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Duze zainteresowanie badaniami mechanizméw syntezy wirusow
zwigzane jest niewatpliwie z duzym znaczeniem jaki problem ten przed-
stawia zaré6wno z teoretycznego jak i praktycznego punktiu widzenia.
W aspekcie praktycznym badania te otwieraja przed badaczem kuszacs,
aczkolwiek w wiekszosci przypadkéw bardzo odlegla jeszcze perspekty-
we skutecznej chemoterapii schorzen wirusowych. W aspekcie za$ teore-
tycznym wirusy byly i nadal pozostajag modelowym obiektem badan drég
syntezy nukleoproteidow w ogole, a to z uwagi na swg czeSciowg nieza-
lezno$é od funkcji metabolicznych komérek gospodarza, — a co za tym
idzie — latwiejsze stosunkowo izolowanie i okre$lanie istotnych cech
fizyko-chemicznych niz ma to miejsce w odniesieniu do tzw. normalnych
nukleoproteidéw plazmy komérkowej. Mozna bez przesady stwierdzic,
7e badania nad wirusami staly sie w ostatnim dziesiecioleciu podstawg
i wiodgcym czynnikiem dla rozwoju nowej dziedziny nauk biologicznych
— Dbiologii molekularnej, ktéora to galgz wiedzy reprezentuje w istocie
badania nad budowg i funkcjg struktur komérkowych na poziomie mole-
kularnym. Dlatego to zanim przejdziemy do rozwazan nad specyfikg
niektérych proceséw zwigzanych z namnazaniem sie wirusa w zakazonej
komoérce dobrze jest sobie u$wiadomi¢ ten fakt, ze wigkszos¢ naszych
wiadomosci, dotyczgcych mechanizmu syntezy nukleoproteidéw, m. in.
takich istotnych probleméw jak kod genetyczny i sposéb przekazywania
zawartych w nim informacji dla syntezy biatek, uzyskana zostala wlasnie
na podstawie badan systeméw wirusowych.

W niniejszym referacie pragne przedstawi¢ na tle aktualnie dzisiaj
przyjmowanych teorii syntezy bialek i kwaséw nukleinowych pewne
nowsze osiggniecia i bardziej dyskusyjne momenty, dotyczgce drog syn-
tezy wiruséw ro$linnych, a scislej méwige, wirusow, zawierajacych w cza-
steczce kwas rybonukleinowy (RNA), do ktérych nalezg niemal wszystkie,
dotychczas zbadane wirusy roslin wyzszych.

Choroby wirusowe roslin — 10



146 KAZIMIERZ MICZYNSKI

OGOLNE ZASADY BIOSYNTEZY CZASTEK WIRUSOWYCH

Jest faktem stwierdzonym ponad wszelkg watpliwo$¢, ze nie istnieje
jaki$ jednolity schemat, wedlug ktérego odbywataby sie synteza wszyst-
kich wiruséw. Przebiega ona wprawdzie wedlug pewnych generalnych
zasad, dotyczgcych wszystkich nukleoproteidéw, niemniej jej szczegéd-
lowe mechanizmy nieraz znacznie sie od siebie réznig w zaleznosci od
tego o jaki wirus chodzi. Szczegélnie duze roéznice pod tym wzgledem
istniejg pomiedzy wirusami, zawierajgcymi w czgsteczce wylgcznie kwas
rybonukleinowy a tymi, ktére zawierajag wylgcznie kwas dezoksyrybo-
nukleinowy [DNA]. Wiadomosci nasze, dotyczgce mechanizméw syntezy
tych pierwszych opierajg sie gléwnie na badaniach bakteriofagéow zawie-
rajgcych RNA, mniejszych RNA-wiruséw zwierzecych typu 'polio
a takze prosto skonstruowanych wiruséw roslin wyzszych takich jak np.
wirus mozaiki tytoniowej (WMT). RNA wszystkich tych wiruséow wyste-
puje w postaci pojedynczego tancucha nukleotydéw, co decyduje o po-
dobienstwie drég ich syntezy w zakazonych komoérkach.

Proces biosyntezy nowych czgstek wirusowych rozpoczyna sig¢ z chwi-
l3 uwolnienia wewngtrz komorki gospodarza materialu genetycznego
wirusa w postaci wolnego kwasu nukleinowego. Mozna w tym procesie
wyrézni¢ nastepujgce fazy, wspolne w zasadzie dla wszystkich wirusow
[34, 26] : 1) faza eklipsy lub latencji, podczas ktorej zachodzi uwalnianie
zakaznej czgstki wirusowej od otoczki biatkowej (kapsydu). Poniewaz
zakaZno$¢ wolnego kwasu nukleinowego wirusa jest o wiele mniejsza od
zakazno$ci catkowitej jego czagstki (wirionu) w fazie tej obserwuje sie
zazwyczaj zupelny zanik zdolno$ci zakaznych, 2) faza replikacji, wiru-
sowego kwasu nukleinowego i ewentualnie innych typoéw RNA, towa-
rzyszacych temu procesowi, 3) faza wzrostu syntezy bialek, w ktorej
stopniowo zaczyna dominowaé synteza bialek kapsydu wirusa, 4) faza
dojrzewania czastek wirusowych, podczas ktérej zachodzi wbudowywa-
nie nowoutworzonych czasteczek wirusowego kwasu nukleinowego do
biatkowych otoczek i powstawanie kompletnych wirionéw. Nalezy od-
razu zaznaczy¢, ze przedstawiony tu podzial na kolejne fazy calego pro-
cesu biosyntezy wirusa tylko w pewnym przyblizeniu odpowiada
rzeczywistemu nastepstwu w czasie poszczegélnych etapoéw tej syntezy,
gdyz, jak wykazujg nowsze badania, pewna, aczkolwiek bardzo nieznacz-
na, liczba podjednostek biatka kapsydu wirusa tworzy sie juz w fazie
poprzedzajacej replikacje jego kwasu nukleinowego [34, 64, 105, 106].

Nalezy tez wspomnieé o zaproponowanej jeszcze w 1962 r. przez
Commonera hipotezie linijnej biosyntezy wirusa mozaiki tytoniu [26],
wedlug ktérej syntezy RNA i bialek kapsydu tego wirusa mialyby za-
chodzi¢ réwnolegle w tym sensie, ze obudowywanie nowo powstajgcych
czastek wirusowego RNA podjednostkami biatka nastepowaloby sukce-
sywnie w miare polimeryzacji lancucha RNA, przy czym kolejne mono-
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Rys. 1. Translacja sekwencji nukleotydéw informacyjnego RNA w sekwencje
aminokwaséw bialka

_Informacyjny RNA przechodzi przez kompleks rybosomalny zlozony z podjednostek 30 S
i 50 S. Kazda z trdéjek nukleotydéw zwigzanego z rybosomem mRNA (tzw. kodon) lgczy sie
z komplementarng tréikg nukleotydéw (tzw. antykodonem) odno$nego tRNA (kwasu nu-
kleinowego przenoSnikowego), do ktoérego doczepiony jest odpowiedni aminokwas. Nastepnie
caly lancuch peptydowy doczepiony do poprzedniego tRNA zostaje przeniesiony przy pomocy
specjalnego enzymu transferazy i polaczony z grupg aminowa aminokwasu zlgczonego z na-
stepnym tRNA. W ten spos6b odezytywanie kodu zawartego w mRNA i doczepianie do
lancucha peptydowego kolejnych aminokwas6w nastgpuje na skutek przesuwania sig rybo-
somu wzdluz nici mMRNA od strony lewej do prawej. Kazdy rybosom wytwarza przypuszczalnie
na swojej powierzchni dwa pola wigzgce czgsteczki tRNA: pole A, wigzgce nowa czgsteczke
tRNA oraz pole B, wigzace poprzednig czasteczke tRNA z rosnacym lancuchem peptydowym.
(wg Fraenkel-Conrata)

mery bialka bylyby syntetyzowane bezposrednio na powstajacej czgstecz-
ce RNA. W S$wietle p6Zniejszych badan hipoteza Commonera wydaje sie
malo prawdopodobng przede wszystkim ze wzgledu na stwierdzong
réznymi metodami do§¢ duzg niezalezno$¢ syntezy bialek kapsydu od
syntezy wirusowego RNA. Okazalo sie bowiem, Ze oba te procesy mozna
w pewnych granicach rozdzieli¢, dzialajgc np. na synteze jednego lub
drugiego z tych skladnikéw odpowiednimi, specyficznymi inhibitorami
[12, 47, 27, 67]. U wielu, przebadanych pod tym wzgledem wirusow udalo
sie stwierdzi¢ nagromadzanie sie¢ w pewnych warunkach biatek kapsy-
déw nie zwigzanych w czagstki z RNA [41, 67, 91], a czasem (jak np.
w przypadku wirusa zoéltaczki rzepy lub mozaiki wspiegi chinskiej —
Vigna sinensis) kompletnych, ,pustych” kapsydow biatkowych, ktére
stale towarzysza tym wirusom w zakazonej tkance [73, 115]. Ponadto
wzrost koncentracji antygenu wirusowego w zakazonych komoérkach
poprzedzany jest zazwyczaj przez akumulacje zakaznego materialu,
wrazliwego na rybonukleaze, tzw. wolnego RNA, ktérym jest prawdopo-
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dobnie obnazony RNA wirusowy w fazie poprzedzajgcej jego wbudowa-
nie w czasteczki wirionéw [30, 92]. Tak wiec bardziej prawdopodobng
wydaje sie teoria etapowego przebiegu biosyntezy czgsteczek wiruso-
wych, postulujgca nieco wcze$niejsze wytworzenie sie wirusowego RNA,
ktéry wykorzystujgc nastepnie rybosomalny aparat komorki gospodarza,
dziala jako RNA informacyjny (mRNA) i koduje bezposrednio synteze
bialek otoczki wirusa. Schemat translacji informacji zawartej w mRNA
dla syntezy !ancucha polipeptydowego przy wspoéludziale rybosomow
komorki przedstawia rys. 1.

BIOSYNTEZA WIRUSOWEGO RNA I ZJAWISKA Z TYM ZWIAZANE

Mechanizm biosyntezy i replikacji wirusowego RNA stat sie w ostat-
nich latach przedmiotem intensywnych badan w laboratoriach wiruso-
logicznych i biochemicznych calego $wiata. Genialna hipoteza Watsona
i Cricka, dotyczgca sposobu powielania sie dwuniciowych struktur cza-
steczek DNA, zostala, jak wiemy, z powodzeniem zastosowana réwniez do
wytlumaczenia syntezy réznych rodzajow RNA komérkowego [28] i sta-
la sie podstawg molekularnej interpretacji istoty genu. Jednym z jej
zasadniczych stwierdzen bylo wprowadzenie pojecia ,matrycy”, ktora
warunkuje powstawanie idealnych kopii syntetyzowanych de movo czg-
steczek kwas6w nukleinowych na zasadzie komplementarnosci poszcze-
golnych par zasad purynowych i pisymidynowych w nukleotydach.
Poniewaz u wiekszosci wiruséw zawierajagcych RNA, zaréwno roslinnych
jak i zwierzecych, mamy do czynienia z jednoniciowymi formami tego
kwasu, zbudowanymi z pojedynczego lancucha nukleotydéw, nie bylo
przez dlugi czas jasne, na jakiej zasadzie moze odbywac sie jego powiela-
nie w zakazonej komoérce, tym bardziej, ze w normalnych, niezakazonych
komoérkach nie znaleziono zadnych enzyméw, zdolnych do przeprowa-
dzenia tego procesu [27, 47]. Enzymy takie musza wiec by¢ zainduko-
wane przez sam genom wirusowy po jego wniknieciu do komorki [14,
67, 102].

Badania ostatnich 7 lat na tyle przyczynily sie do wyjasnienia tego
problemu, ze na ich podstawie skonstruowano do$¢ przekonywajaca hi-
poteze, ttumaczacg kolejne etapy replikacji wirusowego RNA. Punktem
wyjscia bylo wykrycie w zakazonych komorkach specyficznego enzy-
mu — replikazy RNA, prowadzgcej synteze RNA wirusowego oraz wy-
krycie nagromadzenia si¢ dwuniciowych czasteczek tego kwasu, tzw.
duplekséw RNA [23, 80, 100, 111]. Obecnos¢ tych czynnikow stwierdzono
dotychczas we wszystkich zbadanych przypadkach zakazen RNA-wiru-
sami niezaleznie od tego, czy analizowano material roslinny, bakteryjny
czy tez zwierzecy, przy czym pierwsze prace z tego zakresu zostaly wy-
konane nad zawierajacymi RNA bakteriofagami: 2 i MS2 z Escherichia
coli [11, 13, 44, 65, 103, 113], a nastepnie nad niektérymi wirusami zwie-
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rzecymi, prace Montaigner i Sanders (nad wirusem encefalitu) [72] oraz
Baltimore i in. [10] (nad wirusem polio) i roslinnymi, prace Weissmanna
i in. [110] i Mandela i in. [68] (nad TMYV), Ralpha i Clarka [79] oraz
Bové [18] (nad wirusem zoltaczki rzepy), Hirtha i in. [52] (nad wirusem
mozaiki lucerny). Badania te wykazaly, ze u wszystkich tych wirusow
proces replikacji wirusowego RNA przebiega wedlug tych samych regut
chociaz z rézng szybkoécia — najszybciej u bakteriofagéw, nieco wolniej
u TMV i niektérych wiruséw zwierzecych [32, 34]. Zasadniczg przestankg
nowej hipotezy jest stwierdzenie, ze w zakazonych wirusem komorkach
powstajg czasteczki RNA komplementarne pod wzgledem ukladu nukleo-
tydéw w sensie teorii Watson-Cricka do RNA wirusa. Czastki te, czyli
tzw. nici minusowe (minus strands) RNA, sluza nastepnie jako matryca
w procesie odtwarzania identycznych kopii RNA wirusowego, ktore przy-
jeto nazywaé niémi plusowymi (plus strands) [54, 100, 110, 111, 112].
Wiele przekonywajgcych dowodéw wskazuje na to, ze proces replikacji
RNA odbywa sie tutaj bez udzialu DNA, w odréznieniu do replikacji
normalnego RNA komorki, gdyz synteze DNA mozna zahamowac¢ np.
przez zadzialanie antybiotyku aktynomycyny bez ujemnego wplywu na
dalszy przebieg syntezy wirusowego RNA [81, 82, 90]. Nie znaleziono tez
dotychczas w zakazonych komoérkach czastek DNA komplementarnych
pod wzgledem sktadu nukleotydéw do RNA wirusowego [29].

Jedng z pierwszych reakcji, ktérg obserwuje sig¢ po zakazeniu komoérki
wirusem RNA sg zaburzenia w syntezie normalnego RNA gospodarza.
W komérkach zwierzecych wystepuje woéwczas czesto kompletne zaha-
mowanie tej syntezy [34], chociaz w pewnych szczepach hodowli tkan-
kowych, a takze w komérkach bakteryjnych porazonych bakteriofagiem,
takiego zahamowania nie obserwowano [53, 78]. Natomiast u roSlin, za-
kazonych wirusem mozaiki tytoniu stwierdzono woéwczas silng stymula-
cje syntezy RNA [88]. Jest to jeden z dotychczas niezupelnie wyjasnio-
nych szczegdétéw metabolizmu zakazonych komorek roslinnych. Obser-
wowany wzrost syntezy RNA wystepuje gtéwnie w jadrze komoérkowym
od razu w pierwszych stadiach po zakazeniu. Wedlug klasycznych juz
dzisiaj badan Zecha [109, 120], polegajacych na mikrospektrofotometrii
w Swietle UV jader komérek wloskow tytoniu zakazonych sztucznie WMT,
wzrost ten nastepowal juz w po6t godziny po zakazeniu i utrzymywat sie
przez kilka nastepnych godzin na poziomie przewyzszajacym kilkakrot-
nie zawartos¢ RNA w jadrach nie zakazonych. Dalsze badania wykazaty,
ze chodzi tu przede wszystkim o RNA jaderek [93, 94]. Podobne zjawisko
zaobserwowal Hirai w komoérkach epidermy liScia, tyle ze przebieg jego
byl w tym przypadku nieco wolniejszy [50]. Stymulacja syntezy RNA
jadrowego pod wplywem zakazenia wirusem mozaiki tytoniu potwier-
dzona zostala w nastepnych latach przez wielu badaczy przy pomocy
rozmaitych metod cytologicznych i biochemicznych [6, 19, 60, 88, 97].
Zastosowanie metody autoradiografii przy jednoczesnym uzyciu aktyno-
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mycyny D jako czynnika blokujgcego w normalnych komoérkach synteze
RNA, pozwolilo stwierdzi¢, ze w komoérkach zakazonych TMV zachodzi
w tych warunkach pomimo to intensywna synteza RNA w jaderkach
[61, 93, 94]. Stwierdzenie to w polgczeniu ze znanymi juz wczeéniej fak-
tami niewrazliwos$ci wiruséw zawierajgcych RNA na dzialanie aktyno-
mycyny D [38, 82] mocno podbudowalo lansowang juz wczesniej hipo-
teze, ze synteza TMV-RNA zachodzi wlasnie w jaderku i ze stagd pochodzi
obserwowany w pierwszych stadiach po zakazeniu wzrost zawartosci RNA
w tej organelli. Ponadto w opublikowanej w 1965 r. pracy Smith i Schle-
gel donoszg, ze z lisci tytoniu, zakazonych izotopami TMV, udalo sie im
wyodrebnié radioaktywng frakcje jadrowego RNA, ktérej skiad nukleo-
tydowy przypominal sklad nukleotydéw TMV-RNA [101]. '

Dalsze prace, prowadzone w ostatnich kilku latach gltéwnie w kierun-
ku zbadania dynamiki syntezy roznych frakcji RNA w komoérkach zaka-
zonych wirusem wykazaly jednak, ze sprawa nie przedstawia sie tak
prosto. Stwierdzono przede wszystkim poprzez frakcjonowanie RNA
w gradiencie gestosci, ze w takich komoérkach syntetyzowana jest frakcja
RNA nie bedgca ani wirusowym RNA, ani tez RNA dwuniciowym, a mi-
mo to niewrazliwa na dzialanie aktynomycyny D [8]. Frakcja ta o stalej
sedymentacji ok. 17S odznaczala sie duza aktywno$cia wbudowywania
radioaktywnych prekursor6w RNA [97]. Obecnos¢ jej wykryto nie tylko
w tytoniu zawirusowanym TMYV, ale rowniez w przypadku kilku innych
wiroz, spowodowanych wirusami zawierajagcymi RNA, ktérych rozwdj
przebiega normalnie w cytoplazmie, a to: w komorkach Escherichia coli,
zakazonych bakteriofagiem MS2 [59], w komoérkach tkanki nerkowej, za-
kazonych wirusem choroby pyska i racic [21], w przypadku zakazen wi-
rusem encefalomielitu i wirusem choroby Newcastle [20, 104]. Jak wynika
z ostatnich badan, przeprowadzonych nad tg frakcjg przez Babosa i wspot-
pracownikéw [7, 8], w przypadku zakazenia TMV frakcji tej, mimo ze
jej stala sedymentacji pokrywa sie ze stalg sedymentacji RNA jednej
z frakcji rybosomalnych, nie mozna traktowa¢ jako normalnego RNA
rybosoméw komoérki [108]. Wchodzi ona bowiem w sklad zupelnie od-
rebnych podjednostek rybosomalnych o stalej sedymentacji ok. 40S. Ta-
kie podjednostki znaleziono juz w kilku przypadkach zwigzane zarowno
z informacyjnym RNA jak i RNA wirusowym [56, 48, 69, 122]. Ich funk-
cja nie jest jednakze dotychczas zupelnie jasna.

Pewne $wiatlo na te stosunki rzucajag prowadzone ostatnio dos¢ in-
tensywnie badania nad wplywem niektérych antybiotykéw na synteze
wirusowg — takich jak: aktynomycyna D, blastycydyna, mitomicyna,
chloromycetyna, cycloheximid i in. Antybiotyki te podane we wczesnej
fazie infekeji — przed albo zaraz po zakazeniu — hamuja z reguty T0ZWO0]
wirusa, podczas gdy podane pézniej, czesto silnie go stymulujg [40, 49,
51, 95]. Poniewaz mechanizm dzialania aktynomycyny D jest juz dose
gruntownie poznany [81] i wiemy, ze dzialanie jej polega gléwnie na
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zahamowaniu syntezy RNA kontrolowanego bezposrednio przez DNA
jadra komérkowego, przede wszystkim zas§ RNA informacyjnego, mozna
by przypuszczaé, ze wlasnie wczesna synteza tego RNA i bialek komorki
gospodarza sg w jaki§ spos6b zwigzane z inicjacjg procesu zakaznego.
Obserwowany wzrost syntezy komérkowego RNA w lisciach tytoniu po
zakazeniu TMV [8, 88], zdaje sie potwierdza¢ takie przypuszczenie pod-
kre$lajac jednocze$nie znaczenie, jakie dla zapoczgtkowania procesu za-
kaznego moze mieé RNA, ktérego synteza zalezna jest od informacji DNA.
Ten poczatkowy okres wrazliwosci syntezy wirusowej na antybiotyki
nazwany zostal faza integracji [40], w ktoérej to fazie zachodzi bezposred-
nie zetkniecie sie i zasadnicze wzajemne oddzialtywanie pomiedzy genami
wirusa i zakazonej komoérki. Mozna wiec stagd wnioskowa¢, ze obserwo-
wane zaburzenia metabolizmu RNA przedstawiajg jaki$ posredni, ubocz-
ny etap wczesnych faz procesu wirusowej syntezy, zwigzany z mecha-
nizmem przestawienia funkcji wirusowego RNA z roli kwasu informa-
cyjnego dla syntezy bialek do roli matrycy dla produkcji nowych jego
czastek. Na stuszno$é¢ takiej interpretacji wskazujg tez ostatnie prace
Yamazaki nad RNA-bakteriofagiem R17 [55].

Drugim, wystepujagcym bardzo wczesnie po zakazeniu i chyba naj-
istotniejszym efektem infekcji wirusowej jest synteza wspomnianego juz
uprzednio, specyficznego enzymu polimerazy RNA, czyli tzw. replikazy,
ktorego funkcja ma dwoisty charakter. Enzym ten syntetyzuje wpierw
na matrycy macierzystej czastki wirusowego RNA komplementarne, mi-
nusowe nici RNA, a nastepnie wykorzystuje te ostatnie do kopiowania
nici plusowych, czyli wlasciwych czastek RNA wirusowego [77, 84]. Osta-
tnio udalo sie otrzymaé ten enzym w postaci oczyszczonej z komoérek
bakteryjnych, zakazonych RNA-bakteriofagiem Q-beta [34] i okazalo sig,
7e zawiera on co najmniej jeden wielkoczgsteczkowy skladnik, znajdu-
jacy sie réwniez w normalnych, zdrowych komorkach [37, 96]. Pewne
dane wskazuja na to, ze wlasnie ten skladnik odgrywa istotng role
w pierwszej fazie replikacji — przy syntezie minusowej nici RNA [5].
Wiasciwym dowodem, $wiadczgcym bezspornie o charakterze aktywnosci
tego enzymu, bylo przeprowadzenie przy jego pomocy syntezy wiruso-
wego RNA in vitro, przy czym okazalo sie, ze uzyskane w ten sposob
czgsteczki potomne majg nie tylko te same wlasciwosci fizyko-chemicz-
ne, ale posiadajg réwniez zdolno$¢ zakazania [46, 103]. Zdolnosci tej nie
maja natomiast minusowe nici RNA. Jezeli jednak uzyto ich w ukladzie
in vitro jako matrycy do syntezy wirusowego RNA, synteza ta nastepo-
wala natychmiast bez zwyklego w tym przypadku okresu latencji [31,
70, 112].

Specyficznoé¢ dziatania replikazy wirusowego RNA polega na tym, ze
w przeciwienstwie do polimeru RNA wyodrebnionego z komoérek nie za-
kazonych, enzym ten nie jest zdolny do syntezy innych rodzajéw RNA,
nawet po dostarczeniu odpowiedniego wzorca [33, 45, 102]. Stwierdzono
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Rys. 2. Hipotetyczny schemat replikacji wirusowego RNA (wg Weissmanna)

Macierzysta czgsteczka RNA zamienia sie najpierw na czasteczke RNA dwunicowego (faza 1),

a nastepnie utworzony dupleks stuzy jako matryca do produkcji nici ,,plus’” na drodze semi-

konserwatywnego i asymetrycznego kopiowania (faza 2). Niektére z nowo powstalych nici

plusowych siuzg do syntezy nowych czgsteczek dwunicowego RNA. Czagsteczki te moga zresztay
takze powstawaé na drodze symetrycznej replikacji (rys. b)

tez, ze¢ synteza minusowych lancuchéw RNA zachodzi w przeciwnym kie-
runku (od 5 do 3 wegla) niz synteza lancuchéw plusowych, aczkolwiek
dokladny mechanizm tej syntezy nie jest jeszcze dotychczas poznany [15].
Poniewaz, jak wspominalem, w komoérkach zakazonych RNA-wirusami
wykryto jednoczesnie obecno$é dwuniciowych czgsteczek RNA (tzw. form
replikacyjnych lub Hofschneidera), mozna sie spodziewaé, ze w kazdym
akcie replikacji powstaje poczgtkowo taka dwuniciowa czgstka [1, 35].
Synteze takich duplekséw udalo sie tez rzeczywiscie otrzymaé w syste-
mach in vitro [2, 71]. W przypadku zakazen kapusty wirusem mozaiko-
wej zo6ltaczki rzepy (turnip yellow mosaic) zawartosé ich dochodzi np.
do 1 mg/1 kg Swiezej masy zakazonych liSci [16]. Natomiast w tkankach
zdrowych, nie porazonych wirusem, obecnosci ich nie stwierdzono. Oproécz
wspomnianych, dwuniciowych form RNA w zakazonych komoérkach mo-
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zna znalez¢ jeszcze inne jego czasteczki, ktére nazwano kompleksami
Francklina lub posrednikami replikacyjnymi (replicative intermediates).
Czgstki te skladajg sie z podwdjnych tancuchow RNA, do ktérych dolg-
czona jest jeszcze pewna liczba niekompletnych nici plusowych [9, 36].
Wykrycie tych dwoéch rodzajow czastek pozwolito na sformulowanie na-
stepujacego schematu biosyntezy wirusowego RNA, podanego w 1966 r.
przez Weissmanna i in. [111] (rys. 2). Wprowadzona do komoérki macie-
rzysta czgstka wirusowego RNA spelnialaby wpierw role RNA informa-
cyjnego (mRNA) dla produkcji specyficznych dla wirusa bialek [58, 76],
a przede wszystkim enzymu replikazy. Pod wplywem tego enzymu na-
stepuje synteza komplementarnej nici minusowej RNA i wytworzenie
formy o podwéjnym lancuchu (faza 1 na rys. 2a). Forma ta stuzy nastep-
nie jako matryca dla cigglego kopiowania plusowych nici RNA, ktére sg
z niej kolejno jak gdyby wypierane w miare postepu syntezy (faza 2 na
rys. 2a). Stwierdzono, ze na jednej takiej matrycy moze si¢ odbywact
rownoczes$nie synteza co najmniej 6 nici plusowych [53]. Réwnolegle do
procesu kopiowania plusowych nici RNA na macierzystym dupleksie,
w ktéorym odtwarzanie lancuchéw wirusowego RNA odbywa sie w spo-
s6b asymetryczny, gdyz tylko jedna z nici dupleksu stuzy jako matryeca,
zachodzi réwniez namnazanie sie dalszych czgstek dwuniciowego RNA
w ten sposdb, ze mogg one powstawaé przy udziale nowo powstalych nici
plusowych lub tez jako rezultat symetrycznej tym razem replikacji ca-
lego dupleksu podobnie, jak to ma miejsce przy replikacji czgstek DNA
(rys. 2b). Nie jest tez wykluczone, ze powstawanie dwuniciowych form
RNA w zakazonych komoérkach odbywa sie przy udziale obu tych me-
chanizméw. W ten sposoéb zachowany zostaje autokatalityczny charakter
namnazania sie wirusowego RNA, co objawia sig¢ szybkim wzrostem jego
koncentracji, gwarantujgcym gwalttowne opanowanie metabolizmu komor-
ki-gospodarza [102]. Ostatnie badania Robertsona i Zindera nad bakte-
riofagiem f2 [85] sugerujg nawet, ze réwniez i synteza minusowych nici
RNA moze mieé¢ charakter wielokrotnego, réwnoczesnego powielania na
tej samej nici plusowej.

Nalezaloby jeszcze wspomnie¢ o tym, Ze replikacja pojedynczych nici
RNA na dupleksowych matrycach moze odbywa¢ sie w sposéb konser-
watywny lub semlkonserwatywny (rys. 3). Pierwsze z tych okreslen ozna-
cza, ze odnoéne nici plusowe tworza stale kompleksy z minusowymi lan-
cuchami RNA i nie sa z nich wypierane przez synteze nowych nici pluso-
wych, drugie zaé zaklada przejsciowy tylko charakter form dwunicio-
wych. Wiele danych wskazuje na to, ze ten drugi sposéb replikacji wiru-
sowego RNA jest bardziej prawdopodobny [53].

W tworzeniu form dwuniciowego RNA (duplekséw) bierze prawdo-
podobnie udzial inny enzym anizeli wlasciwa replikaza RNA, mimo ze
takiego enzymu dotychczas nie udalo si¢ wyodrebnic. Wskazywalyby na
to m.in. do$wiadczenia przeprowadzone nad tzw. ulomnymi szczepami
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Rys. 3. Zasada konserwatywnego i semikonserwatywnego powielania
wirusowego RNA na dwuniciowych strukturach

pewnych wiruséw, wrazliwymi na podwyzszong temperature. Szczepy te,
jak wiadomo, nie namnazajg sie w podwyzszonej temperaturze, a przy-
czyng tego, jak si¢ okazalo, jest fakt, ze w tej temperaturze nie dochodzi
do syntezy dwuniciowego RNA, chociaz zachodzi¢ moze synteza nici mi-
nusowego RNA [4]. Jezeli natomiast synteza wirusa zapoczgtkowana zo-
stanie w nizszej temperaturze, wowczas raz wytworzone dupleksy kon-
tynuujg kopiowanie plusowych nici RNA nawet i po przeniesieniu do
temperatury wyzszej [66, 111].

Tak wiec czgstka wirusowego RNA spelnia w zakazonej komorce
jak gdyby podwojng funkcje: funkcje wzorca dla syntezy podobnych so-
bie czgsteczek poprzez tworzenie form dwuniciowych, oraz funkcje in-
formacji dla syntezy specyficznych dla wirusa bialek. Badania nad pier-
wszg z tych funkeji w aspekcie enzymatycznym prowadzone byly w ciggu
ostatnich kilku lat réwniez na porazonych wirusami roslinach wyzszych
[2, 3,17, 18]. Autorom tym udalo sie wyizolowaé z roslin kapusty chin-
skiej, porazonej wirusem mozaikowej zo6ttaczki rzepy, replikaze RNA,
wykazujgcg podobne wlasciwosci, jak opisane powyzej replikazy otrzy-
mane z zakazen bakteriofagami. Niestety badanie tego enzymu w syste-
mach in vitro dalo o wiele mniej informacji niz analogiczne badania
systeméw bakteryjnych, tak ze wnioski o podobnym mechanizmie repli-
kacji RNA wiruséw ro$lin wyzszych opierajg sie dotychczas glownie na
wykryciu w zakazonych tkankach dwuniciowych replikacyjnych form
RNA.

BIOSYNTEZA BIALEK WIRUSOWYCH

Wezesne stosunkowo pojawianie sie replikazy RNA wirusowego w pro-
cesie biosyntezy wiruséw roslinnych wskazuje na to, Ze procesy syntezy
przynajmniej niektérych bialek i RNA wirusowego mogag zachodzi¢ réw-
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nolegle. Nalezy tylko zda¢ sobie sprawe z tego, o jaki rodzaj biatek tu
chodzi. Wielofunkcyjno$¢ wirusowego RNA wskazuje na policistronowy
charakter jego genomu, tym bardziej, ze oprécz funkeji zwigzanych
bezposrednio z mechanizmem replikacji czgstek wirusa genom ten ste-
ruje jeszcze innymi procesami, charakterystycznymi dla reakeji zakazone]
komorki na infekcje wirusowg. Wyniki dotychczasowych badan, przepro-
‘wadzonych giéwnie na RNA-bakteriofagach oraz na TMV wskazujg, ze
genom tych wiruséw steruje syntezg co najmniej trzech (a najprawdo-
podobniej jeszcze wielu wiecej) roznych bialek, ktérych produkcja kon-
trolowana jest w czasie przy pomocy nieznanych blizej mechanizméw
[24, 25, 34]. Sg to bialka enzymatyczne typu replikazy, bialka otoczki
(kapsydu) wirusa oraz tzw. biatko ,,A”, ktére w przypadku zakazen bak-
teriofagami nazwano czynnikiem dojrzewania, przypisujgc mu w prakty-
ce wszystkie pozostale funkcje enzymatyczne zwigzane z tzw. dojrzewa-
niem czgstki wirusowej, a wiec zaréwno sam proces wbhudowywania wi-
rusowego RNA do bialek kapsydu, jak i wszelkie funkcje zwigzane
z reakcjami komorki na zakazenie [119]. Doswiadczenia przeprowadzone
zaré6wno w systemach in vivo jak i in vitro — gléwnie na bakteriofa-
gach — przy zastosowaniu specyficznych inhibitoréw syntezy biatek, po-
dawanych w réznym czasie po zakazeniu, oraz przy pomocy analizy
elektroforetycznej bialek, pozyskiwanych z tak traktowanych obiektéw,
wykazaly, ze zaréwno biatko kapsydu jak i biatka ,,A” tworzg sie juz
W pierwszym momencie po zakazeniu, jeszcze przed pojawieniem sie
replikazy RNA [34, 64]. Biatka te mozna bylo odrézni¢ m. in. po tym, ze
bialko kapsydu odnos$nych wiruséw nie zawiera aminokwasu histydyny.
Nastepnie pojawia sie jednak replikaza, ktéra dziala az do chwili wy-
tworzenia sie ok. 6 podjednostek bialka otoczki wirusowej czgstki. Pod-
jednostki te tworzg wéwczas w blizej jeszcze nieokreslony sposéb kom-
pleks z wirusowym RNA (lub by¢ moze z jego formg replikacyjnag) [86],
ktory hamuje dalszg synteze replikazy oraz oslabia wybitnie synteze bia-
lek ,,A”, forujac w ten sposéb synteze dalszg bialek kapsydu [105, 106].
Blokowanie syntezy replikazy przez biatka kapsydu jest procesem wy-
soce specyficznym dla danego wirusa w tym sensie, ze daje ono efekt
wylgcznie z homologicznym RNA [34]. Niewatpliwie istniejg jeszcze inne
mechanizmy, kontrolujgce synteze biatek wirusowych, jak np. sam sktad
wirusowego RNA, na co wskazuja wyniki do$wiadezen z tzw. ulomnymi
(defective) mutantami wiruséw, u ktérych stwierdzono np. brak zdolnosci
do produkcji replikazy [98, 99], wzglednie biatek kapsydu, czy tez wresz-
cie enzymoéw kontrolujacych lgczenie sig RNA z tymi biatkami w kom-
pletne czastki wirusowe [57, 64, 121].

7 poruszonym powyzej zagadnieniem regulacji syntezy poszczeg6l-
nych bialek wirusa 1aczy sie Scisle problem tzw. komplementacji gene-
tycznej genoméw wirusowych badany w ostanich latach szczegoélnie in-
tensywnie na réznych wirusach roslinnych z uwagi na stosunkowo prostg
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ich strukture genetyczng, jak rowniez i na to, ze niektére z nich wyste-
puja w postaci kilku roéznych czastek. Przyjmujac hipoteze kodowania
poszczegdlnych aminokwaséw tworzgcych sie bialek przez co najmniej
trzy nukleotydy latwo obliczy¢, ze np. informacja niezbedna dla syntezy
bialka kapsydu wirusa mozaiki tytoniu, ktérego podjednostki skladajg
si¢ z tancucha 158 aminokwaséw, wymaga¢ bedzie co najmniej 158 X 3,
tzn. ok. 470 nukleotydow genomu wirusowego, co stanowi ok. 8% catko-
witej ich liczby [75]. Podobnie informacja dla syntezy replikazy wiruso-
wego RNA zawarta jest w ok. 1400 nukleotydach [34], czyli lgcznie oba
te biatka kodowane sg przez prawie jedng trzecig wszystkich nukleotydow
wirusa mozaiki. Nalezy sie wiec spodziewa¢, ze caly genom wirusa TMV
sklada sie z kilku (nie wiecej jak dziesieciu) tylko cistronéw i w zwigzku
z tym wszystkie funkcje, realizowane w komorce przez ten wirus, zalezg
od dziatania tych kilku genéw.

Istniejg jednak wirusy, ktéorych RNA sklada sie z o wiele mniejszej
liczby nukleotydéw. Skrajnym przykladem jest satelitarny wirus nekro-
zy tytoniu, bedacy jak gdyby pasozytem wirusa nekrozy. Jego RNA za-
wiera tylko ok. 1200 nukleotydéw, podczas gdy podjednostki biatka
kapsydu zbudowane sg z 400 czgsteczek aminokwasow [83, 87]. Jak latwo
obliczy¢, w genomie tego wirusa nie ma miejsca na zadng dodatkowg
informacje poza informacjg dotyczacg syntezy samego kapsydu i dlatego
tez wirus ten namnaza¢ sie moze wylgcznie w obecnoS$ci wirusa nekrozy
tytoniu, ktéry przypuszczalnie dostarcza mu nieswoistej replikazy, jak
rowniez enzymoéw do wszystkich innych funkcji.

Podobng sytuacje mamy z wirusami tzw. wielosktadnikowymi, wy-
stepujgcymi w postaci kilku réznych czastek, réznigcych sie z reguly
wielkosScig i ciezarem molekularnym. Przykladem moze by¢ wirus mo-
zaiki wspiegi chinskiej (Vigna sinensis), skladajacy sie z trzech polihe-
dralnych komponentow, z ktérych tylko dwa zawierajg kwas nukleino-
wy lub wirus mozaiki lucerny, zawierajgcy 3 lub 4 rodzaje czgstek [22].
Zadna z tych czastek z osobna czy tez wyizolowane z nich RNA nie sg
zakazne. Zakazno$¢ pojawia sie dopiero przy lgcznym wprowadzeniu do
komorki co najmniej dwéch czastek, zawierajagcych RNA [42, 116, 118].
Doswiadczenia genetyczne, prowadzone z réznymi szczepami tych wiru-
séw, jak réwniez préby syntezy poszczegdlnych komponentéw w ukladach
in vitro (np. badania Van Ravenswaay’a nad wirusem mozaiki lucerny
[117]) doprowadzily do wniosku, ze we wszystkich tych przypadkach
mamy do czynienia z rozdzialem poszczegélnych funkeji genetycznych
(cistronéw) wirusowego RNA pomiedzy odnosne czastki wirusa [114]
(rys. 4). I tak np. u obu wyzej wspomnianych wiruséw informacja dla
syntezy bialka kapsydu zawarta jest w mmiejszym, czyli tzw. gérnym
komponencie, informacja dla pozostatych bialek — w komponencie wig-
kszym (dolnym), natomiast informacja dla replikazy RNA wirusowego
rozdzielona jest pomiedzy oba komponenty, co wskazywatoby na polime-
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Typowy wirus RNA
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Rys. 4. Schemat rozdzialu genomu wirusowego pomiedzy poszczegdlne czastki
w systemach wieloskladnikowych (wg Fraenckel-Conrata)
P, RiM reprezentuja trzy poznane dotychczas cistrony (geny) odpowiedzialne za synteze:
biatka kapsydu wirusa, replikazy RNA i bialek A u réznych wiruséw roSlinnych. W przy-
padku satelitarnego wirusa nekrozy tytoniu gen P satelity jest rozny od analogicznego genu
czgstki wilasciwego wirusa

ryczny charakter tego enzymu. Inaczej nieco przedstawia sie sprawa
z wirusem tzw. nekrotycznej kedzierzawki tytoniu (tobacco rattle virus),
ktéry sklada sie z dwu pateczkowatych czgstek roznej dtugosci (180
i 75 um). Okazalo sie, ze tylko diuzsza z tych czastek jest zakazna, ale
sama zdolna jest syntetyzowa¢ w zakazonej tkance tylko niekompletne
czgstki wirusa, pozbawione biatkowej otoczki [39, 62, 63, 89]. W tym
przypadku cistron, kodujacy synteze biatka kapsydu tego wirusa, znaj-
duje sie niewgpliwie w czgstce krotszej.

Badania prowadzone nad takimi wielosktadnikowymi wirusami, ktore
z uwagi na komplementarno$é ich funkcji genetycznych zaproponowano
nazywaé¢ ko-wirusami wykazaly, ze rozdzial cistron6éw pomiedzy poszcze-
gblne komponenty wirusa jest zjawiskiem dos¢ powszechnym i wystepuje
zaréwno wéréd wiruséw roslin wyzszych jak i wiruséw bakterii i zwie-
rzat [43, 74]. Fakt komplementacji genetycznej stwierdzono ponadto po-
miedzy réznymi szczepami tego samego wirusa o charakterze defektyw-
nym, wystepujgcymi w stanie naturalnym lub tez otrzymanymi na dro-
dze sztucznej mutacji u normalnie jednoskladnikowych wiruséow, takich
jak np. wirus mozaiki tytoniu [107]. Otwiera to nowe, niezwykle intere-
sujace perspektywy w badaniach funkcji genetycznych wirusowego RNA.
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Kasumeorc Muuunscru

13 HOBEWNIHNX UCCJIEIOBAHUM HAI MEXAHHM3MOM CHHTE3A
PACTUTEJIbHBIX BHUPYCOB

Pes3wome

Hacrosimas paGoTa mpeacTaBisieT 0630p HOBEHIIMX HOCTIDKEHHM B 06J1aCTH HCCIIeIOBAHHUI
Hay GHOCHHTE30M BHPYCOB, COJAEPIKALUX B CBOEH YaCTHUKE puiGonykienHoByio Kuciory (PHK).
ABTOp mOAPOGHO ONHMCHIBAECT THIIOTE3bI, KACAIOIIHECT MEXaHH3MOB BHPYCHOH ,,PEeIUTMKAIIHA
PHK, a Taroxe CBSI3aHHBIE C 3THUM SIBJICHHS HapylLICHHH B CHHTe3€ HopmansHoit PHK 3apaken-

HbIX BHPYCOM KIJIETOK.
B npameHeiinreM GbUIM OGCY>KHEHBI IIPOOJIEMbI CHHTE33 OTHCJIBHBIX 0eJIKOB, , cieli(pNUCCKAX
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JUIST TEHOMa BHPYCa, MX IOCICAOBATEILHOCTh BO BPEMEHH, 2 TAKIKE BOMPOC TCHETHUECKOH KoM-
IUIEMEHTADHOCTH y HEKOTOPHIX PAaCTHTENLHBIX BHpycoB. CorilacHo OOLIENMPHUHATON B HAaCTOs-
Iee BpeMsi rumorese BeiicMaHHa M COTPY/THMKOB, ssperumkanust’’ BupycHoit PHK npowncxomar
Ha OCHOBe 00pa3oBaHMs ABYXHUTHBIX CTPYKTYp PHK, aHaOrMYHBIX CTPYKTYpe JHK. B cos-
MAaHMH 3THX CTPYKTYD aKTHBHOE yJyacTHe NPYHHMAeT crenudruecKHi A BHPYCa SH3HMM-pern-
nukasza PHK, BrpipaGaTbiBaemasi B 3apa)KEHHOW KJIETKE IIOJ BIIMAHHEM KOAHUPOBaHHON HH(pOP-
MaUM B TeHOME BHpYca. DTOT IeHOM TAKOKe KOJHMPYeT CHHTe3 Oeika oboylouxkn (Kancupaa) BH-
PYCHO#I uacTHIbl M JPYTHX, €II€ HE IOJHOCTBIO M3YYEHHbIX 6eJIKOB, KaK 3H3HMAaTHYECKOIO Xa-
paKTepa, TAK ¥ KOHCTUTYLMOHHOIO, Y4aCTBYIOIIAX B HPOIECCE CO3PEBAHMA Bupyéa. V BupycoB,
COCTOSIIIIMX M3 HECKOJBKHX BHIOB 4YacTHl, MH(opmamusa (reHbl), KacarolascA CHHTE3a OTAENb-
HbIX BHUJOB 3TMX OEJIKOB, YacTO pa3jesieHa MEXIY OTIAC/IbHBIMH KOMIIOHCHTaMH.

Kazimierz A. Miczynski

NEW RESEARCH IN THE MECHANISM OF THE SYNTHESIS OF PLANT
VIRUSES

Summary

The present paper provides a review of recent achievements in the field of
studies on the biosynthesis of viruses containing in their molecule the ribonucleic
acid (RNA). The author amply discusses hypotheses concerning mechanisms of the
replication of virus RNA and related phenomena of disturbance in the synthesis
of regulator RNA by cells infested with virus.

Further there were discussed problems of the synthesis of individual proteins
specific far the virus genom, their sequence in time, and the problem of genetic
complementation in certain plant viruses. According to generally accepted
hypothesis of Weissmann et al., the replication of virus RNA occurs on the prin-
ciple of the formation of two-strouded structures of RNA similar to the structure
of DNA. The enzyme specific for virus — RNA replicase produced in the infested
cell under the impact of information coded in virus genom, takes an active part
in the formation of these structures. This genom codes also the synthesis of the
protein of the cover (capsid) of virus molecule and other, still not completely
known proteins of enzymatic and constitutional nature, which take part in the
process of virus maturation. In viruses composed of several various kinds of par-
ticles the information (genes) concerning the synthesis of individual types of these
proteins is frequently divided among individual components.



