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Virophages - new biological elements

Abstract: Virophages are viruses whichinfect mainly giant viruses, from so-called super-family NCLD (nucleocytoplasmic large DNA
viruses), which includes Mimivirus, Mamavirus, Lentille, CroV or Phycodna virus. They occurre in the aquatic environment as infectious
agents, especially for protozoa, flagellates, algae and micro-algae (mainly Spirulina sp. and Chlorella sp.). The first known virophage was
Sputnik, for which the dominant host is Mamawirus living on the protozoa Acanthamoeba (A.) polyphaga. However, it can infect also
Mimivirus living on protozoa A. castellanii. Sputnik was also considered as satellite virus, as its replication cycle requires the presence of
Mamavirus or Mimivirus and also its genetic material is DNA,. Thus, it is the first described dsDNA satellite virus. This virophage has
its own gene encoding the capsid and its replication takes place in the Mamavirus and/or Mimivirus “factories’, creating a link between
viruses and the animated world. The second discovered virophage after Sputnik was Sputnik 2, which was found in amoeba contaminated
fluid (Acantamoeba polyphaga) infected with the giant virus — Lentille. Sputnik 2, similarly to Sputnik, has the ability to introduce its DNA
into the host genome, as evidenced by the discovery of its small fragments in the Lentille virus genome. The third discovered virophage was
Mavirus, for which the host is a CroV virus (Cafeteria roenbergensis virus) infecting algae Cafeteria (C.) roenbergensis. Mavirus differs from
Sputnik and Sputnik 2 as its cubic capsid has a diameter of 60 nm and its genome was found to be closely related to the class of eukaryotic
DNA transposons Thus, it has been proposed that Mavirus might have given a start to DNA transposons in Maverick/Polinton class. The
fourth described virophage is the Organic Lake Virophage (OLV). It has been identified by similarity in its capsid protein sequence to the
already discovered protein sequences in Sputnik. In addition to the four virophages described in this work, there are also other registered
virophages, such as Yellowstone Lake Virophage (YSLCV) 1, 2, 3, 4 and Ace Lake Mavirus - ALM.

1. Introduction. 2. Sputnik virophage. 3. Sputnik 2 virophage. 4. Mavirus virophage. 5. OLV virophage. 6. Other virophages. 7. Virophages
and satellite viruses. 8. Summary
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1. Wprowadzenie

Jedna z najbardziej zdumiewajgcych informacji
z zakresu faktow biologicznych w ostatnich kilku latach
byla wiadomos¢ o istnieniu wiruséw mogacych ata-
kowa¢ wirusy, a ktore nazwano wirofagami - ,,poze-
raczami wiruséw” [29, 35]. Fakt, ze wirusy atakuja
komorki bakteryjne byl znany juz od 1896 roku i te
okreslono jako bakteriofagi. Wérod wiruséw opisano
réwniez bardzo ciekawe, grozne patogeny infekujace
rosliny, nazwane od 1971 roku wiroidami. Natomiast
obecnie zarejestrowano zdumiewajacy fakt, Ze wirus nie
bedacy organizmem komdrkowym, potrafi atakowaé
inne wirusy, tez nie bedace komodrkami.

Wykazano, ze wirofagi infekujg gléwnie olbrzymie
wirusy — powyzej 400 nm - m.in. z rodzaju Mimivi-
rus, ktorego przykladem jest APMV (Acanthamoeba
polyphaga mimivirus), pierwszy opisany przedstawiciel
wiruséw olbrzymich, czy wirusy olbrzymie z rodzaju

Mamavirus [8, 9, 29]. Wedlug La Scola [22] oprocz tych
dwdch wiruséw olbrzymich - Mimi- i Mamawirusow
- wystepuja takze inne wirusy olbrzymie, okreslane
jako NCLDV (Nucleocytoplasmic Large DNA Viru-
ses), ktorych 19 wyizolowano z préb srodowiskowych,
w latach od 2008 do 2010. Przyjmuje si¢, Ze az 14 z nich,
to wirusy o wymiarze wigkszym niz 400 nm, wykazu-
jace podobienstwo do pierwszego scharakteryzowa-
nego wirusa olbrzyma — Mimiwirusa, ktore sg infeko-
wane przez wirofagi [6, 8, 21, 26, 29]. Opisane obecnie
wirofagi, rzucaja nowe $wiatto na istote ,,zycia’, w tym
wiruséw i pokazuja, ze zostala przekroczona bariera
dzielagca wirusy od organizméw komdrkowych [6, 26,
27, 35], co w szczegolnoséci wiaze sie z faktem opisa-
nia wirusa nazwanego Mamawirusem, wiekszego od
odkrytego wczesniej Mimiwirusa [5, 29]. Wykazano, ze
oba te wirusy olbrzymie (Mimiwirus i Mamawirus), pod
wieloma aspektami sg do siebie podobne [5, 6, 8, 21,
26], a ponadto wykazano, ze na kapsydzie Mamawirusa
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Tabela I
Opisane wirofagi [4, 7, 8, 14, 16, 27, 31, 34]

Lp. Wirofagi Miejsce wystepowania Zaobserwowane miejsce zakazenia i miejsce odkrycia
1. |Sputnik Mamavirus i Mimivirus Pierwotniak (Acanthamoeba (A) polyghaga) - woda

z wiezy wiertniczej w Bradford Pierwotniak (A. castellanii)
2. |Sputnik 2 Lentille virus Pierwotniak (A. polyghaga) - ptyn soczewek

kontaktowych u kobiety

3. |Mavirus CroV

Wiciowiec jednokomorkowy (Cafeteria roenbergensis)
- woda morska Texasu bogata w zooplankton

4. |OLV (Organic Lake Virophage) Phycodna virus

Glony morskie - woda silnie zasolonego Jeziora
Organicznego na Antarktydzie

5. |YSLV 1 (Yellowstone Lake Virophage 1)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

6. |YSLV 2 (Yellowstone Lake Virophage 2)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? — wody jeziora w pakru Yellowstone

7. |YSLV 3 (Yellowstone Lake Virophage 3)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

8. |YSLV 4 (Yellowstone Lake Virophage 4)
- material metagenomowy

Phycodna lub Mimivirus (?)

Mikroalgi? - wody jeziora w pakru Yellowstone

9. |ALM (Ace Lake Mavirus)
- material metagenomowy

Mimivirus (?)

Pierwotniaki? — wody Antarktyki

jest maly intruz, bedacy takze wirusem [5, 6, 8, 21, 26].
Temu ,,pasazerowi’ nadano sympatyczng nazwe Sput-
nik (ros. ,towarzysz podrozy”), na czes¢ nazwanego tak
pierwszego satelity Ziemi [6, 8, 20, 26, 28, 29]. Wyka-
zano takze, ze dominujagcym gospodarzem dla Sputnika
jest Mamawirus, Zyjacy na pierwotniakach Acantha-
moeba (A) polyphaga, cho¢ dowiedziono, ze Sputnik
moze rowniez skutecznie infekowaé Mimiwirusa zyjg-
cego na pierwotniakach A. castellanii i co wazne, z ta
samg kinetyka replikacji [8, 28]. Fakty te daly poczatek
badaniom tych niecodziennych ,elementéw” biolo-
gicznych jakimi sg opisane wirofagi (tab.I), sposréd
ktorych, w obecnej pracy opisano cztery - to jest Sput-
nik, Sputnik 2, Mawirus i OLV.

2. Wirofag Sputnik

Sputnik mozna uzna¢ za najstarszy i pierwszy po-
znany - w 2008 roku - wirofag, ktéry jest malym
dsDNA wirusem o ikosahedralnym kapsydzie srednicy
ok. 74nm [5]. Jego kapsomery sa formowane z trime-
rycznych czasteczek gtéwnego biatka kapsydu, ztozo-
nych w pseudoheksamerycznych i pentamerycznych
jednostkach, tworzacych zewnetrzna powloke kapsydu
w wirionie [21] i sg ulokowane w wierzchotkowej czesci
kapsydu, nie tworzac wypuklen. W centralnej czesci pen-
tameru tworza jame, ktéra moze stuzy¢ jako portal do
wyjécia lub wejscia DNA [31, 34]. Badania mikroskopia
elektronowa wirofaga Sputnik wykazaly takze obecnos¢
dwuwarstwowej lipidowej btony pod jego kapsydem, co
potwierdzono badaniami za pomoca spektrometrii mas,

a ktora to btona sktada sie od 12% do 24% z lipidow,
w tym gldéwnie z fosfatydyloseryny, co dowodzi o ist-
nieniu tluszczowej membrany wewnatrz Sputnika, ota-
czajacej DNA [8]. Obecnie wiadomo, ze infekcja ameb
A. polyphaga przez Sputnik, zachodzi tylko z udziatem
Mamawirusa oraz Mimiwirusa. Potwierdzeniem tych
faktow sa badania zespotu La Scola [8, 21], w ktdrych
wykazano, ze infekcja tych ameb Sputnikiem, przy jed-
noczesnym braku Mama- czy Mimiwirusa, nie spowo-
dowata lizy komodrek ameby, co potwierdzone zostalo
wykazaniem braku czastek Sputnika w tych amebach,
w obrazie mikroskopii elektronowej (TEM) i immuno-
fluorescencyjnym, cho¢ nadal droga wnikania Mama-
czy Mimiwiruséw do ameb, jest malto poznana [8, 21].
Jedynie wykazano, ze w przypadku Mimiwirusa dostaje
si¢ on do ludzkich i mysich makrofagéw na drodze fago-
cytozy, czyli mechanizmu najczesciej utozsamianego
z pochlanianiem zarazkow przez komorki fagocytujace
np. komoérki PMN (polimorfonuklearne - granulo-
cyty obojetnochtonne) [8]. Ponadto dowiedziono, ze
wldokna powierzchniowe tak Mamawirusa jak i Mimiwi-
rusa, majace glikozylowane biatka diugosci ok. 140 nm
i $rednicy 1,4 nm, przyczyniajac si¢ do ich wyjatkowej
wielko$ci i sg oddzielone bialkiem czolowym o okoto
25kDa, ktore jest przymocowane do kapsydu [20]. To
geste pokrycie kapsydu tymi wioknami, tworzy warstwe
ochronng, odporng na proteazy, co sprawdzono traktu-
jac te wirusy lizozymem [31]. Pokrycie to przypomina
peptydoglikan wystepujacy w bakteriach i mozliwe,
ze ten element przyczynia si¢ tez do aktywacji mecha-
nizmu wej$cia Mamawirusa i Mimiwirusa, w tym takze
innych olbrzymich wiruséw min. do ameb [6, 8, 20, 27,
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31]. Wykazano, ze dzigki widknom powierzchniowym
olbrzymich wiruséw, wirofag Sputnik moze by¢ pochta-
niany wraz z Mama- i Mimiwirusami przez ameby, do
tej samej wakuoli endocytarnej [8, 29]. Dowiedziono
to przy pomocy immunofluorescencji mysimi przeciw-
cialami anty-Sputnik, ktére wykryto wewnatrz ameby,
juz w 30 min po infekcji wirusami olbrzymimi (Mamo-
i Mimiwirusem) [8]. Ponadto lokalizacja sygnalow
Sputnika i Mimiwirusa u ameb dodatkowo wskazuje,
ze oba te wirusy rozpoczynaja funkcjonowanie, w tych
samych endocytarnych wakuolach [8]. Natomiast
jak do tej pory, nieopisano mechanizmu uwalniania
genomu Sputnika z cytoplazmy ameb, cho¢ przyjmuje
sie, ze prawdopodobnie uwalnia si¢ on dzieki ,,dosta-
wom” do ameb miedzy innymi Mimiwirusa [8]. Obec-
nie wiadomo jest, Ze w trakcie replikacji, genom Mimi-
wirusa wydostaje si¢ przez otwdr utworzony w blonie
endocytarnej wakuoli w amebie i wewnetrznej bionie
wirusowej, co stanowi element procesu zwigzanego
z przegrupowaniem na duzg skale kapsydu Mimiwi-
rusa [34]. Stwierdzono, ze genom Mimiwirusa, jest
zamkniety w pecherzyku (rdzen Mimiwirusa), ktéry
prawdopodobnie pochodzi z wewnetrznej btony wirusa
[34]. Mikroskopig elektronowa stwierdzono, ze trans-
krypcja nowosyntetyzowanych czasteczek mRNA
Mimiwirusa zachodzi do$¢ szybko, bo jego gromadze-
nie rejestruje sie juz 4 godziny po infekcji w obszarach
polozonych na obwodzie rdzenia wirusa, a uwalnianie
wirionéw potomnych Mimiwiruséw zachodzi mig-
dzy 6 i 8 godzing po zakazeniu [8]. Ta mimiwirusowa
»fabryka” dziata tak, Ze potomne wiriony Sputnika
zaczynaja by¢ wytwarzane na jednym biegunie, przed
synteza nowych czasteczek Mimiwiruséw, ktéra zacho-
dzi na drugim biegunie. Czasami proces ten wydaje si¢
by¢ podzielony na dwie czesci: A — cze$¢ wypelniona
»potomstwem” Sputnika i B - produkujgca Mimiwirusa
[8, 17]. Zarejestrowano, Ze po 16 godzinach od infekcji
ameby przez Mimiwirus, komorki tych organizméw sa
calkowicie wypelnione nowo utworzonymi wirionami
Mimiwirusa, ale takze wirofagami Sputnika, z tym, ze
czastki Sputnika lokalizuja sie w cytoplazmie ameby lub
w okolicach lipidowej blony wakuoli [8, 17]. Wykazano
tez [8], ze okoto 92% komorek ameb ulega lizie po 24 h
hodowli z kulturami Mamawirusa, podczas gdy tylko
79% lizuje po infekcji Mamawirusem i koinfekeji Sput-
nikiem, to znaczy, ze obecnos¢ Sputnika w 13% obniza
miano zakazenia Mamavirusa, co wskazuje, ze Sputnik
jest ,lekiem” dla ameb. Wykazano, ze Sputnik zwigzany
jest tylko ze szczegdlnym typem gospodarza, bo np. nie
replikuje z Marseillevirus - innym olbrzymim wirusem
NCLDYV, stwierdzonym w zainfekowanej amebie [2]
i innymi wirusami, podobnymi do niego [1]. Zatem
Sputnik moze ,,zy¢” - bytowaé, w tzw. zwigzku z wiru-
sami, ale tylko podobnymi do Mimi-, czy Mamawirusa,
chociaz ma wyzsze powinowactwo do Mamawirusa [8].
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Genom (dsDNA) Sputnika jest wielkosci 18,343 pz,
ktérego 21 gendw koduje biatka o wielkosci od 88 do
779 aminokwaséw, a kodony START i STOP, to glow-
nie AUG i UAA [21]. Organizacja jego genomu jest
podobna do organizacji innych genoméw wiruso-
wych, w tym bardzo szczelny jest uklad zbudowany
z matych nakladajacych si¢ otwartych ramek odczytu
(ORF) [8, 21]. Srednia odlegto$¢ miedzy dwoma ORF
wynosi ok. 190 reszt nukleotydéw [8, 21]. Dystrybucja
genow kodujacych biatka Sputnika wykazuje stronni-
czo$¢ nici w kierunku dodatniej nici 17 ORF, a wysoka
zawarto$¢ A+T (73%) w jego genomie, upodabnia go
do Mamawirusa i Mimiwirusa [8]. Zarejestrowano
takze, ze ekspresja gendw Sputnika nie koduje wlasnej
zaleznej od DNA polimerazy RNA, stad przypuszcza
sie, ze moze on wykorzystywac te z transkrypcji Mimi-
wirusa. Dowodem na to jest wykrycie sygnatu polia-
denylacji w unikalnej strukturze ,,spinki do wlosow”
Mimiwirusa [2, 3] oraz obecnos$¢ pdznego promotora
w genomie Sputnika [8]. Podobnie jak w przypadku
innych wiruséw eukariotycznych, u Mimiwirusa biatka
kodujace geny ulegaja ekspresji w postaci poliadeny-
lowanych transkryptéw. Ponad 80% z jego dojrzatych
czasteczek mRNA, na koncu 3] zawiera sekwencje
palindromowe, umozliwiajac doskonale sparowania,
z co najmniej 13 kolejnymi nukleotydami o struk-
turze podobnej do struktur ,,spinki do wloséw” [2],
ktorych jak sie zaklada, w genomie Sputnika jest 16
[3]. Wykazano takze, ze rozklad tych sygnaléw nie jest
przypadkowy, poniewaz 14 z nich, znajduje si¢ w regio-
nach miedzygenowych, natomiast tylko 2 znajduja sie
w samych genach. Badajac transkrypty mRNA Mimi-
wirusa dowiedziono, ze transkrypcja jego gendw jest
regulowana przez wczesne, $rednie i pézne promotory,
tak jak ma to miejsce u Sputnika [8]. Oceniajgc biatka
z oczyszczonych czasteczek Sputnika za pomocy elek-
troforezy dwuwymiarowej wykazano [21], ze biatka
kodowane przez ORF 20, s3 w 55 sposrod 60 wykrytych
miejsc i odpowiadaja one gtéwnie ostonce biatkowej
wirionéw [21]. Zidentyfikowano tez dwa inne biatka
kodowane przez ORF 8 i ORF 19, ktdre mogg odpowia-
da¢ drobnym biatkom wiriondw, wykazujacych acety-
lacje ich N-koncowych aminokwaséw, powszechnych
w komérkach eukariotycznych. Dowiedziono, ze wiru-
sowe czastki Sputnika zawieraja wszystkie wirusowe
RNA, z wyjatkiem ORF 17, ktéry koduje transpozazy,
cho¢ ORF 17 mRNA, wykryto juz po 4 h od infekcji, co
dokumentuje, ze gen ten jest funkcjonalny [10].

3. Wirofag Sputnik 2

Drugi po odkryciu Sputnika, stwierdzony w plynie
zanieczyszczonym ameba (Acantamoeba polyphaga)
zakazong przez olbrzymi wirus — Lentille, to wirofag,
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ktory nazwano Sputnik 2. Ciekawym faktem w przy-
padku tego wirofaga jest to, ze w jego wnetrzu zna-
leziono mate fragmenty DNA w postaci ruchliwych,
niezaleznych kawalkow, ktore takze stwierdzone byty
w genomie wirusa Lentille. Takie ruchliwe czasteczki
»pasozytniczego” DNA moga sie wlaczy¢ samodziel-
nie w genom gospodarza - tak jak to czynig inne
wirusy (np. HIV i Herpeswirus) umieszczajac swoje
DNA w genomie np. zakazonych zwierzat, lub zosta¢
na zewnatrz. Fragmenty tego DNA nazwano trans-
powironami, honorujagc podobny ich charakter do
transpozondw — tzw. gendw skaczacych [5, 9]. Sg przy-
puszczenia, ze dzigki takiej cesze Sputnika 2, moze on
stanowi¢ pewien ,$rodek transportu” — przenoszenia
genéw pomiedzy gospodarzem (amebg), a wirusem
olbrzymim - w tym przypadku wirusem Lentille [9].
Ponadto cecha ta moze by¢ wyjasnieniem tego, ze rézne
wirusy olbrzymie maja czesto podobne geny.

4. Wirofag Mawirus

Podczas badan majacych na celu lepsze poznanie
biologii wirusa CroV (Cafeteria roenbergensis virus)
infekujacego algi Cafeteria (C.) roenbergensis odkryto
wirofag, ktory. nazwano Mawirusem (nazwa pochodzi
od Maverick virus) [4, 7, 8, 14, 16]. Mawirus rdzni si¢
od Sputnika i Sputnika 2 tym, ze ma kubiczny kapsyd
o $rednicy 60 nm. U tego wirofaga nie znany jest sklad
bialek jego wirionu, z wyjatkiem opisanego, gléwnego
biatka kapsydu MV 18 (putative major capsid protein)
[8, 15, 16]. Dodatkowo wykazano, ze biatka kapsydu,
zar6wno Mawirusa, jak i Sputnika sg do siebie podobne,
natomiast nie wykazuja one podobienstwa w stosunku
do bialek kapsydu innych wiruséw [15, 16].

Genom Mawirusa jest kolistg czasteczkg dwunicio-
wego DNA (dsDNA) i sklada si¢ z 19063 pz. W jego
genomie stwierdza sie obecnos¢ 20 sekwencji CDSs
(protein-coding sequences) o sredniej dlugosci 883 nt,
nazwanych MV01, MV02, MV03, MV06, MV13,
MV15, MV16, MV18, MV19 i MV20 [15]. Ekspresja
genéw Mawirusa podlega ,,maszynerii” transkrypcyj-
nej wirusa CroV w pdznym stadium infekcji [15, 16].
Dziesi¢¢ sekwencji CDSs Mawirusa wykazalo homo-
logie z sekwencjami biatkowymi eukariontéw, retro-
wiruséw i bakterii oraz wiruséw dsDNA, a takze, co
najmniej z czterema genami opisanymi u Sputnika
[15, 16]. Stwierdzono, ze Mawirus i Sputnik majg
homologiczne geny kodujace biatko kapsydu i stad
jak wspomniano, biatko kapsydu tych dwdch wirofa-
gow jast podobne [15,16]. Zarejestrowano, takze, ze
gen MVO01 koduje superrodzine 3 helikaz (SF3H heli-
case) podobnych do D5 ATPazy, ktora jest uwazana za
gléwna helikaze replikacyjng u wiruséow NCLD [18].
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W przeciwienstwie do NCLDV, gdzie domena SF3H
znajdujaca si¢ na C-koncu primazy-helikazy biatka
fuzyjnego, domena S3H Mawirusa zlokalizowana jest
na N-koncu i niewyjasniono do tej pory jej funkeji [14,
16, 18]. Natomiast gen MV02 koduje integraze nalezaca
do superrodziny retrowirusowych integraz (rve-INTs)
[11]. Odkryto réwniez, ze zaréwno integrazy Mawirusa,
jak i organizméw eukariotycznych zawierajg C-termi-
nalng domenge CHROMO, ktora jest konserwatywnym
regionem ~60 aa, zdolnym do interakeji z poszczegol-
nymi czesciami chromatyny [14, 15, 16]. MV03 koduje
polimeraze B DNA (predicted protein-primed DNA
polymerase B), ktérej homologi wystepuja u bakterio-
fagow, adenowirusow, jak réwniez jako genom mito-
chondrialny roélin, grzybéw i sluzowcéw [15]. MV06
koduje endonukleazy GIY-GIY, zas§ MV13 zawiera
domeny hydrolaz alpha/beta podobne do domen
znalezionych w lipazach [35]. MV15 koduje ATPaze
FtsK-HerA, za§ MV 16 proteaze¢ cysteinowa, natomiast
MV 18 koduje gtéwne biatko kapsydu [15]. Wykazano,
ze domena C-terminalna MV19 ma znaczgce podo-
bienstwo do tancuchéw powierzchniowych $ciany
komorkowej Bdellovibrio bacterivorous, za$ ostatnie
biatko MV20 tego wirofaga zwiera trzy powtdrzenia
FNIP/IP22 [15]. Te trzy powtorzenia o dlugosci ~22 aa,
sa obecne u Mimiwirusow, sluzowcéw Dictyostelium
discoideum i Polysphondylium pallidum, alg Ectocar-
pus siliculosus, a takze w genomie wirusa olbrzymiego
CroV [25]. Wykazano, ze genom Mawirusa okazal si¢
by¢ $cisle zwiazany z klasg eukariotycznych transpo-
zon6éw DNA i stad zaproponowano, by Mawirus dawatl
poczatek transpozonom DNA w klasie Maverick/Polin-
ton. Powstala hipoteza, ze pierwotne jego formy stano-
wily ochrong przed infekcjami wiruséw litycznych, co
doprowadzito do transformacji, rozproszenia i utrwale-
nia pochlonietych wiruséw w genomie wielu komoérek
eukariotycznych [14, 16]. Mimo, ze nie jest mozliwe
odtworzenie tak wczesnych ewolucyjnych wydarzen,
wydaje si¢, ze wirusowa teoria transpozogenezy two-
rzy nowe pytania, m.in. czy wirofagi moga ingerowaé
do genomu komorki eukariotycznej oraz czy wirofagi
moga uczestniczy¢ w poziomym transferze genéw
pomiedzy gigantycznymi wirusami [14, 16]. Przy uzy-
ciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego dowie-
dziono, ze wirofag Mawirus dostaje si¢ do komorki
C. roenbergensis na drodze endocytozy, za posrednic-
twem biatka klatryno-zaleznego i rozpoczyna replikacje
w CroV, co prowadzi do powstawania nieprawidtowych
struktur jego kapsydu [15, 16]. Wykazano, ze w trakcie
zakazenia jadro gospodarza (C. roenbergensis) pozostaje
nienaruszone, a czasteczek wirusow, zaréwno CroV, jak
i Mawirusa nie zaobserwowano w nim az do péznych
etapow infekcji, co sugeruje, ze replikacja tych wiro-
fagow nastepuje wylacznie w cytoplazmie [15, 16].
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5. Wirofag OLV

Wirofag Jeziora Organicznego (OLV - Organic Lake
Virophage,) zostal opisany po raz pierwszy podczas
badan prowadzonych w latach 2006-2008 w wodach
antarktycznego Jeziora Organicznego, przez australij-
ski zespot badawczy prowadzony przez mikrobiologa
Ricardo Caviccholi z Uniwersytetu Nowej Potudniowej
Walii [33]. Zidentyfikowano go dzigki podobienstwu
jego sekwencji bialkowych w kapsydzie do odkrytych
juz wezesniej sekwencji biatkowych znajdujgcych sie
w Sputniku [33]. Jego genom zostal wykryty mie-
dzy sekwencjami genomowymi Phycodnawiruséw,
ktére sa duzymi wirusami atakujgcymi algi morskie
z rodzaju Pyramimonas [32, 33]. OLV infekujac Phy-
codnawirusy stwarza w tym $rodowisku warunki do
lepszego wzrostu glonéw w wodach jeziora i stwarza
im warunki przetrwania [24, 32, 33]. Analiza sekwencji
nukleotydowych pochodzacych z probek wody pobra-
nej z Jeziora Organicznego, wykazata obecno$¢ nowych
Phycodnawiruséw — duzych dsDNA wiruséw infeku-
jacych glony, wsrdd ktorych zidentyfikowano wirofag
OLYV, posiadajacy kulisty genom o wielkosci 26 421 pz.
Przyjmuje sie, ze OLV replikuje w komorkach zaka-
zonych Phycodnawirusem, hamujac jego dalsza repli-
kacje [24, 32, 33]. Wykazano, ze az sze$¢ genéw OLV
jest zwigzanych z genami Phycodnawirusow, co suge-
ruje, ze nastapita wymiana genéw miedzy wirusami,
a wirofagami prawdopodobnie podczas jednoczesnego
zakazenia tego samego gospodarza. W zwiazku z tym,
ze jeziora antarktyczne majg dlugie cykle dnia i nocy,
to wzrost $miertelnosci Phycodnawiruséw spowodo-
wany atakiem wirofagéw, moze mie¢ istotny wplyw na
utrzymanie stabilnosci mikrobiologicznej. Sekwencje
genomu OLV stwierdzono réwniez w probkach wody
pobranych z jeziora Ace [24, 32, 33], co sugeruje, ze
OLV moze wystepowa¢ w srodowiskach wodnych na
roznych obszarach naszej planety [32]. Ciekawym jest
fakt wykrycia homologéw Sputnika w OLV, w regionach
V20 kodujacych biatka chemotaktyczne monocyta MCP,
V3 - kodujace ATPaze DNA oraz biatka V13 - kodu-
jace domniemang polimeraze DNA, a takze homologi
gendw o nieznanej funkcji w regionach V9, V18, V21
i V32 [33]. Ponadto, w genomie OLV wykryto region
OLV12 pochodzacy od wirusa infekujacego Chlorella,
co oznacza, ze musiala nastapi¢ wymiana materialu
genetycznego miedzy OLV, a dsDNA Phycodnawi-
rusem. Poréwnujac genom OLV z genomem OLPV
(Organic Helper Phycodnaviruses) wykazano, ze 7408 pz
OLYV, kodujacych 6 bialek (OLV17-22) jest podobnych
w 32-65% do sekwencji zaréwno w regionach OLPV-1
i OLPV-2, obecnych u Phycodnawirusa atakujacego algi
morskie. Badania te umozliwily zrozumienie roli niekto-
rych regionéw wykazujac, ze regiony OLV20 i OLV13,
kodujg tréjniciowa strukture kolagenu [33]. Stwier-
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dzono, ze OLV22 koduje male bialko (152AA) o nie-
znanej funkcji, jednak o wysokim podobienstwie do
APMV. Natomiast niektdre geny znajdujace si¢ w regio-
nach OLV19 i OLV20 kodujace - podobnie jak regiony
OLV201i 13 - bialka takie jak kolagen, prawdopodobnie
ulatwiajg interakcje pomiedzy wirofagiem, a atakowa-
nym przez nie wirusem [33]. Opisano, ze region OLV12
jest unikalny dla OLV, poniewaz skfada si¢ z C-konca
i posiada konserwatywna domene hipotetycznych
bialek nalezacych do Chlorella wiruséw oraz domene
N-koncowg najbardziej zblizong do 3 klasy lipaz, ktdre
moga odpowiada¢ za selektywnos¢ OLV w stosunku
do PVs (Protein Variability Server), jak tez homologi
NCLDV, ktére sg zaangazowane w replikacji DNA [33].
Domena helikaz OLV25 jest podobna do biatka obec-
nego u zielonej algi morskiej Ostreococcus lucimarinus,
co sugeruje zwigzek OLV z gospodarzem. Wykazano,
ze geny charakterystyczne dla OLV, wskazujg na umie-
jetno$¢ dostosowania sie do systemu replikacyjnego
OLPV [30]. Wirus OLV przede wszystkim posiada N6
adenospecyficzng metylotransferaze DNA, podobnie
jak OLPV. W OLPV-1 geny bakteryjne restrykcyjnego
systemu modyfikacji znajdujg sie w sgsiedztwie genu
kodujacego metylaze-S typu I, rozpoznajaca biatko
domeny i helikaze DNA odlegla ale zwigzang z III typem
podjednostki endonukleazy restrykyjnej [33]. Zareje-
strowano, ze prototyp Chlorella wirusa PBCV-1, ma
zdolno$¢ ograniczania aktywnosci endonukleaz dosta-
jacych sie do wirionu i degradujacego DNA gospodarza
wkrotce po zakazeniu [33]. Wskazuje to, ze N6 adeno-
-specyficzna metylotransferaza DNA obecna w OLYV,
zmniejsza atak endonukleolityczny za posrednictwem
OLPV na komorki gospodarza [33]. W celu dokonania
oceny, w jaki sposéb OLV wplywa na aktywno$¢ OLPV
oraz dynamike wzrostu i rozwoju populacji gospoda-
rza, wykonano stymulacje Lotka-Volterra, w ktérej zato-
zono, ze OLV jest drapieznikiem atakujacym OLPV. To
doswiadczenie wykazalo, ze zmniejszyta si¢ liczba OPLV
w komorkach populacji algi morskiej, co udowadnia,
ze wirofag zmniejsza ogélng $miertelno$¢ glonéw, na
ktérych bytuje oraz co manifestuje si¢ zwigckszong ich
czestotliwoscig zakwitdw w okresach letnich [19, 23, 33].

6. Inne wirofagi

Poznanie istoty gtéwnie wystepowania wirofaga
Sputnika, cho¢ zapewne takze i wystepowanie innych
wirofagow (tab. I), rzuca nowe $wiatto na temat ,,zycia”
w tym wiruséw [6, 8, 26, 28, 35]. W$rdd innych wirofa-
gow oprocz Sputnika, Sputnika 2, Mawirusa, Organic
Lake Virophage — OLV, zarejestrowano wystepowanie
jeszcze 5 innych tj. Yellowstone Lake Viropgage 1, 2, 3,
4 - YSLV-1, 2, 3,4 i Ace Lake Mavirus — ALM (tab. I).
Wirofagi te wystepuja gléwnie na wirusach olbrzymich
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z tak zwanej super - rodziny NCLD - nucleocytopla-
smic large DNA viruses, jak Mimivirus, Mamavirus,
Lentille, CroV czy Phycodna, ktdre s3 glownie ich
gospodarzem i ktére wystepuja w srodowisku wodnym
jako czynniki zakazne gléwnie dla mikroalg (gtéwnie
Spirulina sp. i Chlorella sp.) jak i prawdopodobnie
pierwotniakow (tab.I). Przypuszcza sie i to, ze wirusy
te moga z czasem wyewoluowac i zakaza¢ takze inne
morskie organizmy [8]. Ponadto zwracajac uwage na
obserwowane miejsca zakazenia i miejsce odkrycia
wszystkich opisanych dotad wirofagow (tab. I), jak wody
z wiezy wiertniczej w Bradford, ptyn do soczewek kon-
taktowych, wody morskie Texasu, silnie zasolone wody
Jeziora Organicznego na Antarktydzie czy wody jeziora
parku Yellowstone (tab. I) wskazuja, Ze nie ma granicy
$rodowiska wodnego, co do ich obecnosci [8]. Przypusz-
cza si¢, ze by¢ moze juz wkrotce, bedzie mozna klasy-
tikowa¢ opisane wirofagi (tab.I) jako czwarta domene
zycia, co jeszcze kilka lat temu wydawaloby sie absur-
dalne, bo przeciez o samym wirusie wcigz nie mozna
powiedzie¢, ze ,,zyje”, chociaz fakt, ze moze on by¢ infe-
kowany przez inne wirusy, zmienia podejscie do istot-
nych aspektow definiujacych ,,Zycie”, wlasnie tych czyn-
nikéw zakaznych [6, 8, 26, 28, 35]. Najbardziej poznany
sposrod wirofagéw Sputnik [29], stal sie ogniwem
faczacym wirusy ze $§wiatem ozywionym, stad mozna
zalozy¢, ze w $wiecie mikrobiologii, w tym wirusologii,
fakty z nim zwiazane rzucaja nowe spojrzenie, na te
zdawatoby si¢ dobrze dotad poznane czynniki zakazne,
jakimi sg wirusy, a wérod ktorych dochodzi do licznych
zmian ewolucyjnych. Ponadto metagenomiczne bada-
nia oceanu z ostatnich lat, ujawnily mndstwo sekwencji
genetycznych $cisle zwigzanych z wirusami olbrzymami,
co nasuwa podejrzenia, ze s one pasozytami planktonu
i mozliwe, ze no$nikami nowych wirofagéw, do tej pory
nie zarejestrowanych. Waznym wydaje si¢ by¢ i to, ze
podczas tych badan wdd oceanu, wsrdd zidentyfiko-
wanych w nich genéw, ponad 70% jest takich, ktoérych
nigdy wczesniej nie identyfikowano [26].

7. Wirofagi, a wirusy satelitarne

Wirusy satelitarne sg czynnikami, ktdre zaleza od
innego wirusa tzw. pomocniczego, ktéry jest im po-
trzebny do replikacji. Poniewaz pierwszy opisany wiro-
fag Sputnik wymaga obecno$ci Mamavirusa lub Mimi-
wirusa aby osiagnac¢ swoj cykl replikacji ale posiadajacy
wlasny gen kodujacy kapsyd, mozna go uznac za wirus
satelitarny. Termin wirus satelitarny — satelita, zostal
po raz pierwszy wprowadzony w 1962 roku przez Kas-
sanisia, opisujacego zwigzek miedzy wirusem nekrozy
tytoniu (TNV) i towarzyszagcym mu malym wirusem
nekrozy tytoniu (STNV) [8]. Wsrod wirusow satelitar-
nych sg dwie klasy, to jest wirusy wewnetrzne — o geno-
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mie kodujacym wiasne biatka kapsydu oraz kwasy
nukleinowe (ssDNA lub ssRNA) i wirusy o genomie
nie kodujacym zadnych biatek strukturalnych [8].

Pierwsza klasa jest reprezentowana przez jeden
z ludzkich wiruséw zwigzanych z adenowirusami
- wirusami towarzyszacymi adenowirusom - AAV,
(adeno-associated ~ virus), ktore zostaly odkryte
w 1965 roku w preparatach wirusowych jako male, bez-
ostonkowe wirusy z kapsydem ikosaedralnym w zakre-
sie 0od 20 do 24 nm $rednicy [8]. Obecnie AAV sg skla-
syfikowane jako Dependovirus w rodzinie Parvoviridae,
ale nie sg ujete w grupie satelitarnych wiruséw w klasy-
fikacji ICTV [12]. Druga klasa satelitarnych wirusow
obejmuje wszystkie wirusy satelitarne [12] sklada sie
z wiruséow ssRNA infekujacych owady (podgrupa 1)
i rodliny (podgrupa 2). Przykladem wirusa z pod-
grupy 1 jest wirus satelitarny powodujacy chroniczny
paraliz pszczot (CBPSV), ktory po raz pierwszy zostal
opisany w 1980 roku [12], charakteryzujacy sie wielkos-
cig ok. 17nm i posiadajacy jedno biatko kapsydowe
wielko$ci ok. 15 kDa [8]. Genom wirusa CBPSYV, sklada
sie z trzech fragmentow ssRNA réwnej wielkosci i okolo
1100 reszt nukleotydowych kazdy, o réznych struktu-
rach drugorzedowych. Jednak nie jest do konca pewne,
czy CBPSV jest prawdziwym wirusem satelitarnym
[8]. Obecnie, za najbardziej uznane wirusy satelitarne
uwaza si¢ jednak te, ktore przypominaja STNV (wiru-
sem nekrozy tytoniu), bedacy przedstawicielem pod-
grupy 2 i wszystkie one zalezg od wiruséw roélinnych,
potrzebnych im do replikacji. Stad w przypadku Sput-
nika mozna uznac go za satelite (wirus satelitarny), gdyz
wiadomo, ze do swojej replikacji wymaga on obecnosci
Mamawirusa i/lub Mimiwirusa. Sputnik jest pierwszym
opisanym wirusem satelitarnym dsDNA, posiadajacym
genom o wielkosci 18,3 pz i kapsydzie o okoto 50 nm
($rednicy o okoto 74nm) i o gléwnej masie czgstecz-
kowej biatka kapsydu wynoszacej 65 kDa, co pokazuje
jego wielko$¢ i co oznacza, ze jest on wiekszy niz obec-
nie znane wirusy satelitarne. Ponadto w przeciwien-
stwie do AAV, Sputnik nie moze zainfekowa¢ ameby
w przypadku braku Mamawirusa i/lub Mimiwirusa,
stad stwierdza si¢, ze namnozenie Sputnika odbywa
sie w ,,fabrykach” Mamawirusa i/lub Mimiwirusa, co
potwierdzono hybrydyzacjg in situ, za pomoca sondy
specyficznej dla Sputnika w Mamawirusie [8]. Ponadto
zarejestrowano, ze obnizenie zjadliwosci wirusow jest
m.in. zwigzane ze zmniejszeniem ich replikacji, co jest
czesto obserwowane w zwigzku z wirusami satelitar-
nymi, cho¢ w takich przypadkach nie zarejestrowano
zmian w ich morfologii. Warto doda¢, ze wirofag Sput-
nik rézni sie od innych wiruséw satelitarnych i tym, ze
nie hamuje procesu replikacji gospodarza, co prowadzi
do wytwarzania czgstek Mamawirusa, ale z nadmierng
gruboscig warstwy ostonki i niekompletnych skupisk
wiokien na obwodzie jego czastek [8, 28].
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Podsumowanie

Wirdd takich niecodziennych form zycia, jakim

sa wirofagi, w tym wirofag Sputnik, ktéry mozna tak
nazwa¢ glownie w ze wzgledu na jego miejsce wyste-
powania i mozliwo$¢ zakazania, zarejestrowano takze
i takie, ktére kolonizujg wirusy ale i atakuja wyzsze
organizmy, nie tylko pierwotniaki, ale takze wiciowce,
glony i mikroalgi. Te formy ,zycia’, wydaje sie, ze
stwarzaja nadzieje, iz w niedlugim czasie mogg sta¢
sie nowymi elementami i formami, wérod opisanych
obecnie trzech domen zycia.
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