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Summary

Viruses are abundant and ubiquitous members of the microbial community. In the water environment,
they affect the population structure and nutrient cycling by infecting and lysing primary producers. Here
we describe two newly discovered virophages that prey on the Cafeteria roenobergensis virus (CroV) and on
phycodnaviruses, which infect marine heterotrophic flagellates. Virophages, e.g. Sputnik, Mavirus and Organic
Lake Virophage (OLV), are unusual parasites of giant double-stranded DNA (dsDNA) viruses. Although they
are quite common in the water environment, little is known about their diversity. This paper is a summary of

available data.
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Wirusy wystepuja we wszystkich srodowiskach na-
turalnych, ale ze wzgledu na swoja budowe nie maja
mozliwo$ci przeprowadzenia procesow metabolicz-
nych i replikuja sig, wykorzystUJ gc inne organizmy (1,
19). Zakazaja organizmy zywe, zwierzgce, roslinne,
a nawet bakteryjne (10). Ze wzgledu na taki stan nie
s3 uznawane za organizmy zywe (1, 13). W ostatnim
czasie (13, 16) dowiedziono, ze wirusy potrafig tez
szkodzi¢ innym wirusom, czego zupelnie nie prze-
widywano. Przez analogi¢ do bakteriofagdw wirusy
zakazajace inne wirusy nazwano wirofagami.

Pierwszym opisanym wirofagiem byt Sputnik, kto-
ry zakaza mamawirusa nalezacego do grupy duzych
nukleocytoplazmatycznych DNA wiruséw (NCLDYV,
nucleocytoplasmic large DNA viruses) i zakazajacego
pierwotniaki Acanthamoeba polyphaga (1, 3, 8, 13,
16). Sputnik charakteryzuje si¢ kubicznym kapsydem
o $rednicy 50 nm, a jego genom w postaci dwunicio-
wego kolistego DNA sktada si¢ z ok. 18 tysiecy pz.
Na powierzchni ma wypustki, ktore prawdopodobnie
odgrywaja role w adhezji wobec mamawirusa, co ula-
twia wspolne zakazenie Acanthamoeba polyphaga (3,
15, 16). W transmisyjnym mikroskopie elektronowym
zaobserwowano, jak tego olbrzymiego wirusa ,,oble-
piaja” liczne wiriony Sputnika (3, 15, 16), ktory repli-
kuje gwattownie w fazie eklipsy mamawirusa. Jego
obecnos$¢ jest szkodliwa dla gospodarza, poniewaz
atakuje jego ,,fabryke czastek wirusowych” (VF, virus
factory), a tym samym Sputnik wykorzystuje mama-

! Publikacja pracy finansowana z grantu badawczego NCN N304 018540.

wirusa jako ,,maszyne¢” do produkcji wiasnych kopii,
obnizajac w rezultacie jego zdolnos¢ replikacyjna (1, 3,

16). Przyczynia si¢ to do powstawania nlekompletnych
form i anormalnych elementow kapsydu mamawiru-
sa, ktore ulegaja znacznemu pogrubieniu i utrudniaja
prawidtowe funkcjonowanie (3, 16).

Drugim odkrytym wirofagiem jest mawirus. Wyka-
zano, ze mawirus zakaza CroV wirusy, ktére atakuja
jednokomoérkowe wiciowce Cafeteria (C.) roenber-
gensis, bedace jednymi z najczescie] wystepujacych
gatunkow zooplanktonu (3). Mawirus, zakazajqc
wirusy CroV przyczynia si¢ do znacznego ogranicze-
nia zakazen C. roenbergensis, wchodzacego w sktad
zooplanktonu (5, 6). Natomiast trzecim opisanym
wirofagiem jest wirofag Jeziora Organicznego (OLV,
Organic Lake Virophage), ktorego wykryto podczas
badan wod Jeziora Organicznego w potudniowo-
-wschodniej Antarktydzie. OLV atakuje phycodnawi-
rusy zakazajace glony morskie. Przyczyniajac si¢ do
zniszczenia tych wirusow, ogranicza zakazenia alg
morskich 1 dzigki temu mozliwy jest ich rozrost (9,
17, 18).

Wszystkie trzy wspomniane wirofagi majg podobna
,maszyneri¢ genetyczng”, co sprawia, ze sg podobne
do siebie ze wzgledu na sposob replikacji, transkrypcji
1 translacji materialu genetycznego. Zakaza_]q takze
podobne wirusy z grupy NCLDV. Doda¢ nalezy, ze
badania z tego zakresu wskazujg na istnienie nowych
wirofagow (tab. 1). Slady ich Zarejestrowano W Wo-
dach laguny Galapagos, w wodach Jeziora Lodowatego
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Tab. 1. Opisane wirofagi (20)
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Zaobserwowane miejsce

4. | OLV (Organic Lake Virophage) Phycodnavirus

© N N e 9

ALM (Ace Lake Mavirus) prawdopodobnie Mimivirus

(Cafeteria roenbergensis)

Lp. Nazwa wirofaga Gospodarz wirusowy Gospodarz eukariotyczny zakazenia i miejsce odkrycia

1. | Sputnik Mamavirus i Mimivirus pierwotniak (Acanthamoeba | woda z wiezy wiertniczej
polyghaga) w Bradford

2. | Sputnik 2 Lentille virus pierwotniak (Acanthamoeba | ptyn soczewek kontaktowych
polyghaga) u kobiety

3. | Mawirus CroV wiciowiec jednokomérkowy | wody przybrzezne stanu Texas

(USA)

YSLVs 1 (Yellowstone Lake Virophage 1) | prawdopodobnie Phycodna lub Mimivirus
YSLVs 2 (Yellowstone Lake Virophage 2) | prawdopodobnie Phycodna lub Mimivirus
YSLVs 3 (Yellowstone Lake Virophage 3) | prawdopodobnie Phycodna lub Mimivirus
YSLVs 4 (Yellowstone Lake Virophage 4) | prawdopodobnie Phycodna lub Mimivirus

glony morskie (gtéwnie
antarktyczne)

woda silnie zasolonego jeziora
Organicznego (Antarktyda)

prawdopodobnie mikroalgi jezioro Yellowstone

prawdopodobnie mikroalgi | jezioro Yellowstone

prawdopodobnie mikroalgi jezioro Yellowstone

prawdopodobnie mikroalgi | jezioro Yellowstone

prawdopodobnie jezioro Ace (Antarktyda)

fagotrofowe pierwotniaki

na Antarktydzie, w uj$ciu rzeki w New Jersey, a takze
w wodach rzek w Panamie, co wskazuje, ze te wirusy
moga wystepowac w roznych srodowiskach wodnych
1 w roznych strefach klimatycznych (9, 17, 18, 20).
W badaniach metagenomowych (20), ktore dotyczyty
roznorodnosci wirofagdw opisano, na podstawie kom-
pletnych sekwencji genomowych, 4 wirofagi jeziora
Yellowstone (Yellowstone Lake virophages [YSLVs]),
a takze scharakteryzowano wirofaga ALM (Ace Lake
Mavirus). Wykazano, ze kazdy z tych wirofagoéw miat
5 homologicznych gendéw, obecnych u znanych juz
wirofagéw (20).

Wirofag mawirus

Koncepcja wirofagéw zaktada, ze Sputnik i podobne
do niego wirusy s3 ,,pasozytami” wirusow atakujacych
makroorganizmy (1, 4-7). Prowadzi to do powstania
teorii, ze wirofagi wykorzystuja replikacje DNA oraz
czynniki transkrypcyjne kodowane przez wirusa go-
spodarzy. Istnienie nowego wirofaga odkryto podczas
badan majacych na celu lepsze poznanie biologii wi-
rusa CroV zakazajacego C. roenbergensis. Nazwano
go mawirusem (nazwa pochodzi od Maverick virus)
(1, 2, 3, 5-7). Fischer (5), prowadzac doswiadczenie
majace na celu dokonanie oceny, czy mawirus Jest
w stanie zniszczy¢ C. roenbergensis, wykazat, ze
replikacja mawirusa jest niemozliwa, jesli komoérka
gospodarza nie zostanie zakazona CroV. Zakazenie
mawirusem czasteczek CroV umozliwia przetrwanie
C. roenbergensis, stad mawirus zostat sklasyfikowa-
ny jako wirofag (1, 3, 5, 6). Mawirus ma kubiczny
kapsyd o §rednicy 60 nm. Sktad biatka wirionu pozo-
staje nieznany, z wyjatkiem gtownego biatka kapsydu
MV 18 (putative major capsid protein), ktore zostato
zidentyfikowane na podstawie analizy spektrometrii
mas LC-MS/MS (3, 5, 6). Wykazano, ze biatka kap-
sydu, zarbwno mawirusa, jak i Sputnika sa do siebie
podobne, natomiast nie wykazuja one podobienstwa
w stosunku do biatek kapsydu innych wiruséw, co

zostato zweryfikowane w analizie proteomicznej kap-
sydu (5, 6). Przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu
elektronowego wykryto, w jaki sposéb dochodzi do
interakcji w C. roenbergensis pomigdzy mawirusem
a wirusem CroV. Stwierdzono, ze wczesne stadia zaka-
zenia wirusa CroV charakteryzowaty si¢ tym, ze jego
cytoplazmatyczny rdzen, otoczony btong i pokryty
wldknami zaczat si¢ przeksztaicac 1 powickszac swoja
wielko$¢ (5, 6). Dowiedziono, ze po pierwszych 6 h
od momentu zakazenia rozpoczeta sie produkcja wiru-
sowych czastek potomnych. Cytoplazma zakazonych
komorek C. roenbergensis wypetniala si¢ wirionami
potomnymi. Oszacowano, ze na jedng komorke przy-
pada okoto 100 wirionéw (5, 6). Dowiedziono, ze
wirofag mawirus dostaje si¢ do komorki C. roenber-
gensis na drodze endocytozy, za posrednictwem biatka
klatrynozaleznego i rozpoczyna replikacje w CroV, co
prowadzi do powstawania nieprawidtowych struktur
jego kapsydu (5, 6). Wykazano takze, ze jadro go-
spodarza (C. roenbergensis) pozostato nienaruszone,
az do pdznych etapow zakazenia, a czastki wirusow,
zarowno CroV, jak 1 mawirusa nigdy nie byly w nim
zaobserwowane, co sugeruje, ze replikacja ich naste-
puje wytacznie w cytoplazmie (5, 6).

Genom mawirusa jest kolista czgsteczkg dwunicio-
wego DNA (dsDNA) i sktada si¢ z 19 063 pz. W jego
genomie stwierdzono obecnos¢ 20 sekwencji CDSs
(protein-coding sequences) o sredniej dtugosci 883 nt,
nazwanych MVO01, MV02, MV03, MV06, MV13,
MV15, MV16, MV18, MV19 i MV20 (5). Ekspresja
genOw mawirusa podlega ,,maszynerii” transkryp-
cyjnej wirusa CroV w poznym stadium zakazenia
(5, 6). Dziesie¢ sekwencji CDS mawirusa wykazato
homologi¢ z sekwencjami biatkowymi eukariotow,
retrowirusOw 1 bakterii oraz wirusow dsDNA, a takze
CO najmniej z czterema genami 0p1sanym1 u wirofaga
Sputnika (5, 6). Stwierdzono, ze mawirus i Sputnik
maja homologiczne geny kodujace biatko kapsydu
(5, 6). Zarejestrowano, ze gen MVOI1 koduje super-
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rodzing 3 helikaz (SF3H helicase) podobnych do
D5 ATPazy, ktora Jest uwazana za gtéwna hehkazq
replikacyjng u wirusow NCLD (10). W przeciwien-
stwie do NCLDVs, gdzie domena SF3H znajduje si¢
na C-koncu primazy-helikazy biatka fuzyjnego, do-
mena S3H mawirusa zlokalizowana jest na N-koncu
1 pelni niewyjasniong do tej pory funkcje (5-7, 10).
Natomiast gen MVO02 koduje integraze nalezaca do
superrodziny retrowirusowych integraz (rve-INTs)
(4). Odkryto rowniez, ze zard0wno integrazy mawi-
rusa, jak i organizmow eukariotycznych zawieraja
C-terminalng CHROMO domeng, ktora jest konser-
watywnym regionem ~60 aa, zdolnym do interakcji
z poszczegdlnymi czgsciami chromatyny (5-7).MVO03
koduje polimeraz¢ B DNA (predicted protein-primed
DNA polymerase B), ktorej homologi wystepuja
u bakteriofagéw, adenowirusow, jak rowniez jako
genom mitochondrialny roslin, grzybow 1 §luzowcow
(5). MV06 koduje endonukleazy GIY-GIY, za§ MV 13
zawiera domeny hydrolaz alpha/beta podobne do
domen znalezionych w lipazach (20). MV 15 koduje
ATPazg¢ FtsK-HerA, MV 16 koduje proteaze cysteino-
wa, natomiast MV 18 koduje gtowne biatko kapsydu
(5). Domena C-terminalna MV 19 wykazata znaczace
podobienstwo do fancuchow powierzchniowych $ciany
komorkowej Bdellovibrio bacterivorous, a ostatnie
biatko MV20 zwiera trzy powtdrzenia FNIP/IP22 (5).
Wykazano, ze te trzy powtoérzenia o dlugosci ~22 aa sg
obecne u mimiwiruséw, sluzowcow Dictyostelium di-
scoideum 1 Polysphondylium pallidum, alg Ectocarpus
siliculosus 1 w genomie CroV (14).

Charakteryzujac genom mawirusa nalezy zauwazyc,
ze okazal si¢ on Scisle zwigzany z klasg eukariotycz-
nych transpozonéw DNA. Zaproponowano, by ma-
wirus dawal poczatek transpozonom DNA w klasie
Maverick/Polinton. Powstata hipoteza, Zze pierwotne
jego formy stanowity ochrone przed zakazeniami
wirusow litycznych, co doprowadzito do transforma-
¢ji, rozproszenia i utrwalenia pochfonigtych wirusow
w genomie wielu komorek eukariotycznych (5-7).
Mimo ze nie jest mozliwe odtworzenie tak wczesnych
ewolucyjnych wydarzen, wydaje si¢, ze wirusowa
teoria transpozogenezy stawia nowe pytania, m.in.
czy wirofagi mogg ingerowa¢ do genomu komorki
eukariotycznej oraz czy wirofagi moga uczestniczy¢
w poziomym transferze gendéw pomiedzy gigantycz-
nymi wirusami (5-7).

Mawirus jest dopiero drugim opisanym wirofagiem,
stad wiele aspektow biologii wirofagéw nie jest zna-
nych, w tym mechanizm wejs$cia do komorki gospoda-
rza (5, 6). Mawirus jest wirofagiem, ktorego replikacja
uzalezniona jest od jednoczesnego zakazenia przez wi-
rus CroV C. roenbergensis, co prowadzi do inaktywacji
CroV, umozliwiajac przetrwanie gospodarza (5, 6).
Czasteczki mawirusa zlokalizowano w genomach
wiruséw CroV. Zaobserwowano to zjawisko dzigki
transmisyjnej mikroskopii elektronowej zakazonych
komorek C. roenbergensis (5, 6). Wykazano takze,
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ze ok. 1000 pz w DNA genomowym gospodarza jest
bardziej podobnych do eukariotycznych transpozo-
néw DNA, co doprowadzito do powstania hipotezy,
ze transpozony powstaly w procesie endogenezy
pierwotnych wirofagdw i przedostaty si¢ do gendéw
eukariotycznych (5-7).

Charakterystyka wirofaga OLV

Wirofag Jeziora Organicznego (OLV, Organic Lake
Virophafe,) zostal opisany po raz pierwszy podczas
badan prowadzonych w wodach Antarktycznego
Jeziora Organicznego przez australijski zespol ba-
dawczy prowadzony przez mikrobiologa Ricardo
Caviccholi z Uniwersytetu Nowej Poludniowej Walii
(19). Zidentyfikowano go dzigki podobienstwu jego
sekwencji biatkowych w kapsydzie do odkrytych
juz wczesniej sekwencji biatkowych znajdujacych
si¢ u Sputnika (19). OLV jest trzecim opisanym
wirofagiem. Jego genom zostat wykryty miedzy se-
kwencjami genomowymi phycodnawirusow, ktore sa
duzymi wirusami atakujgcymi algi morskie z rodzaju
Pyramimonas (18, 19). OLV zakazajac phycodnawi-
rusy, stwarza warunki do spokojnego wzrostu glonow
w jeziorach i umozliwia im przetrwanie (9, 18, 19).
Analiza sekwencji nukleotydowych pochodza}cych
z probek wody pobranej z Jeziora Organicznego
w 2006 1 2008 r. wykazata obecnos¢ nowych phycod-
nawiruséw — duzych dsDNA wiruséw zakazajacych
glony. Wsrod zidentyfikowanych sekwencji byta takze
sekwencja wirofaga OLV, posiadajacego kulisty genom
o wielko$ci 26 421 pz. Przyjmuje sie, ze OLV replikuje
w komorkach zakazonych phycodnawirusem, hamujac
jego dalszq replikacje (9, 17, 18). Wykazano Ze az
szes¢ genow OLV jest ZW1qzanych z genami phycod—
nawirusow, co sugeruje, ze nastgpita wymiana genow
miedzy wirusami a wirofagami prawdopodobnie
podczas jednoczesnego zakazenia tego samego gospo-
darza. W zwigzku z tym, ze jeziora antarktyczne maja
dlugie cykle dnia i nocy, niszczenie phycodnawiruséw
spowodowane atakiem wirofagdéw moze mie¢ istotny
wplyw na utrzymanie stabilno$ci mikrobiologiczne;.
Sekwencje genomu OLV stwierdzono rowniez w prob-
kach wody pobranych z pobliskiego jeziora Ace (9, 17,
18). Analizy metagenomowe sugerujg, ze OLV moze
wystepowaé¢ w srodowiskach wodnych na réznych
obszarach naszej planety (18). Obecnie znanych jest
okoto 20 wirusow, ktore zakazaja morskie rosliny
1 zwiekszaja ich $miertelnos¢ o 70%. Do tych wiru-
soOw naleza duze phycodnavirusy (19). Przy pomocy
technik biologii molekularnej, w tym reakcji PCR oraz
sekwencjonowania DNA, wykryto homologi Sputnika
obecne w OLV zawarte w regionach V20 kodujacych
MCP biatka chemotaktycznego monocytu, V3 kodu-
jacych ATPaz¢ DNA, V13 kodujacych domniemang
polimeraze DNA oraz homologi gend6w o nieznanej
funkcji w regionach V9, V18, V211V32 (19). Ponadto,
w genomie OLV wykryto region OLV12 pochodzacy
od wirusa zakazajacego Chlorella, co oznacza, Ze



musiala nastgpi¢ wymiana materialu genetycznego
migedzy OLV a dsDNA phycodnavirusem. Podobne
obserwacje zostaly wykonane dla Sputnika, ktory
zawiera cztery geny wspolne z mawirusem (V6, V7,
V12,V13) (19). Poré6wnujac genom OLV z genomem
OLPV (Organic Helper Phycodnaviruses) wykazano,
ze 7408 pz OLV, kodujacych 6 biatek (OLV17-22)
jest podobnych w 32-65% do sekwencji w regionach
OLPV-1 1 OLPV-2 obecnych u phycodnawirusa ata-
kujacego algi morskie. Badania te umozliwily zro-
zumienie roli niektorych regionow. Regiony OLV20
1 OLV13 koduja trojniciowa strukture kolagenu (19).
OLV22 koduje mate biatko (152AA) o nieznanej
funkcji, jednak o wysokim podobienstwie do APMV
(Acanthamoeba polyphaga mimivirus). Niektore geny
znajdujace si¢ w regionach OLV19 1 OLV20 kodujace
biatka, takie jak kolagen, prawdopodobnie utatwiaja
interakcje pomigdzy wirofagiem a atakowanym przez
nie wirusem (19). Opisano, ze region OLV12 jest
unikalny dla OLV, poniewaz sktada si¢ z C-konca
1 posiada konserwatywng domeng¢ hipotetycznych
biatek nalezacych do Chlorella wiruso6w oraz domeng
N-koncowa najbardziej zblizong do 3. klasy lipaz, ktore
moga odpowiadac¢ za selektywnos¢ OLV w stosunku do
PVs (Protein Variability Server) i homologi NCLDV
zaangazowane w replikacji DNA (19). Domena helikaz
OLV25 jest podobna do biatka obecnego u zielonej algi
morskiej Ostreococcus lucimarinus, sugerujac zwiazek
OLV ze swoim gospodarzem. Geny charakterystyczne
dla OLV wskazuja na umiejetnos¢ dostosowania si¢ do
systemu replikacyjnego OLPV (19). Wirus OLV przede
wszystkim posiada N6 adenospecyficzng metylotrans-
feraze¢ DNA, podobnie jak OLPV. W OLPV-1 geny
bakteryjne restrykcyjnego systemu modyfikacji znaj-
duja si¢ w sasiedztwie genu kodujacego metylaze-S
typu I rozpoznajaca bialko domeny 1 helikazeg DNA
odlegle zwigzang z III typem podjednostki endonu-
kleazy restrykyjnej (19). Prototyp Chlorella wirusa
PBCV-1 ma zdolnos¢ ograniczania aktywnosci endo-
nukleaz dostajacych si¢ do wirionu i degradujacego
DNA gospodarza wkrotce po zakazeniu. Wskazuje
to, ze N6 adenospecyficzna metylotransferaza DNA
obecna w OLV, zmniejsza atak endonukleolityczny za
posrednictwem OLPV na komérki gospodarza (19).
W celu dokonania oceny, w jaki sposob OLV wptywa
na aktywnos$¢ OLPV oraz dynamik¢ wzrostu i rozwoju
populacji gospodarza, wykonano stymulacj¢ Lotka-
Volterra, w ktorej zalozono, ze OLV jest drapieZnikiem
atakujagcym OLPV. DoSwiadczenie to wykazato, ze
zmniejszyta si¢ liczba OPLV w komorkach populacji
algi morskiej. Model pokazuje, ze wirofag zmniejsza
0g6lng $miertelno$¢ glondéw, na ktérych bytuje oraz
zwieksza ich czestotliwos¢ zakwitu w okresach letnich
(12,13, 19).

Podsumowanie

Odkrycie nowych wirofagéw (mawirus i OLV)
rzuca nowe $wiatlo na fascynujacy cykl replikacyjny
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1 ewolucyjne powigzania tych nowych elementow bio-
loglcznych (5, 6). W $wietle opisanych endogennych
wirusow (np. MLV lub HERV), odkrycie mawirusa
1 OLV ujawnia dalsze aspekty skomplikowanych inter-
akcji genetycznych pomiedzy wirusami i ,,zyciem” na
poziomie komdrkowym (5, 6). Wyniki tych badan sg
niezwykle obiecujace, jako ze wirofagi sg powszechne
w srodowisku 1 by¢ moze uda si¢ je wykorzystac takze
dla dobra ssakéw, w tym czlowieka, bo ich ,,bojcze”
dziatanie wobec chorobotworczych wiruséw moze
okazac¢ si¢ bardzo pozyteczne, np. w leczeniu chorob
wywotywanych przez wirusy u ludzi.
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