi takistavad NA inhibiitorid oseltamivir ja zanamivir. Erinevalt amantadiinist ja rimantadiinist on need inhibiitorid efektiivsed nii A- kui ka B-gripi viiruste vastu. 

			 

			I.7.2. Viirused ja nendevastased ühendid

			I.7.2.1. Herpesviiruste inhibiitorid 

			Kõige sagedamini kasutatavad alfa-herpesviiruste- (nt HSV-1, HSV-2 ja VZV) vastased ravimid on atsüklovir ja selle eelravim (ingl prodrug) valatsüklovir ning pentsüklovir ja selle eelravim famtsüklovir. Nimetatud eelravimid toimivad samade mehhanismide kaudu, kuid on erinevalt atsüklovirist ja pentsüklovirist oluliselt parema biosaadavusega ning neid on seetõttu lihtsam suu kaudu manustada. Aktiveerumiseks vajavad kõik need inhibiitorid fosforüülimist viiruse TK ja raku kinaaside abil (Joonis 20). Atsüklovir ja selle analoogid ei ole seetõttu mittenakatatud peremeesrakule toksilised; samuti ei seo inimese DNA polümeraas atsüklovirtrifosfaati. Nimetatud omadused on võimaldanud nende ainete laialdast kasutamist. On olemas ka atsükloviriresistentsed viirusetüved, selle põhjuseks on viiruse TK või DNA polümeraasi geenide mutatsioonid. Siiski leitakse niisuguseid tüvesid väga harva. Atsükloviri kasutatakse kõikide HSV-infektsiooni tüüpide (huule- ja genitaalherpes, herpesentsefaliit) profülaktikaks ja raviks. Lisaks HSV-infektsioonide ravile on atsüklovir efektiivne ka VZV-infektsioonide ravis, ehkki sellisel juhul tuleb kasutada suuremaid annuseid. See tuleneb asjaolust, et VZV replikatsioon on HSV omast aeglasem ja VZV TK on suhteliselt kehvem atsükloviri fosforüülija. Kõigil neil inhibiitoritel, nagu ka allpool kirjeldatud gantsükloviril ja tsidofoviril, on üks ja seesama piirang: need ühendid on aktiivsed vaid herpesviiruste produktiivse infektsiooni korral ning neil ei ole mingit mõju latentsele herpesviirusele. See tuleneb asjolust, et latentse infektsiooni korral ei tooda herpesviirused oma DNA polümeraasi: nad kas ei replitseeru üldse (alfaherpesviirused) või kasutavad oma DNA replitseerimiseks peremehe DNA polümeraasi (beetaherpesviirused). Samas on need ühendid kasutusel profülaktiliselt, sest nad võimaldavad vältida latentse herpesviiruse kliinilist aktiveerumist.

			Gantsüklovir on guanosiini analoog, mis on aktiivne atsüklovirravile mittealluvate beetaherpesviiruste (HCMV) puhul. HCMV-l ei ole tümidiin-kinaasi geeni, mistõttu atsüklovir HCMV-le ei mõju. Gantsükloviri fosforüülib aga mingil põhjusel HCMV kodeeritud proteiinkinaas. Gantsükloviri suudab fosforüülida ka HSV tümidiinkinaas, mistõttu gantsüklovir mõjub ka HSV-dele. Mõningal määral toimub gantsükloviri fosforüülimine ka raku kinaaside abil; seetõttu on gantsükloviri toksilisus nakatamata rakkudele suurem kui atsükloviril. Kasutusel on ka suu kaudu manustatav eelravim valgantsüklovir, mida, nagu ka gantsükloviri, kasutatakse HCMV-infektsiooni profülaktikas ja ravis.

			Tsidofovir ei ole nukleosiid, vaid nukleotiid (monofosfaat) ning seetõttu ei vaja viiruse valkude poolset fosforüülimist. Tsidofovir on tsüstidiini analoog ning on võimeline inhibeerima mitmete erinevate viiruste (herpes-, adeno- ja poksviirused) polümeraase. 

			 

			I.7.2.2. HIV-i inhibiitorid (antiretroviirusravimid)

			HIV-i inhibiitorite väljatöötamine on olnud üks suuremaid edulugusid viirusevastaste ühendite väljatöötamisel. See toimus erakordselt kiiresti: HIV-i avastamisest esimese ravimi kasutuselevõtmiseni kulus vaid neli aastat. Ka on suur HIV-i vastaste ühendite koguarv ja neil on hulk erinevaid toimemehhanisme. See on võimaldanud muuta HIV-infektsiooni, mis 1980-ndatel oli ravimatu ja surmav, ravimite poolt kontrollitavaks. HIV-i inhibiitorite kombineeritud kasutamine on oluliselt vähendanud ravimiresistenstuse tekkimist ja võimaldab efektiivselt blokeerida viiruse levikut inimeselt inimesele, näiteks sünnitusel, emalt lapsele või ühelt partnerilt teisele. 

			Asidotümidiin (AZT) kuulub NRTI-de hulka ja on esimene (1987. aastal) HIV-i-vastases ravis kasutusele võetud ravim. Resistentsuse tekkimise tõttu pole AZT-monoteraapia enam kasutusel, välja arvatud mõnikord HIV-infektsiooni profülaktikaks HIV-positiivselt emalt sündinud lapsele. Samas on AZT kasutusel kombineeritud HAART-ravi (ingl highly active antiretroviral therapy) ühe komponendina. HIV-infektsiooni raviks on kasutusel ka arvukalt muid NRTI-sid (Joonis 22). HIV-1 vastased NRTI-d on herpesviirusevastastest nukleosiidide analoogidest toksilisemad järgmiste asjaolude tõttu.

			1.	Nende esmane fosforüülimine toimub peremeesraku kinaaside poolt. 

			2.	Need ravimid on vähem spetsiifilised. HIV-pöördtranskriptaasiga võrreldes on rakutuuma DNA polümeraaside tundlikkus AZT suhtes küll umbes 100 korda väiksem, kuid AZT ja teised NRTI-d inhibeerivad inimese mitokondriaalset DNA polümeraasi. Tõenäoliselt on selle põhjuseks asjaolu, et sellel ensüümil on samuti pöördtranskriptaasne aktiivsus. 

			Nevirapiin, delavirdiin ja efavirens on näited kasutusel olevatest NNRTI-dest. Nad ei seondu pöördtranskriptaasi aktiivsaiti (Joonis 21) ja tänu sellele on neid preparaate võimalik kasutada ka juhul, kui NRTI-de suhtes on kujunenud resistentsus. Ka on NNRTI-d väga efektiivsed ja selektiivsed: erinevalt NRTI-dest ei mõjuta nad peremehe DNA polümeraase. Ka nende suhtes tekib kergesti resistentsus, mis on enamasti üldine: viirus muutub resistentseks kõigi seda tüüpi ühendite suhtes. Küll aga on NNRTI-d kasutusel HAART-ravi komponentidena. 

			[image: ]

			Joonis 22. HIV-1-vastaste ühendite klassid: nende rünnakukohad ja esindajad. Joonisel on näidatud ka peatüki muudes osades kirjeldatud HIV-i inhibiitorid. 

			 

			Proteaasi inhibiitorid saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, darunavir ja teised takistavad HIV-i proteaasi tööd. Viiruse ensüüm on dimeerne aspartüülproteaas, inhibiitorid seostuvad selle allühikute vahel paikneva hüdrofoobse aktiivtsentriga. Nagu teiste HIV-i-vastaste ravimite puhul, kujuneb ka proteaasi inhibiitorite monoteraapia puhul kiiresti välja ravimiresistentsus. Antud juhul põhjustavad seda mutatsioonid proteaasi kodeerivas alas. Seetõttu on ka HIV-i proteaasi inhibiitorid kliinilises praktikas kasutusel kombinatsioonides teiste antiretroviirus-ravimitega.

			HIV-i integraasi inhibiitorid dolutegravir, elvitregravir ja raltegravir seonduvad integraasi aktiivtsentriga ning blokeerivad HIV-i cDNA integreerumist peremeesraku genoomi. Tegemist on praegu kasutatavatest HIV-i inhibiitoritest kõige uuema rühmaga.

			Loomulikult ei ole HIV-i-vastaste ravimite väljatöötamine lõppenud. Uuemad inhibiitorid, mida mõnikord nimetatakse ka teise põlvkonna inhibiitoriteks, on vanematest efektiivsemad ja väiksemate kõrvalmõjudega. Samuti on neid ratsionaalselt kavandatud nii, et nad toimiksid ka ravimiresistentsetele HIV-i tüvedele ja et nende endi vastu kujuneks resistentsus võimalikult harva. Nii näiteks kujuneb esimesena kasutusel tulnud integraasi inhibiitori raltegraviri vastane resistentsus väga kiiresti. Samal ajal on resistentsuse tekkimine hiljem kasutusele tulnud dolutegraviri suhtes palju aeganõudvam.

			Sõltumata toimemehhanismist, on kõigi HIV-i-vastaste ravimite puhul ühiseks probleemiks see, et nad mõjutavad ainult replitseeruvat viirust ega avalda mingit mõju mitteaktiivsele proviirusele. Sellist latentset proviirust kandvad CD4-mälurakud moodustavad organismis „viirusedepoo“, mis paraku tagab HAART-ravi katkestamisel HIV-i taasaktiveerumise. Seni pole suudetud leida meetodit selle latentse depoo äratundmiseks ja hävitamiseks; seetõttu on HIV-i ravi eluaegne. Küll aga on õnnestunud oluliselt parandada ravimite kineetikat ning tarvitusele võetud mugavamalt kasutatavad kombineeritud ravimpreparaadid (FCD). 

			 

			I.7.2.3. HCV inhibiitorid

			Kui HIV-i inhibiitorite väljatöötamine oli kiire edulugu, siis HCV-vastaste ravimitega olid lood vastupidi: nende väljatöötamine oli alguses pidev ebaõnnestumiste jada. Kord ei olnud need ained piisavalt efektiivsed, siis ei suutnud nad siseneda HCV poolt nakatatud maksarakkudesse, kord kujunes resistentsus nende suhtes välja oodatust kiiremini või siis ilmnesid katsetuste käigus ootamatud kõrvalmõjud. Seetõttu põhines HCV-vastane ravi ka 20 aastat pärast viiruse identifitseerimist ikka veel ebaspetsiifiliste inhibiitorite, ribaviriini ja α-interferooni kasutamisel. Esimesed otseselt HCV-d mõjutavad ühendid (ingl directly acting antiviral, DAA) võeti kasutusele alles 2011. aastal. Seega kulus nende loomiseks 22 aastat; võrdluseks: HIV-i puhul kulus selleks vaid neli aastat. Ebaõnnestumistest oli aga õpitud ja esimestele HCV DAA-dele järgnes kiiresti hulk uusi erinevatesse ravimiklassidesse kuuluvaid ühendeid.

			Esimesed HCV-vastased DAA-d olid viiruse NS3/4A proteaasi inhibiitorid boceprevir ja telaprevir (Joonis 23). Need on NS3/4A proteaasi substraadi mimeetikud ja seonduvad kovalentselt ensüümiga. Mõlema ühendi puhul on probleemiks nende kasutamisega kaasnevad kõrvalmõjud ja see, et neid on vaja kombineerida ribaviriini ja interferooniga. Järgnevalt on kasutusele võetud efektiivsemaid ja väiksemate kõrvalmõjudega proteaasi inhibiitoreid, sealhulgas ka selliseid, mis ensüümiga kovalentselt ei seondu, näiteks simeprevir.

			Tõelise murrangu HCV-infektsiooni ravis tõi kaasa esimese RNA polümeraasi (NS5B) nukleotiidse inhibiitori – sofosbuviri kasutusele võtmine 2013. aasta lõpus. Sofosbuvirile (Joonis 23) kuulub ravimite maailmas palju rekordeid: selle ühendi omandamine arendajalt toimus 2011. aastal tema tootja/turustaja poolt tolle aja kohta rekordilise 10,7 miljardi dollari eest. Tegelikult osutus see peenrahaks, sest sofusbuvirist kujunes (müüginumbrites) kõigi aegade edukaim ravim. Juba esimese kolme aastaga (2014–2016) müüdi seda, osalt kombineerituna teiste HCV ravimitega, rohkem kui 40 miljardi dollari eest. Selle edu taga on sofosbuviri erakordne efektiivsus: 1) ta on väga aktiivne; 2) tal on äärmiselt kõrge resistentsusebarjäär; (3) sofusbuvir on aktiivne teatud HCV genotüüpide puhul ilma interferoonita; (4) on suu kaudu manustatav; (5) on efektiivne erinevate HCV genotüüpide vastu ja (6) on kombineeritav teiste uudsete HCV inhibiitoritega. Seega on sofosbuvir peaaegu ideaalne ravim kõiges, kõrge hind muidugi välja arvatud. Viimane on ka üheks põhjuseks, miks võidujooks HCV-vastaste ravimite väljatöötamiseks jätkub. Nii on turule tulnud ka teised HCV polümeraasi inhibiitorid, sealhulgas mittenukleosiidsed inhibiitorid, mis oma toimelt sarnanevad HIV-ivastaste NNRTI-dega. Üheks selliseks ühendiks on näiteks dasabuvir (Joonis 23). 

			Äärmiselt efektiivseks on osutunud HCV mittestruktuurse valgu NS5A inhibiitorid (Joonis 23). Parimad nende hulgast – näiteks daklatasvir – on nii efektiivsed, et viiruse inhibeerimiseks piisab mõnest inhibiitori molekulist nakatunud raku kohta, milles on tuhandeid NS5A-valgu koopiaid. Kuidas see toimub, on siiani ebaselge; kahtlemata ei saa olla tegemist lihtsa „NNRTI tüüpi“ allosteerilise sidumisega. Isegi see, et nende ravimite sihtmärgiks on NS5A, tuleneb kaudsetest andmetest – nimelt tekivad daklatasvirivastast resistentsust põhjustavad mutatsioonid just NS5A valgus.

			HCV-vastane teraapia on tänapäeval (2020. a seisuga) väga efektiivne: sõltumata viiruse genotüübist terveneb >90% patsientidest. Seejuures on tervenemine täielik ja püsiv: erinevalt HIV-ist, herpesviirustest ja HBV-st ei ole HCV-l, mis on positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirus (Joonis 23), latentset depood. Tõsi, HCV-nakkuse läbipõdemisega ei kaasne paraku kaitsva immuunvastuse tekkimist. Seetõttu võib terveks ravitud patsient uuel kokkupuutumisel viirusega uuesti nakatuda. Paraku võib see juhtuda väga kergesti, sest võrreldes HIV-1 ja HBV-ga, kandub HCV oluliselt efektiivsemat üle.
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			Joonis 23. A. HCV genoom struktuur ja tema valkude vastu suunatud inhibiitorid. B. Sofosbuviri struktuur ja tema aktiveerumise rada rakus. 

			 

			I.7.2.4. Gripiviiruse inhibiitorid

			Erinevalt latentset infektsiooni põhjustavatest herpesviirustest ja kroonilist infektsiooni põhjustavatest HCV-st ja HIV-ist põhjustavad gripiviirused ägeda infektsiooni. See toob kaasa olulised piirangud viirusvastaste ainete efektiivsusele. Nii on esimese põlvkonna inhibiitorid amantadiin ja rimantadiin A-gripi viiruse vastu efektiivsed ainult siis, kui neid manustada vahetult pärast viirusega kokkupuutumist; 48 tundi pärast nakatumist neil viirusevastane toime puudub. Ka saab neid kasutada profülaktilisel eesmärgil. Paraku on nad praeguseks enamasti oma efektiivsuse kaotanud. Selle põhjuseks on pikaajaline ning sageli väär kasutamine, mis on viinud resistentsust põhjustavate mutatsioonide tekkimisele A-gripi viiruse M2-ioonkanali valgus ja selliste tüvede levikule. Peamised nende ravimite kasutamisega kaasnevad toksilised efektid (närvilisus, ärrituvus, unetus) on närvisüsteemi mõjutamisest tulenevad nähud.

			Zanamivir ja oseltamivir on 1990-ndate lõpus välja töötatud A- ja B-gripi viiruste neuraminidaaside inhibiitorid. Sarnaselt amantadiini ja rimantadiiniga tuleb ka neid ravimeid manustada võimalikult vara pärast esmaste haigussümptomite ilmumist. Samuti saab neid kasutada profülaktiliselt. Kuigi mõlemad ühendid ründavad viiruse neuraminidaasi, seonduvad nad selle aktiivtsentrisse erineval moel; seetõttu ei teki nende suhtes rist-resistentsust. Oseltamivir on zanamivirist oluliselt laialdasemalt kasutusel, sest teda on võimalik manustada suu kaudu. Samas tekib resistentsus oseltamiviri suhtes kergemini. Vahetult enne uue pandeemse „seagripi“-viiruse ilmumist 2009. aastal olid paljud ringluses olevatest A-gripi viiruse H1N1-tüvedest oseltamiviriresistentsed. Zanamiviriresistentseid tüvesid pole seevastu kunagi ringluses olnud. Pole selge, kas neid mingi(te) zanamiviri omaduste tõttu lihtsalt ei teki või pole neid seni tekkinud hoopis asjaolu tõttu, et seda inhibiitorit ei ole kuigi laialdaselt kasutatud. Zanamiviri laiemat kasutamist ei ole takistanud tema vähene efektiivsus – see on oseltamiviriga vähemalt võrdne. Peamiseks põhjuseks on hoopis tema manustamisviis. Nimelt ei omistata zanamiviri suu kaudu manustamisel ning teda tuleb manustada kas süstimise või inhaleerimise teel. Uuemad ja mõnedes riikides juba kasutusel olevad neuraminidaasi inhibiitorid on laninamivir (inhaleeritav, kuid zanamivirist pikema toimega) ja peramivir. 

			 

			Tabel I.7.2. Viirusinfektsioonide puhul kasutatavad viirusvastased ravimid

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Viirus

						
							
							Ravimid

						
							
							Märkused

						
					

				
				
					
							
							Gripiviirus

						
							
							M2-ioonkanali blokaatorid rimantadiin, amantadiin

							Neuraminidaasi inhibiitorid (oseltamivir, zanamivir, peramivir)

						
							
							Enamik viiruse tüvesid onresistentsed

							Profülaktika; ravi peab algama võimalikult varakult

						
					

					
							
							Alfaherpesviirused (HSV1, HSV-2, VZV)

						
							
							VZIG (antikeha); atsüklovir, valatsüklovir, pentsüklovir

						
							
							Tuulerõugete profülaktika immuunpuudulikkusega isikutel

						
					

					
							
							Beetaherpesviirused (HCMV)

						
							
							Foskarnet, gantsüklovir, valgantsüklovir, tsidofovir, HCMV-IG

						
							
							Toksilisus. Ei mõjuta latentset viirust, kuid neid saab kasutada profülaktiliselt

						
					

					
							
							Retroviirused 

							(HIV)

						
							
							Rakku sisenemise inhibiitorid (maraviroc, enfurvitide) Pöördtranskritaasi inhibiitorid (NRTI ja NNRTI)

							Proteaasi inhibiitorid
Integraasi inhibiitorid

						
							
							Kasutusel on alati kombineeritud ravi rohkem kui ühe viirusvastse ainega (HAART). 

							Ei mõjuta latentset viirust, mistõttu ravi on eluaegne

						
					

					
							
							Hepadnaviirused

							(krooniline HBV- infektsioon)

						
							
							HBVIg – vastsündinute profülaktikaks

							Pöördtranskriptaasi nukleosiidsed inhibiitorid (lamivudin, tenofovir, telbivudin, entekavir, adefovir).

							α-interferoon

						
							
							Mitme preparaadiga kombineeritud ravi ei ole nii efektiivne kui HIV-i ja HCV puhul. 

							Ei mõjuta latentset viirust, mistõttu ravi on eluaegne 

						
					

					
							
							Hepaciviirused

							(krooniline HCV- infektsioon)

						
							
							1.	Alfa-interferoon, ribaviriin

							 

							2. NS5B (RNA polümeraasi) inhibiitorid (sofosbuvir), NS5A-valgu inhibiitorid, proteaasi inhibiitorid 

						
							
							Kõrvalmõjudega, efektiivsus sõltub viiruse ja patsiendi genotüüpidest.

							Mitme preparaadiga kombineeritud ravi. >90%-l juhtudest lõpeb viiruse eemaldamisega organismist. 

						
					

					
							
							RSV-infektsioon

						
							
							Monokloonsed antikehad

						
							
							Profülaktika

						
					

					
							
							Koroonaviirused (SARS-CoV-2 infektsioon ehk COVID-19)

						
							
							1. Sisenemise inhibiitorid (klorokiin)

							2. RNA polümeraasi inhibiitorid (favipiravir, remdesivir)

						
							
							Kõrvalmõjud, väike efektiivsus

							Mõõdukas efektiivsus, algselt teiste viiruste vastu kavandatud ravimid

						
					

				
			

			 

			Kordamisküsimused 

			1.	Milliste viirusrühmade vastu on välja töötatud viirusevastased ained? Millised on nende ainete ründepunkid?

			2.	Miks kasutatakse võimalusel viiruste vastu kombineeritud teraapiat (mitu ravimit korraga)?

			3.	Kirjeldage nukleosiidsete/nukleotiidsete ravimite toimemehhanismi atsükloviri ja sofosbuviri näitel.

			4.	Millised inhibiitorid ja kuidas takistavad viiruse partiklite (virionide) rakku sisenemist ja/või rakust väljumist.

			5.	Mis on kaudse toimega viirusevastased ained; kuidas need toimivad ja millistel juhtudel neid kasutatakse?

		

	
		
			I.8. VIIRUSTE TEKKE HÜPOTEESID JA VIIRUSTE EVOLUTSIOON

			Aare Abroi

			I.8.1. Viiruste teke ja päritolu

			Paljude põnevate bioloogiliste probleemide korral alustatakse osundustega, mida on selle kohta arvanud Charles Darwin. Paraku avastati esimesed viirused alles 1892. aastal ehk kümme aastat pärast Darwini surma. Niisiis, viiruste päritolu ja tekke kohta me Darwini arvamust kahjuks teada ei saa. Sellegipoolest võib arvata, et mõned aspektid viiruste juures – ennekõike muidugi nende kiire kohanemine loodusliku valiku teel – oleksid Darwinile vägagi meeldinud. 

			Käesoleval ajal ei ole ühtegi tõsiselt võetavat tõendit, et viirused oleksid monofüleetilised, see tähendab, et nad pärineksid ühisest eellasest. Rakulised organismid, millel tänapäeva teadmiste valguses on kõigil ühine eellane, peavad kodeerima oma basaalse elutegevuse tagamiseks minimaalselt umbkaudu 500 erisugust valku. Nii on ribosoomivalgud, translatsioonifaktorid, DNA-st sõltuv DNA polümeraas, DNA-st sõltuv RNA polümeraas ja suur hulk teisi valke hädavajalikud kõikidele organismidele. Seetõttu kodeerivad neid valke kõikide organismide genoomid ning vastavate geenide kaudu on võimalik uurida ka organismide kauget sugulust. Viirustel selliseid valke, mis oleksid kodeeritud kõikide viiruste poolt, ei ole. See tähendab, ei ole homoloogset tunnust, mis oleks kõigil viirustel. Seega on viiruste päritolu ja sügavama omavahelise suguluse uurimine vägagi raskendatud. Väga suure tõenäosusega on viirused hoopis polüfüleetilised: tekkinud mitmel korral üksteisest sõltumatult. Seda hüpoteesi toetavad faktid, et viirustel on väga erinevad kapsiidi-/kattevalgud ja virionide morfoloogia on väga mitmekesine. Kaks kaalukaimat polüfüleetilisuse kasuks kõnelevat argumenti on järgmised.

			1.	Viiruste genoomiks võivad olla eri tüüpi ja erinevate ahelate arvuga nukleiinhapped. Erinevalt rakulistest organismidest, kus pärilikkuse kandjaks on alati dsDNA, on erinevatel viirustel genoomiks nii dsDNA, ssDNA, dsRNA kui ka ssRNA, kusjuures viimane võib olla nii positiivse kui negatiivse polaarsusega. 

			2.	Viiruste genoomide replikatsioonil kasutatakse mitmeid erinevaid replikatsiooni-strateegiaid; seda isegi sama tüüpi genoomiga viiruste korral. 

			Viiruste päritolu kohta domineerivad tänapäeval kolm üksteist mittevälistavat hüpoteesi. See tähendab, et erinevad viiruste sugukonnad või muud monofüleetilised taksonid võivad olla tekkinud erinevate protsesside tulemusena, sealhulgas ka erinevatest sugukondadest pärit viiruste rekombinatsiooni teel. Hüpoteese ei ole siin esitatud ei ajaloolises ega tähtsuse/usaldusväärsuse järjekorras. Kõigil neil on oma tugevad ja nõrgad kohad ning võib ka juhtuda, et ükski esitatud hüpotees ei osutu õigeks või osutub õigeks vaid piiratud arvu viiruste sugukondade korral. Need kolm hüpoteesi on järgmised.

			1.	Viiruste ürgse päritolu hüpoteesi kohaselt on viirused vähemalt sama vanad kui rakud ning võib-olla veelgi vanemad. Kui nii, siis on viirused või vähemalt osa nendest miljardeid aastaid vanad. Nende eellased eksisteerisid kui isereplitseeruvad ühikud juba enne LUCA-t (ingl Last Universal Common Ancestor) ja võib-olla isegi enne rakulisi organisme, kuid mitte enne valkude sünteesi teket. Aja jooksul muutusid nad organiseeritumaks ja komplekssemaks. Pärast seda, kui olid välja kujunenud membraanide koostisosade sünteesiks vajalikud ensüümid, tekkisid ka esimesed rakud. Viiruste ürgse päritolu hüpoteesi valguses on arusaadav viiruste mitmekesisus ning erinevate replikatsioonimehhanismidega viiruste olemasolu. See teooria võiks olla pädev osa RNA-viiruste tekke kohta. Jääb aga arusaamatuks, miks ei ole arhedel leitud RNA-viiruseid: vähemalt käesoleva ajani ei ole neid kirjeldatud. 

			Erinevalt ürgse päritolu hüpoteesist eeldavad kaks järgnevat hüpoteesi, et rakud olid olemas enne viiruseid. 

			2.	Viiruste progressiivse tekke hüpoteesi kohaselt on viirused evolutsioneerunud „põgenenud geenist“, mis omandas (või omas) kapsiidi/kattevalku ning autonoomse replikatsiooni võimet. Teooria põhineb peamiselt osa RNA-viiruste ning väikeste DNA-genoomidega viiruste omadustel. „Põgenenud geeni“ hüpotees domineeris viiruste päritolu aruteludes enne „RNA-maailma“ kontseptsiooni tekkimist. Hüpoteesi kohaselt on põgenemine aset leidnud mitu korda, mis on viinud erinevate viiruserühmade tekkele. Aja jooksul viirused suurendasid oma genoomi kas horisontaalse geeniülekande teel või oma genoomis uute kodeerivate alade tekitamisega näiteks ülekattuvate lugemisraamide ehk topeltkodeerimise teel. Sellele hüpoteesile lisab kaalukust teadmine, et nii eukarüootide, bakterite kui ka arhede rakkudes tekib suhteliselt juhuslikult kromosoomiväliseid rõngasmolekule. „Põgenenud geeni“ hüpotees eeldab ka seda, et põgenemise hetkel viiruste poolt kodeeritud valkudel, sealhulgas kapsiidi-/kattevalkudel ja replikaasivalkudel, on või vähemasti olid eellased rakulistes genoomides. See on ka selle teooria üks nõrku kohti: hetkel teadaolevate andmete põhjal ei ole märkimisväärsel osal RNA viiruste geenidel rakulistes genoomides usaldusväärselt detekteeritavaid homolooge. 

			3.	Kolmanda hüpoteesi kohaselt on viirused tekkinud reduktsionistliku evolutsiooni tulemusena rakulistest endoparasiitidest. Hüpotees toetub sellele, et nii mõnedki rakusisesed obligatoorsed parasiidid on kaotanud oma genoomist palju väga olulisi valke kodeerivaid geene ning mõned rakusisesed bakterid ka rakukesta. See teooria on saanud hoogu juurde pärast amööbe nakatavate hiidviiruste (hiiruste) – mimiviiruse ja megaviiruse – avastamist. Nende viiruste genoom on pikem kui väikestel bakteritel ning ka virionide joonmõõtmed ületavad väikeste bakterite rakkude omi. Hiidviiruste omapäraks on ka see, et erinevalt teistest viirustest kodeerivad nad ka translatsioonil osalevaid valke, näiteks mitmeid translatsioonifaktoreid. See on viinud hüpoteesini, et hiidviirused on tekkinud endoparasiitsete rakkude taandarengul. Hüpoteesi üheks nõrgaks kohaks on aga hiidviiruste valkude fülogeneetilise analüüsi andmed. Need näitavad, et hiidviirused on evolutsiooniliselt selgelt seotud viiruste grupiga, kuhu kuuluvad herpes-, asfar-, irido-, poks- ja phycodnaviirused. Selle nn NCLDV-grupi (ingl nucleo-cytoplasmic large DNA viruses; nukleo-tsütoplasmaatilised suured DNA-viirused) paljude esindajate puhul on reduktsionistlikku päritolu raske ette kujutada. Samuti on selge, et paljusid valke kodeerivaid järjestusi on viirused omandanud horisontaalse geeniülekande teel.

			Kõigi kolme viiruste päritolu hüpoteesi puhul on oluline märkida, et viirused ei ole ainukesed mitterakulised geene omavad mobiilsed elemendid biosfääris. Viirustel on tihe seos teiste mobiilsete elementidega, nii eukarüootsete kui prokarüootsetega: transposonid, retroelemendid, politonid, plasmiidid. Viirustransposoni ja viirusplasmiidi sugulus on seejuures väljaspool kahtlust: vähemalt kodeerivad nad homoloogseid valke. Tõsi küll, hinnangud ülekandeprotsessi suunale ei ole veel väga usaldusväärsete andmetega toetatud ning põhinevad pigem filosoofilisel vaatepunktil kui teaduslikel andmetel. Samuti võis kapsiidivalgu omandamine ja kaotamine käia mitu korda edasi-tagasi, see tähendab, et sama mobiilse elemendi evolutsiooni eri etappidel võis plasmiidist saada viirus ning siis jälle vastupidi. Lisaks mobiilsetele elementidele suudavad erinevaid RNA ja DNA molekule, sealhulgas vähesel määral ja stohhastiliselt tekkivaid DNA rõngasmolekule, ühest rakust teise üle kanda ka eksosoomid ning muud mikrovesiikulid. 

			Lisaks eespool toodud mobiilsetele elementidele on bakterites, täpsemalt alfaproteobakterites ja spiroheetides, ning metanogeensetes arhedes kirjeldatud ka nn geeni ülekande agente (ingl Gene Transfer Agents – GTA). GTA-d on viiruselaadsed partiklid, mis kujult sarnanevad sabaga bakteriofaagide virionidega. Nendesse pakitakse juhuslikult fragmenteeritud bakteri kromosoomset DNA-d (enamasti uniformse pikkusega lõike) ning nad kannavad seda oma partiklis rakust välja. Et need partiklid on nakatamisvõimelised, siis sisestavad nad pakitud DNA teistesse rakkudesse. Lisaks viiruse kindlalt määratletud genoomsest DNA-st erineva juhusliku DNA pakkimisele eristab GTA-d bakteriofaagidest selgelt ka see, et partikli moodustumiseks vajalikud geenid asuvad bakteri kromosoomis. Üldjuhul ei mahuks GTA partiklisse niipalju DNA-d, kui seda läheks partikli koostisosade kodeerimiseks vaja. Suure tõenäosusega on GTA-de puhul tegemist bakteri poolt „kodustatud bakteriofaagiga“, s.t kunagine profaag või tema osad on omandanud uue (peremehele vajaliku) funktsiooni.

			Evolutsioonil üldse, seega ka viiruste evolutsioonil ei ole kindlat suunda. Nagu me evolutsiooniteooriast ja praktikast teame, jääb püsima see, kes loodusliku valiku (mõnikord väga tihedast) sõelast läbi tuleb. Olgu selle näiteks kasvõi asjaolu, et pärast segmenteeritud viiruste avastamist arvati, et genoomi jagunemine segmentideks tuleneb põhimõtteliselt RdRp nõrgast protsessiivsusest. Oletati, et kuna see ensüüm ei suuda pikemaid RNA-ahelaid sünteesida, siis selleks, et kodeerivat potentsiaali suurendada, kasutab viirus mitut RNA molekuli. Kuid praeguseks teame, et ühtede RNA-viiruste segmenteeritud genoomid ei ole ilmtingimata pikemad kui teiste viiruste segmenteerimata genoomid. Pigem vastupidi: sugukondadesse Coronaviridae ja Roniviridae kuuluvate viiruste segmenteerimata RNA-genoomid on pikemad kui (kokku liidetuna) suurimate praegu tuntud segmenteeritud genoomiga RNA-viiruste omad. 

			 

			I.8.2. Viiruste evolutsioonilised iseärasused

			Viirustega toimuvate evolutsiooniliste protsesside mõistmiseks on kindlasti vaja arvestada mõningate seaduspärasustega, mille mõju ulatus on viiruste korral (organismidega võrreldes) eriti suur. Tegemist on siiski pigem trendidega, mitte seadustega. Vähemalt enamasti ei ole tegemist ühese funktsionaalse seosega nagu füüsikas (E = mc2 või F = ma). Samad fenomenid ilmnevad ka organismides, kuid kvantitatiivselt tagasihoidlikumal kujul. Üks olulisematest fenomenidest on viiruste kiire muutlikkus ja evolutsioon, mis on väga tihti seotud parasiidi ja peremehe võidurelvastumisega.

			 

			I.8.2.1. Viiruste evolutsiooni kiirus

			Viiruste muutlikkust ja evolutsiooni kiirust võib mõõta mitmel viisil. On võimalik mõõta nukleotiidseid asendusi genoomi positsiooni ja genoomi replikatsiooni- (või infektsiooni-) tsükli kohta. See mõõt näitab, kui palju geneetilist mitmekesisust või kui palju asendusmutatsioone ühe replikatsioonitsükli (või ühe infektsiooni) kohta tekib. Nagu joonisel 24 näha, on viiruste seas kõige kiiremad muteerujad RNA-genoomsed viirused. Olulisel määral on see põhjustatud viiruse RdRp, millel puuduvad proofriidingu- ja parandus-(reparatsiooni-) funktsioonid, vähesest täpsusest. Neile järgnevad ssDNA-viirused ja dsDNA-viirused. Samas muteeruvad viroidid veelgi kiiremini kui RNA-viirused. Väga selge on üldine trend, et väiksema genoomiga viirused muteeruvad kiiremini kui suure genoomiga viirused. Kanname RNA-viiruste muteerumiskiiruse, 10-6 kuni 10-4 asendust replikatsioonitsükli ja nukleotiidipositsiooni kohta, üle reaalsesse ellu. Praegu tuntud RNA-viiruste genoomide pikkused jäävad 1311 ja 38225 nukleotiidijäägi vahele, keskmiseks genoomi pikkuseks on ~10 000 nukleotiidijääki. Seega tähendab muteerumiskiirus 10-4 umbkaudu ühte asendust genoomi kohta ühe replikatsioonitsükli jooksul. Seega, peaaegu iga uus sünteesitud RNAviiruse genoom on eelmisest pisut erinev.
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			Joonis 24. Viiruste ning organismide mutatsioonikiiruste ja genoomi suuruse seos. Mõlemad teljed on logaritmilised. Erinevate viiruste muteerumise kiirust on võrreldud subviraalsete patogeenide (virioidid) ja bakterite omaga. Y-telg: mutatsiooni-/positsiooni-/infektsioonitsükkel. Joonis pärineb Sanjuan et al., 2010, Journal of Virology, https://doi.org/10.1128/JVI.00694-10.

			 

			Mitte kõik mutatsioonide tulemusena tekkivad variandid ei pruugi nendes tingimustes, kus nad tekivad, olla paljunemis- ja/või levimisvõimelised. Tihti ei ole ka tehniliselt võimalik mõõta muteerumiskiirust replikatsiooni- või infektsioonitsükli kohta. Seetõttu kasutatakse muteerumiskiiruse ja muutlikkuse mõõduks ka asendusi genoomi positsiooni kohta aastas. Seega, selle asemel et mõõta mutatsioonide tekkimise sagedust, mõõdetakse kinnistunud mutatsioonide sagedust. Erinevate viiruste evolutsioonikiirused sellisel kombel mõõdetuna on toodud joonisel 25. Tulemused on kvalitatiivselt sarnased eelmise pildi omadega. See tähendab, taas on näha, et RNA-viirused ja ssDNA-viirused muteeruvad kiiremini kui suured dsDNA-viirused. Viimased omakorda muteeruvad kiiremini kui rakulised organismid. Seega on mõlema evolutsioonilise muutlikkuse mõõdupuu (vrd jooniseid 24 ja 25) järgi lühemate genoomidega viiruste muutlikkus suurem kui pikkade genoomidega viiruste oma. 
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			Joonis 25. Viiruste ja organismide kinnistunud mutatsioonide ja genoomi suuruse seos. X-telg: genoomi suurus aluspaarides või alustes (vastavalt genoomi tüübile); kinnistunud mutatsioonide sagedus erinevate viiruste ja rakkude genoomides. Y-telg: asendused/positsioonid aastas. Nii x- kui ka y-telg on logaritmilises skaalas. Joonis pärineb Gago et al., 2009, Science, https://doi.org/10.1126/science.1169202.

			 

			Et kujutada piltlikult viiruste ja organismide evolutsiooni kiiruse ligikaudu viie suurusjärgulist erinevust, kujutlegem endile korraks selgroogsete mitmekesisust. Sedasama suhtelist geneetilist mitmekesisust, s.t mutatsioonide arvukust ja mutatsioonide kombinatsioone genoomi pikkuse kohta, mida selgroogsete keskmine tuumageen on läbi proovinud alates kambriumi plahvatusest, suudaksid RNA-viirused korrata inimkonna kirjalikult dokumenteeritud ajaloo jooksul. 

			Nagu jooniselt 24 näha, võib muteerumise kiirus olla ka sama genoomitüüpi kasutavate viiruste seas väga erinev: RNA-viiruste korral on vahed kuni kaks suurusjärku ning dsDNA-viiruste korral lausa neli suurusjärku. Loomulikult on selle üheks triviaalseks põhjuseks asjaolu, et need kiirused ongi erinevad. Siiski tuleb arvestada veel vähemalt ühte põhjust, nimelt time dependent rate phenomenon’i ehk TDRP-d (Joonis 26). Nimetatud fenomen seisneb selles, et lähiminevikust pärit andmetel põhinevad evolutsiooni kiirused on alati suuremad kui kaugele ajas tagasi minnes (suures ajalises sügavuses) mõõdetud evolutsiooni kiirused. TDRP on üldine fenomen ehk ilmneb ka organismide evolutsioonikiiruste hindamise korral. Siiski on see on kõige drastilisemalt nähtav just viiruste juures. TDRP-l on ilmselt mitmeid põhjuseid ning viiruste puhul võivad need olla teistsugused kui organismidel; nende põhjuste kvantitatiivsest kirjeldamisest oleme esialgu veel kaugel. Viiruste puhul väljendub TDRP ennekõike heterokroonsete andmete (sama viiruse eri aegadel kogutud proovid, ajaline sügavus tavaliselt mõned aastad kuni ~1000 aastat) ja viirus–peremees-kaasevolutsioonist tuletatud evolutsiooni kiiruste erinevustes. Paljudel juhtudel on endogeensete viiruslike elementide (ingl endogenous viral elements, EVE; vt ptk I.8.5.1) uurimine näidanud, et tegelikult on viirused oluliselt vanemad, kui väikesest ajalisest sügavusest pärit andmetest lähtudes on ennustatud. Näilise vasturääkivuse selgitamiseks on hiljuti esitatud hüpotees, et selline kiiruste erinevus on viiruste puhul fundamentaalne loodusseadus: lühikeses ajalises sügavuses (üks kuni tuhat aastat) mõõdetud viiruste muutlikkus ning suures ajalises sügavuses (kümned ja sajad miljonid aastad) mõõdetud muutlikkus on ja peavad olema, erinevad, sest nad kajastavad väga erinevate protsesside tulemusi. Sellest järeldub, et n-ö tegelikku evolutsioonikiirust kui üht numbrit, mis kirjeldaks nii lühiajalisi kui ka väga pikaajalisi protsesse, ei ole olemas. Kas see nii on või ei ole, näitab aeg, aga praktikas tuleb selle seaduspärasusega kindlasti arvestada. Nagu eespool mainitud, võivad heterokroonsete andmete või muude lühiajaliste andmete põhjal arvutatud viiruste sügavamate lahknemiste ajad olla väga ekslikud. Samuti on lood vastupidise arvutusega. Kui viiruste evolutsiooni kiirus on tuletatud peremees-viirus-kodivergeerumisest ehk kalibratsioonipunktid on vahemikus 15 miljonit kuni 150 miljonit aastat tagasi, siis selle arvu alusel tuletatud viiruste tänapäevane mitmekesisus on reaalselt olemasolevast mitmekesisust oluliselt väiksem. Ehk kokkuvõtlikult, kui ekstrapoleerime pisut üle mõõdetud ajavahemiku, siis ei teki väga suurt viga. Samal ajal ei tohi lühiajalisi protsesse ekstrapoleerida miljonitesse aastatesse ja vastupidi.
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			Joonis 26. Viiruste evolutsiooni kiiruse sõltuvus ajalisest sügavusest ehk TDRP (ingl Time dependent rate phenomen) graafilisel kujul. x-teljel asuv aeg on logaritmilisel skaalal ning asenduste arv y-teljel lineaarsel skaalal. Joonisel esitatud seost tuleb käsitleda üldise trendina, kindlasti ei ole tegemist hea ennustusvõimega korrelatiivse seosega. 

			 

			I.8.2.2 Viirustevaheline rekombinatsioon

			Väga oluliseks fenomeniks, mis on sügavas evolutsioonilises ajaskaalas virosfääri kujunemist mõjutanud, on viiruste rekombinatsioon või „rekombinatsioon“. On äärmiselt ebatõenäoline, et kahe viiruse rekombinatsioon toimub nagu kahe elementaarosakese kokkupõrge: rakuvälises keskkonnas kaks virioni põrkuvad ning tekib uus nakkusvõimeline ja uue genoomiga osake. Seega peab viiruste rekombinatsioonis alati osalema rakk. Teisisõnu, viirused saavad rekombineeruda vaid siis, kui nad on nakatanud ühte ja sedasama rakku. Siiski, arvestades ka geeniülekannet viiruselt peremehele, mille käigus viiruse genoom või osa sellest integreerub peremehe genoomi, võib viiruste rekombinatsioon toimuda ka ilma samaaegse nakkuseta. See muidugi eeldab, et üks viirus „jätab rakku maha“ oma geenid ja teine viirus „korjab need geenid“ üles. Sõltumata konkreetsest rekombinatsiooni molekulaarsest mehhanismist, käsitleme neid edaspidi koos. Viirustevaheline rekombinatsioon on uute viiruseliikide ja uute viirusesugukondade tekkimise üks mehhanism.

			Viiruste perekonna- ja sugukonnasisene (ehk lähedaste viiruste) rekombinatsioon on üsna laialt levinud. RNA-viirustel pole üldse haruldane, et kapsiidivalgu ja RdRp baasil tehtud fülogeneesipuud annavad erinevaid topoloogiaid, st ei ole üksteisega kooskõlas. See näitab, et ka nende viiruste seas ei ole omavaheline rekombinatsioon suur haruldus. Tõsi küll, enamasti on tegemist perekonnasisese rekombinatsiooniga. On olemas ka hea näide erinevatest sugukondadest pärit viiruste rekombinatsioonist, mille puhul on olemas isegi suhteliselt täpne hinnang selle toimumise aja ja koha kohta. Umbkaudu 27 kuni 50 miljonit aastat tagasi toimus Austraalia mandril papilloomiviiruste ja polüoomiviiruste rekombinatsioon (Joonis 27). Selle tulemusena tekkis uus viirus, Bandikoot papillomatoosis kartsinomatoosis virus type 1 (BPCV1). Sellel viirusel on varased (replikatsiooni)geenid, mis sarnanevad polüoomiviiruste geenidega (ptk II. 38), samal ajal kui tema kapsiidivalkudel on suur sarnasus papilloomiviiruste kapsiidivalkudega (ptk II.39). Fülogeneetiline analüüs näitab selgelt, et tegemist on kahe viiruse kimääriga, mitte antud kahe viiruse eellasega.
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			Joonis 27. Näide uue viiruse moodustumisest rekombinatsiooni tulemusena. Kukurlaste hulka kuuluvast Western barred bandicoot’ist (Perameles bougainville) eraldatud BPCV-1 struktuurivalke kodeerivad geenid on väga sarnased papilloomiviiruste L1 ja L2 valke kodeerivate geenidega, samal ajal kui BPCV-1 mittestruktuursed valgud on väga sarnased polüoomiviiruste T-antigeenidega. Must joon BPCV-1 rõngasmolekulil näitab vastava osa päritolu papilloomiviirustest ning punane joon vastava osa päritolu polüoomiviirustest. Joonisel kujutatud geenide funktsioonidest vt lähemalt õpiku üldosast (ptd II.38 ja II.39).

			 

			Horisontaalset geeniülekannet (ingl horizontal gene transfer, HGT) on kirjeldatud ka ssDNA-viiruste ja dsDNA-viiruste vahel. Nii on inimese herpesviirusel 6 geen U94, mis on ilmselt parvoviiruslikku päritolu. Täpsemalt on see geen pärit dependoviirustelt, mis vajavad produktiivseks infektsiooniks ka herpesviiruste (või adenoviiruste) nakkust (ptk II.37). 

			Kaua aega arvati, et rekombinatsioon RNA ja ssDNA viiruste vahel on praktiliselt võimatu. Ometigi on käesolevaks ajaks kirjeldatud Boiling Springs Lake RNA-DNA hybrid virus’t, mille genoomiks on tsirkulaarne ssDNA. Selle viiruse DNA eraldati happelise kuumaveejärve setete pooriveest isoleeritud viiruselaadsetest osakestest, s.t see on metagenoomset päritolu ning tema peremees (peremehed) ei ole teada. Omapäraseks teeb selle genoomi asjaolu, et temas kodeeritud oletatava replikatsioonivalgu lähimad homoloogid on tsirkoviiruste (ssDNA-viirused, ptk II.36) replikatsioonivalgud, samal ajal kui tema kapsiidivalgu lähimaks sugulaseks osutus hoopis Tombusviridae sugukonda (positiivsed RNA-viirused) kuuluvate viiruste kapsiidivalk. Ilmselt pole tegemist üksikjuhtumiga, sest hiljem on sarnase genoomiga viiruseid leitud ka teistest metagenoomidest. Et nende viiruste peremehed ei ole teada, siis on keeruline öelda, millised on Boiling Springs Lake RNA-DNA hybrid virus’e evolutsioonilised suhted tsirko- ja tombusviirustega. Selge on vaid see, et suure tõenäosusega on toimunud geenide vahetus ssDNA- ja positiivse RNA-genoomiga viiruste vahel. 

			Viirustevaheline rekombinatsioon nagu ka igasugune muu HGT teeb viiruste fülogeneesi uurimise väga keeruliseks. Viiruste korral on rekombinatsioonil ja HGT-l väga tugev mõju fülogeneetilisele signaalile. Kui rakkudes on mõni geen HGT päritolu, kuid kõik ülejäänud geenid on pärandunud vertikaalselt, siis on fülogeneetiliselt eksitav signaal alla 0,1%. Viiruste, eriti väikese genoomiga RNA- ja ssDNA-viiruste korral võib aga üksainus geen üsna tihti moodustada 5–50% viiruse geenide koguarvust.

			Nagu eespool näidatud, siis tekivad nii lähemate kui kaugemate viiruste vahe rekombinandid. Kui sellised uued viirused on replitseerumis- ja levimisvõimelised, siis nad ka levivad. Seega saab uusi viiruseid, viiruste perekondi ning sugukondi aja jooksul kogu aeg juurde tekkida. Virosfäär on väga dünaamiline erinevates skaalades, alates üksiku nakkuse käigus tekkinud mitmekesisusest (mutatsioonidest) kuni üksteisest evolutsiooniliselt üksjagu kaugel olevate viiruste rekombinatsioonini.

			 

			I.8.3. Viirused kui informatsioon

			Tulenevalt poolkonservatiivsest DNA replikatsioonist ja paljudest muudest teadaolevatest raku paljunemises osalevatest mehhanismidest, peab iga tütarrakk sisaldama märkimisväärsel hulgal eellasrakust pärinevaid molekule. Teisisõnu, rakkude puhul on eellaste ja järglaste vahel aineline (materiaalne) pidevus. Ilma sellise pidevuseta oleks rakkude paljunemist keeruline ette kujutada. Viiruste puhul niisugust ainelise pidevuse nõuet ei ole: viiruse otsene järglane ei pruugi sisaldada ühtegi molekuli või aatomit oma eellaselt. Seega, põhimõtteliselt võib viiruste korral ühelt põlvkonnalt teisele üle kanduda ainult geneetiline informatsioon. See on üheks väga oluliseks viiruste evolutsiooni ja paljunemise iseärasuseks (võrreldes rakkude paljunemise ja evolutsiooniga).

			Viiruste kui informatsiooni olemust on aastakümneid rakendatud viiruste pöördgeneetikas. Tänapäeval on meil sekveneeritud tuhandeid erinevate organismide genoome; ka on sünteetiline bioloogia võimeline genereerima täissünteetilisi kromosoome ja genoome. Siiski sellest organismide duplitseerimiseks või väljasurnud liikide, ka juhul, kui nende genoomid õnnestub joondada, elluäratamiseks ei piisa. Selline tegevus ei pruugi õnnestuda isegi juhul, kui saame kasutada sugulasorganismide rakkudest pärit materjali. Viiruste puhul on olukord vastupidine: geneetiline informatsioon on uue viiruse tootmiseks täiesti piisav. Esimesed täiesti sünteetilised väikesed DNA- (faag φX174) ja RNA- (polioviirus) viiruste koopiad tehti juba paarkümmend aastat tagasi. Järgnes „väljasurnud“ 1918 H1N1 Hispaania gripi viiruse elluäratamine ja viimaks ka sünteetilise suure DNA-genoomiga hobuste poksviiruse valmistamine. Seega, vajaliku informatsiooni olemasolul on viiruste (taas)tekitamine enamasti vaid tehniline, mitte teaduslik probleem. Käesoleval ajal on sünteetilist päritolu viiruste tekitamine ja nende omaduste analüüsimine üheks kõige efektiivsemaks viiruste uurimise meetodiks.

			 

			I.8.4. Viiruste kaugemat sugulust saab siiski mingil määral hinnata 

			 

			Viiruste kaugem/sügavam sugulus kui geneetiliste moodulite jagamise võrgustik.

			Viroloogia algusaastaist kuni 1980-ndate keskpaigani oli võimalik iseloomustada ainult neid viiruseid, mille peremeesorganismi või selle rakke oli võimalik kasvatada/kultiveerida ning mille infektsioonil oli selge fenotüüpiline mõju nakatatud peremeesorganismile/rakule. Need asjaolud piirasid kaua aega paljude viiruste avastamist ja iseloomustamist. Pärast PCR-meetodi kasutusele võtmist ja võidukäiku laienes iseloomustatud või vähemalt sekveneeritud viiruste arv märgatavalt. Siiski sai see kasv meetodi olemusest tulenevalt piirduda vaid juba iseloomustatud viiruste (lähi)sugulastega, sest nende järjestuste alusel sai kavandada konsensus-PCR-praimerid. Alles metagenoomide (ja metaviroomide) sekveneerimine andis meile oluliselt vähem kallutatud teadmisi viiruste mitmekesisusest, tõsi küll, ainult nende genoomide järjestuste tasemel. Seega on viiruste viroloogilisel ja molekulaarbioloogilisel iseloomustamisel endiselt pudelikaelaks peremeesorganismide kasvatamine/kultiveerimine. Kuni metagenoomika kasutuselevõtuni oli virosfääri ka järjestuse tasemel kirjeldatud väga pisteliselt, hõredalt ja kallutatult. Kvalitatiivselt iseloomustab sellist olukorda joonis 28. Meie teadmiste piiratuse tõttu tundusid aastatuhande alguseks kirjeldatud viiruste perekonnad olevat väga tihti üksteisest nii kaugel (peaaegu diskreetsed), et üksikud märgid nende sarnasusest tundusid pigem arusaamatute kurioosumitena kui märkidena perekondade sugulusest. Nüüdseks, mil järjestused on teada märksa suurema hulga viiruste puhul, on selge, et varasem näiline diskreetsus ja suur erinevus üksteisest oli tingitud iseloomustatud viiruste väikesest hulgast. Seetõttu on paljudel juhtudel viiruste evolutsiooniline seotus tänapäeval märksa paremini mõistetav kui varem.
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			Joonis 28. Erinevate metoodikate võimsus viiruste tuvastamisel. Skemaatiline puu kujutab kogu virosfääri (puu on illustratiivne ning EI kujuta viiruste fülogeneesi ega evolutsiooni). Erinevat värvi kujundid näitavad skemaatiliselt, kui laia osa kogu virosfäärist suudavad erinevad viiruste tuvastamise metoodikad katta.

			 

			Viiruste evolutsiooni kaks väga iseloomulikku omadust on kiire divergeerumine ja ulatuslik horisontaalne geeniülekanne. Need mõlemad on ka põhjused, miks viiruste fülogeneesi suureskaalaline rekonstrueerimine tekitab palju tehnilisi ja põhimõttelisi probleeme. Pikka aega oli viiruste suguluse hindamisel ajas kõige sügavamale minevaks meetodiks viiruste kodeeritud valkude järjestuste võrdlemine, selle abil homoloogide leidmine ja fülogeneesipuude rekonstrueerimine. Paraku, nagu ülal on kirjeldatud, võib ühise eellase olemasolust tulenev järjestuste sarnasus viiruste kiire evolutsiooni tõttu aja jooksul kaduda. Viiruste kiire muteerumise ja sekveneeritud viiruste vähese arvu tõttu olid sügavamate lahknemiste kohta saadud tulemused mõjutatud LBA (ingl long branch attraction) artefaktist ning paljud fülogeneetilised puud seetõttu ebausaldusväärsed ja halvasti interpreteeritavad. Edusammud paljudes loodusteadustes ning tehnoloogiates, ennekõike sekveneerimises, struktuuribioloogias ja bioinformaatikas, on teinud sügavate lahknemiste uurimise võimalikuks. See on toonud käesolevaks ajaks päevavalgele põnevaid aspekte viiruste sarnasuse ja suguluse kohta.

			Üldjuhul kodeerivad kõige minimalistlikumad viirused kahte põhivalku: replikatsioonivalku ning kattevalku. Nende valkude poolt tagatavad funktsioonid – viirusgenoomi paljundamine ja viirusgenoomi pakkimine – on viiruse säilimiseks ja levikuks hädavajalikud. Seetõttu ei saa ka imeks panna, et viiruste kaugemad sugulussidemed väljenduvad just nimelt sarnasustena replikatsioonivalkudes ja/või viiruspartikli valkudes. Seetõttu näeme just nendes valkudes sarnase struktuuri ja funktsiooniga moodulite olemasolu.

			 

			Erinevate viiruste replikatsioonivalkude kaugem sugulus

			Kui 35 aastat tagasi oli loodusteaduste maailma tippajakirjas ilmunud artikli pealkirjaks küsimus „Kas papilloomiviiruste E1- ja polüoomiviiruste LT-valk on sarnase funktsiooniga?“, siis nüüdseks on teada, et need kaks replikatsiooni initsiaatorvalku (ptk-d II.38 ja II.39) on nii funktsioonilt kui struktuurilt väga sarnased. Neil on sarnane DNA-ga seondumise domeen ja sarnane helikaasne domeen. Üllataval kombel on nende mõlema valguga väga sarnane ka parvoviiruste (ssDNA-viirused, ptk II.37) hulka kuuluva adeno-assotsieerunud viiruse (AAV2) Rep-valk, seda taas nii helikaasse domeeni kui ka DNA-ga seostuva domeeni osas. Oluline on märkida, et nende valkude DNA-ga seostuvate domeenide sarnasus ilmnes alles pärast vastavate 3D-struktuuride teadasaamist. Eespool toodud viiruste valkude DNA-ga seonduva domeeni lähisugulasi on leitud ka teistes ssDNA-viiruste sugukondades – Geminiviridae (ptk II.34), Genomoviridae, Circoviridae (ptk II.36) ja Nanoviridae (ptk II.35). Lisaks viirustele on sarnane domeen ka paljude bakteriaalsete konjugeeruvate plasmiidide kodeeritud valkudel. 

			Enamik keskmisi ja suuri dsDNA-viiruseid kodeerib oma DNA polümeraasi. Samas pole need ühte tüüpi ensüümid, esindatud on nii A-tüüpi polümeraas, valgu poolt praimitud ja RNA praimeri poolt praimitud B-tüüpi polümeraasid ja harvadel juhtudel ka C-tüüpi DNA polümeraas. Seetõttu on huvitav analüüsida, kuidas on eri tüüpi polümeraasid viiruste sugukondades levinud. Sellisest analüüsist selgub, et Adenoviridae sugukonda (ptk II.40) kuuluvad ning selgroogseid nakatavad viirused kodeerivad valgu praimitud DNA polümeraas B-d (DNA Pol Bp). Funktsionaalselt ja struktuurilt sarnast valku on kirjeldatud ka baktereid nakatava Tectiviridae sugukonna viirustel (ptk II.6). Ka arhesid nakatavad Ampullaviridae sugukonda kuuluvad viirused kodeerivad samasugust polümeraasi. Seega on mitmetel muus osas väga erinevates viiruste sugukondades sarnaseid replikatsioonivalke.

			 

			Viiruste kapsiidivalkude sugulus

			Replikatsioonivalkude sugulus oli mingil kombel eeldatav ja ennustatav juba vastavate valkude järjestuste võrdlemisel; vähemalt oli võimalik leida ensümaatiliseks aktiivsuseks vajalikud järjestusmotiivid. Kapsiidivalkude sarnane ehitus on paljudel juhtudel tuvastatav alles pärast kapsiidi ja/või kapsiidivalgu 3D-struktuuri määramist. Ajaloolise taustana olgu mainitud, et juba 1980-ndate II pooleks oli kogunenud piisavalt struktuuribioloogia andmeid defineerimaks üht olulist teadmist: valkude 3D-struktuur ongi konserveerunum kui valkude primaarjärjestus. Üllataval kombel on seni kirjeldatud viiruste kapsiidivalkude struktuurne mitmekesisus osutunud üpris väikeseks, seda nii dsDNA-viiruste kui ka positiivsete ssRNA- viiruste korral. Võib siiski arvata, et arhede viiruste kapsiidivalkude uurimine võib teadaolevat mitmekesisust lähiajal oluliselt suurendada.

			Kui aastal 1978 avaldati suure lahutusvõimega kristallstruktuur Tomato bushy stunt viirusel (positiivne ssRNA, sugukond Tombusviridae) ja paar aastat hiljem Southern bean mosaic viirusel (samuti positiivne ssRNA, perekond Sobemovirus), siis selgus, et nende viiruste kapsiidivalgud on struktuurilt teineteisega väga sarnased. Esimene neist on toodud ka joonisel 29. Peamine sarnasus seisneb selles, et nad mõlemad moodustasid 8-ahelalise β-tündri struktuuri, mida on hiljem hakatud nimetama SJR- (ingl single jelly-roll) domeeniks. Need viirused ei olnud just lähedased sugulased, kuid siiski on nad mõlemad positiivse ssRNA-genoomiga taimeviirused. Suurem üllatus tabas teadlasi, kui 1985. aastal avaldati polioviiruse ja inimese rhinovirus 14 virionide struktuurid. Mõlemad need viirused kuuluvad sugukonda Picornaviridae ja neil on samuti positiivne ssRNA-genoom, kuid erinevalt ülal nimetatud viirustest nakatavad nad inimest. Sellele vaatamata selgus, et ka nendel viirustel on taimeviiruste omaga märkimisväärselt sarnane kapsiidivalgu struktuur. Sellega üllatused ei lõppenud: aastatuhandevahetusel selgus, et ka putukaid nakataval Cricket paralysis virus’el (positiivne ssRNA, sugukond Dicistroviridae) on samasugune kattevalgu struktuur. Käesolevaks ajaks on SJR-domeeni leitud nii dsDNA-, ssDNA-, dsRNA- kui ka positiivse polaarsusega ssRNA-viirustest, mis kuuluvad kokku vähemalt 25 erinevasse sugukonda. Teisisõnu, SJR-i on kõikides tuntud viiruste gruppides peale retro- ja negatiivse polaarsusega ssRNA-genoomsete viiruste. Mingit seost peremehega siin ei ole: SJR-domeeniga viiruste peremeesteks on selgroogsed, putukad, taimed ja isegi seened ning vetikad. Ainus, mida saab SJR-domeeni levikus esile tuua, on asjaolu, et siiani on SJR-domeeni leitud peamiselt eukarüoote nakatavate viiruste valkudes. Ainsaks prokarüoote nakatavaks viiruste grupiks, mille valkudes seda domeeni on leitud, on ssDNA-genoomiga bakteriofaagid sugukonnast Microviridae. Samas ei pruugi see nii jääda: eu- ja prokarüoote nakatavate viiruste kapsiidivalkudel võib olla samuti sarnane organisatsioon.
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			Joonis 29. Virionide peamise kapsiidivalgu levinumad struktuurid: a) single jelly-roll (SJR) Tomato bushy stunt virus’e näitel (2TBV), valgu N-ots on sinine ning C-ots punane. SJR-i struktuur moodustub kahest beeta-kihist, mis mõlemad on moodustunud neljast beeta-ahelast. Peptiidahel kulgeb nende kihtide ja lehtede vahel edasi-tagasi, nagu domeeni nimi ütleb (jelly-roll cake – rullbiskviit); b) double jelly-roll- (DJR-) struktuur sisaldab kahte üksteisega ühendatud jelly-roll-struktuuri. Joonisel on toodud bakteriofaag PRD1 peamine kapsiidivalk P3 ja adenoviiruse tüüp 2 heksoni valk. Nii SJR- kui DJR-struktuuriga valgud võivad lisaks põhistruktuurile sisaldada hulga täiendavaid lisa-elemente, vrd näiteks P3 ja heksoni valku. 

			 

			Kui aastatuhandevahetusel määrati faagi PRD1 (sugukond Tectiviridae) peamise kapsiidivalgu (ingl major core protein, MCP, P3-valk) struktuur, selgus, et see sarnaneb selgroogseid nakatavate adenoviiruste (sugukond Adenoviridae) kapsiidivalgu omaga. Mõlema viiruse puhul oli tegemist struktuuriga, mida nüüd nimetatakse DJR-domeeniks (ingl double jelly-roll) (Joonis 29). Pool aastakümmet hiljem avastati sarnane kapsiidivalk ka arhesid nakataval viirusel Sulfolobus turreted icosahedral (sugukond Turriviridae). Seega on sarnane kapsiidivalk nüüdseks leitud nii arhesid, baktereid kui eukarüoote nakatavatel viirustel. Praegustel (2018.a) andmetel kasutavad DJR-i oma kapsiidi moodustamiseks üheksa eukarüoote nakatavat dsDNA-viiruste sugukonda, seal-hulgas virofaagid sugukonnast Laviviridae, kaks baktereid nakatavat sugukonda ja üks arhesid nakatav sugukond.

			Sellega erinevatest peremeestest pärinevate viiruste kapsiidivalkude sarnasused aga ei piirdu. Sarnaselt DJR-ga on nii arhede, bakterite kui eukarüootide viirustel leitud HK97 arhitektuuriga kapsiidivalku. HK97 on struktuurilt hoopis teistsugune kui SJR või DJR ning selle nimetus tuleneb esimest bakteriofaagist (faag HK97), mille valgul selline struktuur leiti. Viirused, millel on HK97 tüüpi kapsiidivalk, nakatavad nii eukarüoote (seltsi Herpesvirales esindajad) kui prokarüoote (seltsi Caudovirales esindajad). Sarnaselt DJR domeeniga on HK97 domeeni leitud seni ainult dsDNA-viirustelt.

			dsDNA-viiruste 36 sugukonnast on ikosaeedriline kapsiid (suletud hulktahukas, vt ptk I.3) 23 sugukonnal. Nendest 21-l sugukonnal on teada või vähemalt usaldusväärselt ennustatud peamise kapsiidivalgu struktuur. Selgub, et erinevaid kapsiidivalgu struktuure on vaid viis: lisaks ülal näidatud DJR-, SJR- ja HK97-domeenidele on veel 4-helix bundle ja mostly alpha (Bicaudaviridae) struktuurid (Joonis 30). Vaid kahe dsDNA-viiruste sugukonna puhul ei ole peamise kapsiidivalgu struktuur teada – need on sugukonnad Fuselloviridae ja Guttaviridae, mis mõlemad nakatavad arhesid. Ka RNA-viirustel pole, arvestades nende suurt mitmekesisust, väga palju erisuguseid kapsiidivalgu arhitektuure. Kõige rohkem – praeguseks on teada 8 – leidub neid positiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirustel, negatiivse polaarsusega RNA-viirustel on praegu teada viis erineva arhitektuuriga kapsiidivalgu struktuuri (Joonis 30).
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			Joonis 30. Viiruste sugukondade mõningad omadused, mis on visualiseeritud taksonoomilisel puul. Paksud jooned ühendavad neid sugukondi, mis kuuluvad seltsidesse. Joonise interaktiivset versiooni vt: https://itol.embl.de/tree/193401210335251526304947.

			 

			Eelnevale toetudes on hakatud lisaks sugukondadele viiruseid jagama ka kapsiidivalgu arhitektuuri alusel suguseltsidesse (ingl lineage). Suguseltside kontseptsioon on ICTV taksonoomia väline ja seega mitteametlik. Samas on selge, et see süstemaatika on reaalne ja kajastab viiruste tõelist sugulust. Näiteks on mõnel juhul viiruste suguseltsi lahterdamist toetatud veel ka muude andmetega, nagu DNA pakkimismehhanism, sarnased replikatsioonivalgud jne. Nii on baktereid nakatavatel tectiviirustel ja selgroogseid nakatavatel adenoviirustel peale peamise DJR-kapsiidivalgu väga sarnane ka kapsiidi üldine ehitus, sealhulgas pentoni ja ogavalkude ehitus. Lisaks kasutavad mõlemad viirused replikatsiooniks valgu abil praimitavat DNAPolBp-d ning ka genoomi viiruspartiklisse pakkimise masinavärk on nendel viirustel väga sarnane. Teiseks heaks näiteks on eespool kirjeldatud papilloomi-, polüoomi- ja parvoviirused, millel on väga sarnased replikatsioonivalgud ja mis kuuluvad ka kapsiidivalgu struktuuri (SJR) järgi ühte ja samasse suguseltsi. Pealegi on polüoomi- ja papilloomiviirused ainukesed teadaolevad viirused, millel on viiruspartiklis nukleosoomne DNA (parvoviirustel see nii ei ole). HK97 suguseltsi kuuluvaid viiruseid (Herpesvirales ja Caudovirales) ühendavad peale kapsiidivalgu ehituse ka sarnased mehhanismid virioni moodustumisel ja viirusgenoomi kapsiidi pakkimisel. Need suguseltsid olidki paljsu viiruste taksonoomias alle hiljuti kasutusel tulnud kõrgemate ükstuste (klassid, hõimkonnad, riigid, valdkonnad) alged: varasemal ajal lõppes enamiku viiruste ametlik süstemaatika seltside tasemega (ptk I.2). Ka on selge, et mingist ajast, enamasti prekambriumist, sügavamale minnes ei saa enam rääkida viiruste evolutsioonist kui darvinistlikest puukujulistest lahknemistest. Pigem tuleks viiruseid sügavamas ajaskaalas vaadelda võrgustikuna, mis jagab ja vahetab geneetilisi mooduleid (funktsionaalsed kompleksid, valgud, valgu domeenid). 

		

	
		
			I.9. VIROSFÄÄR JA VIIRUSTE ROLL BIOSFÄÄRIS 

			Aare Abroi

			I.9.1. Viiruste arvukus, mitmekesisus ja levik biosfääris

			Virosfääriks nimetatakse kõikide maakeral olevate viiruste kogumit, s.t viiruste kogumit kui tervikut. Kuigi viirused on obligatoorsed mitterakulised parasiidid, ei pruugi nad olla alati patogeenid. Viiruste valdavalt patogeenne kuvand on tekkinud ajaloolistel põhjustel. Enamasti uuriti, ja oli põhjust uurida, mingi fenotüüpse või funktsionaalse iseärasuse/häirituse põhjuseid inimestes, inimestele olulistes või niisugustes organismides, kellega inimestel oli tihe kokkupuude, sealhulgas igasugustes mudelorganismides. Muid viiruseid ei peetud olulisteks või, sagedamini, ei osatud nende olemasolu eeldada ega tuvastada. Viimase kümnendi jooksul on olukord oomiks- meetodite, eelkõige NGS-i (ingl next generation sequencing) kiire arengu tõttu radikaalselt muutunud. Uudsed meetodid ei eelda bioloogilise fenomeni või ratsionaalse hüpoteesi olemasolu ning võimaldavad uurida viiruste geneetilist materjali igas biotoobis. Arusaadavalt on niisuguste uuringutega tuvastatud suure hulga mittepatogeensete viiruste olemasolu. Lisaks on leitud suurel arvul viiruseid, kelle kohta pole praegusel ajal peale genoomi järjestuse ja selle leiukoha midagi teada. Me ei tea isegi seda, mis või kes on nende peremehed ja mida sellise viiruse infektsioon põhjustab. Arvestades kogu praeguseks teadaolevat virosfääri mitmekesisust, pole aga kahtlust, et viiruste tugev patogeensus on pigem erandjuhtum, mitte reegel.

			Viirused on biosfääri ja ilmselt ka iga biotoobi oluline ja lahutamatu osa. Sageli kasutatavaks mõisteks on viroom – mingi ökosüsteemi, holobiondi või bioomiga seotud viiruslike nukleiinhapete kogum. Mõiste viroom on seega peaaegu ekvivalentne mõistega viiruste metagenoom. Tehnilistel põhjustel uuritakse tavaliselt kas DNA-viroomi või RNA- viroomi, väga harva mõlemat korraga. Erinevates biotoopides domineerivad erisugused organismide rühmad. Leidub organismide rühmi, mida nakatavad valdavalt RNA-viirused (taimed, seened), kui ka rühmi, mida nakatavad ainult DNA-viirused (arhed ehk ürgid). Seetõttu võib ainult DNA-viroomi või RNA-viroomi mõõtmine anda osale biotoopidele ekstreemselt väikese viiruste arvukuse ja viiruste väikese suhte mikroobidesse. See suhe, mida tähistatakse lühendiga VMR (ingl virus to microbe ratio), näitab üldjoontes viiruste ja nende potentsiaalsete peremeeste vahekorda. VMR-i kasutatakse tihti mõõdikuna viiruste arvukuse hindamisel erinevates biotoopides, mis võimaldab erinevaid biotoope võrrelda. Nii on viiruste arvukus Antarktika jääalustes järvedes ning parasvöötme soodes/rabades väga erinev, samas on VMR mõlemal juhul suhteliselt sarnane. Loomulikult saab arvukuse hindamisel kasutada ka viiruste, täpsemalt viirusesarnaste osakeste – VLP-de (ingl virus like particles) absoluutset arvukust. Näiteks maapinnalähedase (1 m maapinnast) õhu viiruste sisalduseks on hinnatud 1.7 × 106 kuni 4.0 × 107 osakest kuupmeetri kohta. Eeldades, et inimese poolt sissehingatud õhk sisaldab umbes sama palju viiruseid ning arvestades inimese keskmist õhu tarbimist (~11 m3 ööpäevas) siis läbib inimese hingamisteid ööpäevas paarkümmend miljonit kuni pool miljardit viirusosakest. Tõsi küll, enamik neist viirustest, millega me iga päev kokku puutume, ei kujuta endast meile mingit ohtu, sest enamik neid viiruseid nakatab tegelikult baktereid ja taimi.

			Viiruste arvukuse uurimiseks kasutatakse nii klassikalisi kui ka uusi meetodeid. Meetodid, mis põhinevad osakeste loendamisel, ei mõõda rangelt võttes viiruste, vaid VLP-de arvukust. Klassikaliseks meetodiks on elektronmikroskoopia, VLP-de korral enamasti TEM – transmissiooni (läbivalgustav) elektronmikroskoopia. Selle meetodiga saab peale viiruste arvukuse iseloomustada ka nende morfoloogilist mitmekesisust. VLP-de arvukust mõõdetakse ka epifluorestsents-mikroskoopiaga ning voolutsütomeetria-mikroskoopiaga. Metaviroomide sekveneerimisel tuvastatakse ka need viirused, millel ei ole oma peremehele patoloogilist või muud fenotüüpset mõju; enamasti ei võimalda metaviroomide sekveneerimine isegi teada saada viiruse peremeesorganisme. See on võimalik vaid osa bakterite ja arhede viiruste korral, kasutades CRISPR-andmeid.

			 

			I. 9.2. Viiruste arvukus eri biotoopides 

			Organismide arvukus eri biotoopides on väga erinev. Antarktika jääalused järved ning troopilised vihmametsad ei ole sellest aspektist võrreldavad: kuigi neis mõlemas on elu, on aineringe intensiivsus väga erinev. Samamoodi erineb väga ka viirusosakeste arvukus biotoopides: Antarktika järv sisaldab tüüpiliselt ~3 × 105 VLP-d 1 ml vee kohta, samal ajal leidub vihmametsast pärinevates pinnaseproovides sageli >109 VLP-d 1 g pinnase kohta. Nende äärmuste vahele jääb merevesi, mis sisaldab ~107 VLP-d 1 ml kohta. Märgime, et VLP-de sisaldus maailmameres pole ühtlane, olles suurem kaldavööndis ja väiksem avaookeanis. Samuti pole viiruste absoluutarv ega VMR stabiilsed: tulenevalt keskkonnatingimuste sesoonsetest muutustest muutub nii organismide kui viiruste arvukus.

			Eukarüootsete mikroobide arvukuseks merevees hinnatakse umbes 103 kuni 104 mikroobi milliliitri kohta ning prokarüootide arvukust sellest umbes kaks suurusjärku suuremaks, seega 105–106 rakku 1 ml kohta. Ka enamikus teistes biotoopides on rakkude ning seda enam organismide üldine arvukus määratud ennekõike prokarüootide arvukusega. Kui jagada biotoobid viie suure rühma vahel: merelised, mageveelised, muud veelised (heitveed, soolajärved jm) setted ja mullad, siis hinnangute kohaselt on globaalselt viirusosakesi muldades ja ookeanides umbes ühepalju (~1030 osakest, Tabel I.9.1). Veelgi rohkem on viirusosakesi aga globaalsetes setetes – hinnanguliselt suurusjärgu võrra rohkem kui muudes biotoopides ehk kokku ~4 × 1031 osakest. See moodustab rõhuva enamuse viirusosakeste üldarvust, milleks on meie planeedil hinnanguliselt ~4,8 × 1031 viirusosakest (Tabel I. 9.1).

			 

			Tabel I.9.1. Viiruste hinnanguline arvukus erinevates globaalsetes bioomides
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			Tabelis I.9.1 toodud hinnangud on globaalsed ja summaarsed. Nagu näha jooniselt 31, võib reaalsete VMR-i väärtuste erinevus keskmisest olla väga suur. See on tingitud mitmetest asjaoludest. Loomulikult võib erinevate bioomide VMR olla väga erinev. Mingi osa erinevustest tuleneb ka keskkonnatingimuste sesoonsetest muutustest ja erinevatest tehnoloogiatest, mida on kasutatud viiruste ja rakkude arvukuse hindamisel. Kõigele sellele vaatamata on enamikus biotoopides VMR 5 ja 50 vahel (Joonis 31) ehk siis rusikareeglina on igas biotoobis viirusosakesi umbes kümme korda rohkem kui rakke.

			Heaks näiteks viiruste arvukuse uurimisest on Tara Ocean’i projekt. Selle projekti raames analüüsiti ühtset metoodikat kasutades maailmamere mitmeid geograafilisi punkte; seejuures analüüsiti iga punkti mitmes eri sügavuses sealleiduvate organismide ja viirusosakeste sisalduse järgi. Saadud tulemused näitasid, et VMR sõltub sügavusest, kust proovid võeti (Joonis 32):

			-	ookeani pinnakihis (esimesed meetrid) on viirusosakesi võrreldes mikroobidega suhteliselt palju;

			-	järgnevates kihtides on VMR tunduvalt väiksem;

			-	alates sügavusest 200 m hakkab VMR sügavuse kasvamisega jälle suurenema. 
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			Joonis 31. VMR-i väärtused erinevates biotoopides peamiste bioomi klasside kaupa. VMR-i väärtuste varieeruvus (0,01 kuni 1000) on näitlikustatud karp-vurrud-diagrammi abil. Karp näitab keskmise 50% väärtuste asukohta, see tähendab, et karbist väljas on nii väiksemaid kui suuremaid väärtusi 25% väärtuste üldhulgast. Püstine joon karbi sees näitab mediaani, joon väljaspool karpi näitab suurimat ja vähimat väärtust (erindid on välja jäetud) ning punktid väljaspool joont on erindid. Seega jääb 50% andmetest karbi sisse. 25% andmetest jääb kummagi joone peale. Punktid märgitakse joonisele, kui andmed asuvad mediaanist kaugemal kui poolteist kvartiilide vahet. 
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			Joonis 32. VMR ookeanides varieerub ning on tugevas sõltuvuses sügavusest. Joonisel on näidatud VMR-i sõltuvus proovi sügavusest ookeanis, kust proov võeti, Tara Ocean’i projekti raames tehtud mõõtmiste tulemusel. Iga punkt vastab ühele proovile fikseeritud koordinaadil ja sügavusel.

			 

			I. 9.3. Viiruste liigiline mitmekesisus

			Viiruste liigilist mitmekesisust biosfääris on märksa keerulisem hinnata kui viiruspartiklite arvu. Arvestamata viiruste tüüpe, alamtüüpe, isolaate jne, tunnistab ICTV 2020. aasta juuni seisuga ligikaudu 7000 viiruseliiki (www.ictvonline.org). NCBI täisgenoomide andmebaasis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?opt=virus&taxid=10239) on viiruste täisgenoome ~7500; neist vähemalt 5000 kuulub eukarüoote nakatavatele viirustele. Eukarüootsete liikide arvukuseks meie planeedil hinnatakse 8,7 miljonit liiki. Oletame, et igal liigil on vähemalt 1 viirus, mis nakatab seda liiki ja teisi liike ei nakata. See on pigem väga tagasihoidlik hinnang, pigem on see number 10. Kuid ka nii saame eukarüoote nakatavate viiruste liikide arvuks vähemalt 8,7 miljonit ja leiame, et seni on nendest iseloomustatud alla 0,06%. Isegi kui eukarüootide viiruste arvukusele antud hinnangu puhul eksitakse suurusjärgu või kahe võrra, on meil ikkagi avastamata veel väga suur osa viirustest ja nende mitmekesisusest. Sama kehtib, kahtlemata veel suuremal määral, prokarüoote nakatavate viiruste kohta. Nii on bakteriofaagide liikide arvu hinnatud 100 miljonile, seejuures on sarnane hinnang saadud kahe väga erineva käsitlusviisi põhjal. Seni on neid viiruseid kirjeldatud suurusjärgus 2500 ehk taas on tuntud vaid murdosa kõikidest viiruseliikidest ja nende mitmekesisusest. 

			Vähe sellest, et me ei tunne üle 0,1% kõikidest olemasolevatest viiruse- liikidest, kujutavad ka praeguseks tuntud/tunnustatud viirused endast üsna kallutatud valimit. Käesolevaks ajaks on ICTV poolt tunnustatud ligi 170 viiruste sugukonna, kaks aastat tagasi oli see umbes 120. Sugukonna sees on viiruste sugulus selgelt olemas ning sugukonnad proovitakse hoida monofüleetilisena. Viiruste sugukondadest oli (2018. aasta seisuga) 37 dsDNA-viirused, 11 ssDNA-viirused, ühel sugukonnal (arhesid nakatavad Pleolipoviridae) on nii dsDNA- kui ka ssDNA- genoomidega esindajaid. RNA-genoomseid viiruseid oli 89 sugukonda: 11 dsRNA-, 29 negatiivse polaarsusega RNA- ja 49 positiivse polaarsusega RNA-viiruste sugukonda. Pararetroviiruseid (RNA kaudu replitseeruvad dsDNA-genoomsed viirused) oli 2 sugukonda ja retroviirusesarnase infektsioonitsükliga (RNA-genoomsed viirused, mis replitseeruvad DNA kaudu) viiruseid 3 sugukonda. Nagu näha, on erineva genoomitüübiga viirustel väga erinev sugukondade arv, seda pole muutnud ka viimastel aastatel tunnustuse saanud uued viiruste sugukonnad. Väga erinev on ka nende peremeeste ring (interaktiivselt saab seda uurida aadressilt http://viralzone.expasy.org/664).

			-	Tuntud dsDNA-viirused nakatavad nii arhesid, baktereid kui eukarüoote. Samas on olulised erinevused erinevate eukarüootsete rühmade nakatamisel: seente ja kõrgemate taimede dsDNA-viiruseid ei ole üldse kirjeldatud ning on teada vaid üks sugukond (Phycodnaviridae) DNA-viiruseid, mis nakatavad vetikaid. Seega on dsDNA- genoomsete viiruste hulgas väga tugev kallutatus loomi nakatavate viiruste kasuks.

			-	dsRNA-viirused on väga levinud seentel, kuid neid leidub ka selgroogsetel, taimedel ja selgrootutel; samas on teada vaid üks dsRNA-viiruste sugukond (Cystoviridae), mis nakatab baktereid. 

			-	Bakterite ja arhede viirused on enamasti dsDNA-viirused, kuid siin leidub ka ssDNA- viiruseid ja bakterite korral ka dsRNA-viiruseid (Cystoviridae) ja positiivse polaarsusega RNA-viiruseid (Leviviridae). 

			-	Taimede viiruste hulgas domineerivad väga tugevalt positiivse polaarsusega RNA- viirused.

			-	RNA-viiruseid ei ole seni teadaolevalt leitud arhedest. Ei bakteritest ega arhedest ole leitud negatiivse polaarsusega RNA-viiruseid ega pöördtranskriptsiooni kasutavaid viiruseid. 

			Millest selline kallutatus tuleneb? Ühest küljest on selle põhjuseks ilmselt viiruste peremeeste erinev uurimine. Inimese, seega ka selgroogsete loomade viiruseid on uuritud kordades (kui mitte suurusjärkudes) rohkem kui kõiki ülejäänuid kokku. Teisest küljest avaldavad kindlasti mõju ka bioloogilised põhjused. 

			-	Kõrgemate taimede nakatamiseks, mille jaoks on oluline viiruse transport taimes, sobivad pigem väikesed viirused. Selliseid viiruseid leidub küll kõikides viiruste gruppides, kuid siiski on neid kõige vähem dsDNA-viiruste hulgas. 

			-	Arhede ekstreemsed elutingimused loovad ilmselt eelise stabiilsemast materjalist (DNA-st) genoomidega viirustele.

			-	Seente viiruste rakusisene elutsükkel tingib omad eelistused jne. 

			Siiski võib ainult oletada, kui palju see pilt muutub, kui uuritud (tunnustatud) viiruseliikide arv hakkaks lähenema looduses olevate liikide arvule. 

			 

			I. 9.4. Viiruste muutlikkusest ja arvukusest tulenevad bioloogilised järelmid

			Viiruste suur mitmekesisus, arvukus ja kiire muteerumine muudavad isegi näiliselt vähetõenäolised sündmused tõenäosuslikuks kindluseks (ingl extremely unlikely events became probabilistic certainties). Seda keerulist lauset on lihtsam illustreerida näidetega. Olgu meil mingi sündmuse, nt genoomi ühes kindlas positsioonis ühe kindla mutatsiooni tekke toimumise tõenäosus üks kord iga 108 (1/100 000 000) viirusgenoomi replikatsioonitsükli kohta. See tundub olevat väga harv sündmus. Samas, nakatunud inimeses sünteesitakse 1010 uut HIV-i virioni päevas ja Chikungunya viirusega nakatatud makaagis pannakse infektsiooni jooksul kokku vähemalt 1011 viirusosakest. Liites need arvud kokku, näeme, et ka eespool toodud näiliselt väga väikese sageduse korral on kirjeldatud sündmus üsna kindlalt, tõenäosusega 99% või rohkem, nakkuse käigus aset leidnud. Ka liitris merevees võib viiruste jaoks optimaalsetes tingimustes olla produktsioon 1011 viirust päevas. Kui suured need arvud on, näitab kujukalt järgmine võrdlus: kogu ajaloo vältel on maakeral elanud hinnanguliselt 50–200 miljardit anatoomiliselt moodsat inimest ehk umbkaudu samas suurusjärgus, kui tekib ühe infektsiooni käigus (või 1 l vees) viirusosakesi. Tohutu varieeruvus, kiire paljunemine ja selektsioon on põhjusteks, miks uute viiruste või tuntud viiruste eriti patogeensete variantide põhjustatud puhanguid on raske ennustada. Täpsemalt, lihtne on ennustada, et sellised sündmused peavad toimuma. Probleem on selles, et me ei suuda ette näha, kus, millal ja milline viirus ebameeldivusi põhjustab. Paradoksaalsel kombel tähendab viiruste ülisuur muutlikkus ka seda, et viirused on juba (ennetavalt) välja töötanud genoomid, mis kannavad resistentsust veel kavandamata-valmistamata ravimitele. Seega on kindel, et sellise ravimi kasutusele tulemisel hakkavad need variandid kohe ka levima. Kuidas tulla toime patogeenidega, kes on teadlastest piltlikult öeldes „vähemalt ühe sammu võrra ees“? Üheks võimaluseks on viiruste mitmekesisust ja omapära, sealhulgas muutlikkust, oma huvides ära kasutada. Nii saab hinnata, kui tõhus mingi kavandatav ravim on või kui kergesti suudavad viirused sellest „mööda hiilida“ ja mis see neile „maksma läheb“. Nii saab luua „kõrge resistentsibarjääriga“ ravimeid. Lahtikirjutatuna tähendab see, et viiruste mutandid, mis on taolise ravimi suhtes tundetud, on muude bioloogiliste omaduste poolest nõrgestatud ega saa seetõttu olla edukad ei levikus ega haiguste tekitamises. Moodne teadus suudab küll palju, kuid kindlasti pole liigne meeles pidada, et parim kaitse on tugev immuunsüsteem, mis on paljuski välja kujunenud viirustega võitlemise tulemusel. Selle süsteemi eduka toimimise üheks aluseks on tervislikud eluviisid, tervislik toitumine ning mõõdukas kokkupuude erinevate antigeenidega.

			 

			I. 9.5. Viiruste roll biosfääris

			I. 9.5.1. Geeniülekanne viiruste ja rakkude vahel 

			Inimesi nakatavaid viiruseid leidub ligikaudu 30 tunnustatud viiruste sugukonnas. Inimesed ei ole sellest aspektist ilmselt mingid erandid, suure tõenäosusega on ka paljudel teistel selgroogsete liikidel vähemalt sama palju mitmesuguseid viiruseid. Me kõik oleme kogenud ühte või teist viirusnakkust. Seega toimub nii meie organismis kui ka teiste liikide organismides pidev viirusliku geneetilise info läbivool. Sellest tulenevalt juhtub aeg-ajalt, et viiruste geenid satuvad peremehe genoomi ja vastupidi – peremeesorganismi geenid satuvad viiruse genoomi. Vanim kirjeldatud mehhanism selliseks geeniülekandeks on transduktsioon. Transduktsiooniks nimetatakse mitteviirusliku DNA ülekannet viiruse poolt. Bakterite maailmas toimub transduktsioon ehk bakteriofaagi vahendatud geeniülekanne ilma doonori ja vastuvõtja bakterite vahetu füüsilise kontaktita: bakteriofaag võtab doonorrakust kaasa võõra DNA ja kannab selle järgmisse bakterirakku, mis võib olla osal juhtudel ka teisest liigist. Seda võimaldab asjaolu, et viiruse kapsiidi pakitakse viiruse genoomi asemel ka bakteri kromosoomse DNA tükke või on profaagi väljumisel peremehe genoomist tekkinud viga ning koos profaagiga on välja lõigatud ka tükike bakteri kromosoomset DNA-d, mis pakitakse koos bakteriofaagi genoomiga (õigemini selle osana) virioni. Bakterite puhul on keeruline tõmmata piiri, millal on tegemist inaktiveerunud profaagiga ja millal geeniülekandega viiruselt peremehele (ingl virus to host, V2H). Iga bioloogiline protsess töötab kindla täpsusega ja kõikides molekulaarsetes protsessides juhtub kindla sagedusega vigu. Vigase viirusgenoomi väljalõikamine võib jätta bakteri genoomi ka mingi tükikese viiruslikku DNA-d. Kui see DNA tükk osutub rakule kasulikuks, siis kinnistub selline viiruslik jäänuk populatsioonis. Arvestades mittehomoloogse rekombinatsiooni olemasolu, on isegi mitteintegreeruvate bakteriofaagide korral kerge ette kujutada, kuidas bakteriofaagi DNA satub bakteri genoomi ja vastupidi. 

			V2H-geeniülekande tulemusena tekkinud raku genoomis paiknevaid elemente nimetatakse EVE-deks. EVE-del võib, aga ei pruugi olla kodeerivat potentsiaali. Selleks, et EVE fikseeruks organismis ja leviks populatsioonis, peab ta andma organismile selektiivse eelise. V2H ülekanded ja EVE-d on loodusliku mitmekesisuse tekkimise üks mehhanismidest. Lisaks võimaldab EVE-de olemasolu ja fülogeneetiline muster hinnata V2H ülekannete toimumise ligikaudset aega ning selle kaudu ka nende geenide doonoriks olnud viiruste vanust. Seni kirjeldatud EVE-de vanused jäävad vahemikku ~5–100 miljonit aastat.

			Eukarüootide tuumas replitseeruvate dsDNA-viiruste puhul on see, kuidas toimub geeniülekanne peremehelt viirusele (ja vastupidi), lihtsasti ettekujutatav. Sisuliselt on siin enamasti tegemist mittehomoloogse rekombinatsiooniga. Ja loomulikult toimub V2H ülekanne täiesti arusaadavate mehhanismide kaudu ka retroviirustel, millele on cDNA integreerimine peremehe genoomi infektsioonitsükli lahutamatuks osaks. On ka üsna arusaadav, kuidas positiivsete RNA-viiruste korral saab viirus peremehe järjestusi (transkripte) oma genoomi liita (ingl host to virus, H2V ülekanne). Hoopis keerulisem on ette kujutada, kuidas satuvad dsRNA või negatiivsete ssRNA viiruste geenid peremehe tuumas paiknevasse genoomi või kuidas satuvad peremehe geenid vastavatesse virionidesse. Peamine probleem on siin selles, et niisugused viirused ei paki oma virionidesse ei DNA-d ega „paljast“ üheahelalist RNA-d. Samas, nagu ülal märgitud, on viiruste puhul sageli võimalikud ka haruldased (ja/või ebatõenäolised) sündmused. Esimesed andmed selle kohta, et ka RNA- ja ssDNA-viiruste geenid võivad sattuda peremeesorganismi genoomi, ulatuvad koekultuuri tingimustes paljundatud loomaviirustel aastasse 1974 ja taimeviirustel aastasse 1996. Teed õpikutesse need teadmised omal ajal ei leidnud; suure tõenäosusega peeti neid kunstlikust süsteemist tulenevaks artefaktiks. Nagu pahatihti on juhtunud ka muude põnevate fenomenide korral, pidid need andmed ootama, kuni samasugust nähtust kirjeldati aastail 2009–2010 nii imetajatel kui ka seentel. Siis näidati, et rakutuumas replitseeruvatest bornaviirustest (negatiivse polaarsusega RNA-genoomiga viirused) pärit elemente leidub nii primaatide kui ka näriliste genoomides ning et mitmete seente genoomides leidub totiviiruste (dsRNA-genoomiga viirused) päritolu elemente. Nüüdseks on V2H ülekannet eukarüootidesse kirjeldatud rohkem kui 20 viiruste sugukonna puhul ja selle kohta on kogunenud näiteid igast viiruste genoomi tüübist. V2H ülekandeid on toimunud paljudesse erinevatesse eukarüootsetesse taksonitesse (Joonis 33). Eriti kummaline tundub olevat RNA- viiruste geenide sattumine selgroogsete genoomidesse seetõttu, et selle toimumiseks peab viiruse genoom või vähemalt DNA, mis on komplementaarne mingi osaga viiruse genoomist, sattuma idutee rakkudesse. Seega on RNA-viiruste korral kindlasti vajalik pöördtranskriptaasne aktiivsus, mida võivad tagada endogeensed retroelemendid (nt LINE-1). Uued ja tundlikud meetodid on tuvastanud imetajate seemnevedelikus mitmeid erinevaid viiruseid; see näitab, et viiruste ja/või nende geneetilise materjali sattumine idutee rakkudesse ei olegi nii vähetõenäoline. Osal juhtudel on V2H-geeni allesjäämise (positiivse selektsiooni) põhjuseks tõenäoliselt see, et selline geen võib tagada organismile mingi kaitse viiruste vastu. Kuidas see täpselt toimib, on veel ebaselge. Seega, kuigi eespool kirjeldatud V2H-protsessid on piisavalt harvad, et mitte omada märkimisväärset meditsiinilist tähtsust, on nad samas piisavalt sagedased, et olla olulised evolutsioonilises plaanis. 
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			Joonis 33. Geeniülekanded viiruselt peremehele (V2H) peamiste taksonite kaupa eukarüootides. Iga joonise keskel on välja toodud organismide grupp, kelle genoomidesse on viirused integreerunud. Punaste ringidena on toodud, mitmest viiruste sugukonnast on toimunud integratsioon vastavasse organismide gruppi. Kõige väiksem ring vastab ühele sugukonnale ning kõige suurem ring viiele sugukonnale. Viiruste sugukonnad on grupeeritud Baltimore’i süsteemi järgi: (ülevalt vasakult) ssDNA, dsDNA, RT-DNA; (alt vasakult) (+)ssRNA, (-)ssRNA, dsRNA. Välja on jäetud viiruste perekonnad, mis oma infektsioonitsükli käigus integreeruvad peremeesorganismi genoomi. 

			 

			Geeniülekannet peremehelt viirusele (H2V) on ennekõike kirjeldatud suurtel dsDNA- viirustel, seda nii bakteriofaagide kui ka eukarüootide viiruste korral. Üks ja seesama rakuline geen, näiteks herpesviiruste puhul interleukiin-10 või Il-10 geen, on leidnud tee lähedastesse viirustesse isegi mitu korda ja üksteisest sõltumatult. Enamikul juhtudel puuduvad herpesviiruste „peremehelt omandatud“ geenides intronid. See näitab, et geenide omastamisel osaleb ka pöörtranskriptaas ehk viirused omandavad cDNA-sid, mitte geene endid. Siiski on vähemalt ühe teadaoleva ülekande korral peremehelt herpesviirustesse säilinud ka geeni algne eksoni-introni-struktuur, mis on selle tõendiks, et vastav geen on pärit otse peremehe genoomist, mitte tekkinud pöördtranskribeeritud mRNA-st.

			 

			I. 9.5.2. Viiruste roll globaalses aine- ja energiaringluses

			Globaalset biogeokeemilist aineringlust suunavad valdavalt ookeanides elutsevad mikroobid. Sellele aineringlusele seavad omakorda piirangud viirused, mis mõjutavad mikroobide koosluste koosseisu, metaboolset aktiivsust, aineringe intensiivsust ja evolutsioonilisi trajektoore. Summaarselt lüüsitakse iga päev viiruste poolt ~1028 bakterit ehk ~10% kõigist ookeanide bakteritest. Selle käigus vabastatakse 109 tonni süsinikku päevas. See on kogus, mis saab minna uuesti aineringesse. Arvestades, et süsiniku hulka globaalses biosfääris hinnatakse 1012 tonnile, on tegemist vägagi suure kogusega. Viiruste poolt lüüsitakse ka ~30% tsüaanobakteritest; see tähendab aga, et ~25% ookeanides fotosünteesi kaudu seotud süsinikust läheb aineringesse tagasi just viiruste vahendatud rakkude lüüsi tagajärjel. Need arvud, ehkki hinnangulised, näitavad selgelt, et viirused on globaalse aineringe intensiivsuseks oluline komponent. Ka tähendab viiruspartiklite suur arv, et nendes paikneb arvestatav osa bioloogilisest materjalist. Nii on umbkaudu 5% meredes/ookeanides olevast lahustunud orgaanilisest fosforist ja lämmastikust just virionides. 

			Paljudel merelistel viirustel on geenid, mis kodeerivad energia ja toitainete omastamisega seotud valke. Niisuguste geenide olemasolu annab nakatatud rakule (vähemalt lühiajalise) kasvueelise ning võimaldab seega ka sellistes rakkudes paljunevate viiruste suuremat produktsiooni. Üheks seesuguste geeniproduktide näiteks on tsüanofaagide (tsüanobaktereid nakatavate faagide) kodeeritud fotosünteesis osalevad valgud. Käesolevaks ajaks on nendest viirustest leitud:

			-	geene psbA ja psbD, mis kodeerivad fotosüntees II valke; 

			-	fotosünteetilise elektrontranspordi geene PTOX, petE, petF; 

			-	fotosünteetiliste pigmentide biosünteesi geene ho1, pebS, cpeT, pcyA; 

			-	hli- (ingl high-light inducible) geeni, mille poolt kodeeritud valgud vastutavad liigse valgusenergia dissipatsiooni eest, tagades, et fotosünteetiline aparatuur ei saaks kahjustada.

			Hinnatakse, et umbes 10% ookeanis toimuvast fotosünteesist tehakse tsüanofaagide poolt kodeeritud valkude kaasabil. Tuntumad ja levinumad tsüanofaagide kodeeritud valgud pärinevad psbA- ja psbD-geenidelt, mis kodeerivad vastavalt fotosünteesi II valke D1 ja D2. D1 ja D2 moodustavad heterodimeeri, mis paikneb fotosüntees II reaktsioonitsentris. D1-valk on kiire turn-over’iga valgustundlik valk ning inaktiveerub valguse toimel kiiresti; seetõttu on funktsionaalsuse säilitamiseks vajalik tema pidev juurdesünteesimine. Enamik tsüanofaage kodeerib oma D1-valku (s.t tsüanofaagil on psbA-geen), mis lülitatakse viiruse poolt nakatatud raku fotosünteesi kompleksi. See võimaldab bakteril fotosünteesi kauem läbi viia ja sellega tagada viiruste replikatsiooniks vajaliku energia tootmise. Lisaks fotosünteesi II komponentidele on viirustest leitud ka fotosünteesi I komponente kodeerivaid geene. 

			Viirused kannavad ka paljusid täiendavaid (ingl auxiliary) metaboolseid geene, mille kodeeritud funktsioonid on bakteritele vajalikud erinevates ökoloogilistes niššides toimetulekuks. Üldistatult võib öelda, et nende täiendavate geenide kodeeritud produktid aitavad kindlates ökoloogilistes niššides omastada aineringet, elutegevust või viiruste paljunemist limiteerivaid komponente. See on omakorda vajalik, et kasutada saadaolevat ressurssi viiruse maksimaalse paljunemise tagamiseks; see võib sageli tähendada ka viiruse peremehe eelistatud paljunemist. Nii on ookeanides leiduvatel viirustel ka geene, mis on seotud: 

			-	väävli ja lämmastiku aineringega: dsrC, soxYZ, P-II; tuntud ka kui glnB ja amoC; 

			-	fosfaadi metabolismiga: geenid phoA, phoH ja pstS;

			-	süsiniku metabolismiga: talC, gnd ja zwf. 

			-	nukleotiidide metabolismiga, sealhulgas:

			o	ribonukleotiidide redutseerimisega seotud geenid nrdA, nrdB ja cobS; 

			o	puriinide biosünteesi geenid purH, purL, purM ja purN; 

			o	pürimidiinide biosünteesi geenid pyrE ja thyX. 

			Nende ja teiste seesuguste geenide esinemissagedus ja mitmekesisus näitavad, kuivõrd fundamentaalset osa mängivad ookeanides leiduvad tsüanofaagid, korraldades nišispetsiifiliselt ümber oma peremeeste ainevahetust ning mõjutades geokeemilist aineringlust.

			 

			I. 9.5.3. Viirused kui geneetilise mitmekesisuse pank

			Võib liialdamata väita, et looduse geneetiline mitmekesisus on kõige selgemalt väljendunud just virosfääris. Sekveneeritud, kuid eksperimentaalselt iseloomustamata viiruste korral õnnestub viirusevalkudele funktsiooni ennustada (neile homolooge leida) alla pooltel juhtudest. Väga tihti, eriti just suurte genoomidega viiruste puhul, on see protsent 10 või alla selle. Võrdluseks – eksperimentaalselt väheiseloomustatud biotoopidest leitud mikroobide kodeeritud valkudele on võimalik ennustada funktsioone (tuvastada homolooge) vähemalt 50%-l protsendil juhtudest. See näitab selgelt, et võrreldes rakkudega, on ka praeguseks tuntud viiruste geneetiline mitmekesisus väga suur. Kahtlemata on kogu viiruste geneetiline mitmekesisus praegu teadaolevast oluliselt suurem: nagu ülal mainitud, on hetkel tuntud vaid väga väike osa kõigist olemasolevatest viirustest.

			 

			Kokkuvõte: minevik ja tulevik

			Senised teadmised viiruste molekulaarbioloogiast, evolutsioonist, viiruse ja peremehe suhetest põhinevad, eriti eukarüootide korral, väga piiratud arvu viiruste sugukondade või perekondade uuringutel. Üldjuhul on molekulaarselt hästi uuritud viiruste peremeesteks inimene, temale järgnevad kultuurtaimed, kodu- ja laboriloomad, putukad ning kultiveeritavad bakterid. Edaspidiste viroloogiliste uuringute käigus võime teada saada veel väga palju uut ja põnevat, eriti molekulaarviroloogiliselt väheuuritud biotoopide (nt setted ja meri) viiruste kohta. Loodetavasti saame kunagi ka suure ja üldise, kuid samas praegusest oluliselt täpsema pildi viiruste rollist biosfääris.
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