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estiwirusy stanowig mata, ale bardzo wazng z epizootycznego i ekonomi-
Pcznego punktu widzenia, grupe w skiad ktorej wchodzg wirusy: pomoru

klasycznego $win (HCV), wirusowej biegunki i choroby bton $luzowych bydta
(BVDV) oraz choroby granicznej owiec (BDV). Na podstawie badan strategii
replikacji i organizacji genomu rodzaj Pestivirus przeniesiono niedawno z ro-
dziny Togavindae do rodziny Flaviviridae (1).

Ostatnie lata przyniosty znaczny postep w badaniach nad wspomniang
grupa wiruséw. Przetlomem stato sie opublikowanie kompletnych sekwencji
nukleotydowych cDNA szczepdéw NADL (2) i Osloss (3) — BVDV oraz Alfort
(4) i Brescia (5) — HCV. Wykazano (6), ze materiatem genetycznym pestiwi-
rusow jest jednoniciowy, pozytywnie spolaryzowany RNA polyA(-) o wielkosci
od 12,280 zasad (z) (Brescia) do 12,573 z (NADL). Inicjacja replikacji wymie-
nionej grupy wiruséw zapoczgtkowana jest translacjg macierzystego RNA
i produkcjg wirusowej polimerazy niezbednej do transkrypcji genomowego
(+)RNA i powstania nici niekodujacej (-), a nastepnie potomnych nici kodu-
jacych (+) (7). Te ostatnie stuzg jako matryca do translacji w obrebie poje-
dynczej, duzej ramki odczytu {open reading frame — ORF). W przypadku
HCV, podobnie jak u BVDV i BDV, nie wykryto subgenomowego RNA w za-
kazonych komdérkach. Ramka odczytu ograniczona jest na korcu 5' regionem
niekodujacinn o dtugosci 360-385 nukleotyddw, a na koncu 3' regionem nie-
kodujacym o dtugosci 186-229 nukleotydéw. Dane odnos$nie do réznic w dtu-
gosci regionéw niekodujacych, prezentowaine przez poszczegdlnych autoréw
(2, 3, 4, 5), wskazuja, ze prawdopodobnie nie wszystkie dostepne biblioteki
cDNA zawierajg precyzyjne sekwencje koncow 5' i 3'. Jednoznaczne ustalenie
terminalnych sekwencji genomu pestiwiruséw wymagac bedzie prawdopodob-
nie bezposredniego sekwencjonowania wirusowego RNA. Poréwnanie opubli-
kowanych sekwencji nukleotydowych wykazato 88% homologii pomiedzy
szczepami HCV — Alfort i Brescia, 74% pomiedzy szczepami BVDV —
NADL i Osloss, oraz 66% pomiedzy szczepami NADL i Alfort (4,8). Na poziomie
aminokwasowbrm homologia wynosi 86% dla szczepoéw BVDV, 93% dla szcze-
péw HCV, za$ miedzy szczepami BVDV i HCV wykazano 70% homologii
(4, 5, 8). ORF obejmuje obszar genomu kodujacy 3898 aminokwaséw u szcze-
péw HCV i 3988 aminokwasow u szczepu NADL (4, 5, 8). Obecnos¢ poje-
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dynczej ramki odczytu sugeruje, ze podczas translacji powstaje jedna poli-
proteina spetniajgca role prekursora wirusowych biatek. Ich liczba, masa cza-
steczkowa i nazewnictwo nie zostaly jednoznacznie ustalone. Aktualnie przyj-
muje sie schemat genomu oraz regiony kodowania biatek wedtug modelu
zaproponowanego przez Colleta i wsp. (8, 9, 10). Model ten, opracowany dla
szczepu NADL, najprawdopodobniej mozna odnies¢ do wszystkich pestiwiru-
sow. Wspomniani autorzy wykorzystali w swej pracy biatka uzyskane na dro-
dze ekspresji w systemie E. coli oraz syntetyczne peptydy reprezentujace spe-
cyficzne sekwencje ramki odczytu pestiwiruséw jako immunogeny do produ-
kcji wysoce specyficznych surowic. Byly one wykorzystane w radioimmuno-
precypitacji do identyfikacji biatek wirusowych i lokalizacji miejsca ich kodo-
wania w genomie (9, 10).

Biatka strukturatne pestiwiruséw sa kodowane poczawszy od 5 konca
genomu. Pierwsze z nich, p20 posiada aktj*wno$¢ proteolityczng i mase cza-
steczkowg od 19 do 23 kDa, zaleznie od systemu uzytego do elektroforezy
(11.12). Thiel i wsp. (11) przedstawili dane Swiadczgce, ze p20 nie wchodzi
w sktad nukleokapsydu. Dopiero nastepne w kolejnosci kodowane przez ORF
biedko, pl4 jest skiadnikiem nukleokapsydu. Za biatkiem pl4 ORF koduje
trzy glikoproteiny gp48, gp25 i gp53. Ich powstanie jest wynikiem szeregu
etapow dojrzewania, w ktorych wystepujg przejsciowe formy prekursorowe
glikoprotein: gpl40, obejmujace réwniez nieglikozylowane biatko pl4, gpll6,
gp75 i gtdwny prekursor gp62 (10). Dojrzate glikoproteiny sg stabilne i wy-
stepuja jako kompleks bialek potaczonych wigzaniami dwusiarczkowymi
(11.13). Wchodza one w skiad otoczki pestiwiruséw i jako takie warunkuja
ich tropizm komorkowy i adsorpcje na powierzchni komorki gospodarza oraz
indukcje odpowiedzi immunologicznej ze strony zakazonego organizmu.

Collet i wsp. (8) oraz Wensvoort i wsp. (14) uzyskali przeciwciata mono-
klonalne zdolne do neutralizacji wirusow BVD i HC, wigzace sie z epitopami
na czasteczce gp53. Immunizacja $win i myszy rekombinowanym wirusem
krowianki z insertem regionu kodujgcego biatka strukturalne HCV induko-
wata wystgpienie petnej odpornosci na zakazenie kontrolne wirusem HC. Im-
munizacja zwierzat rekombinantem, w ktérym brakowato wiekszej czesci genu
gp55 (gp53) rowniez doprowadzita do wystgpienia odpornosci, nie powstaty
jednak przeciwciata neutralizujgce (15).

Glikoproteina gp25 prawdopodobnie jest biatkiem transmembranowym
stanowigcym miejsce wigzania dla gp53 (13). Rola jakg odgrywa glikoproteina
gp48 pozostaje niejasna.

Fragment ORF, w kierunku 3' od regionu kodujgcego biatka strukturalne,
koduje niestrukturalne biatko pl25. W izolatach niecytopatycznych (nep)
BVDV, pl25 jest jedynym produktem ekspresji tego regionu, podczas gdy
w izolatach cytopatycznych (cp), obok tego biatka, powstajg dwa inne produk-
ty: p54 i p80, obejmujgce sekwencje pl25. Ekspresja biatka p80 uwazana
jest za marker cytopatycznych szczepéw BVDV (16). Wykazano jednak, ze
superinfekcja komorek zkazonych pestiwirusami nep, prly uzyciu wirusa cp,
nie daje efektu cytopatycznego, chociaz p80 jest produkowane (17). Rezultat
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ten sugeruje, ze p80 moze by¢ niezbedne, ale jednoczes$nie niewystcirczajgce
do wystgpienia efektu cytopatycznego. Badania poréwnawcze sekwencji nu-
kleotydowych doprowadzity do wykrycia w regionie pl25, powstatych w wy-
niku naturalnej rekombinacji RNA, maitych insertéw w genomach cytopaty-
cznych szczepow BVDV. W genomie szczepu Ostoss jest nim 288 nukieoty-
dowy fragment kodujacy element podobny do ubikwityny, za$ w genomie
szczepu NADL, insertem jest fragment 270 nukleotydowy, homologiczny do
komoérkowego, rézny od ubikwityny (18, 19). Qi i wsp. (20) przy uzyciu PCR
i sekwencjonowania regionu kodujgcego pl25 stwierdzili obecnos¢ insertu
genu ubikwityny i duplikacje fragmentu kodujacego p80 w tym regionie
u szczepu cp. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w jednym z badanych cp szczepdw
BVD nie stwierdzono ani insertéw, ani duplikacji. Wskazuje to, ze ich wy-
stepowanie nie jest jeddmym mechanizmem warunkujgcym cytopatogennos$¢
szczepOw BVDV. Meyers i wsp. (21), analizujgc dwa terenowe cp szczepy
BVDV, stwierdzili oprocz duplikacji p80, istnienie duplikacji p20 oraz obec-
nos$¢ specyficznego biatka p28, powstatego w wyniku fuzji p20 oraz czesci
innego biatka wirusowego plO. Biatko p80 posiada motywy aminokwasowe
charakterystyczne dla proteaz typu seiynowego i helikaz RNA (22, 23, 24).
Wiskerchen i Collet (25) wykazali eksperymentalnie, ze p80 jest serynowag
proteaza, ktérej akt}rwno$¢ jest niezbedna w dojrzewaniu poliproteiny. P80
jest tez najbardziej konserwatywnym biatkiem pestiwiruséw dominujgcym
w reakcjach immunologicznych. Wszystkie zwierzeta zakazone tymi wirusami
posiadajg przeciwciata anty p80. Nie ma jednak zadnych danych wykazujg-
cych, ze przeciwciala te sg zdolne do neutralizacji wirusa.

Tak jak wspomniano dmgim produktem pochodzacym z regionu pl25 jest
biatko p54. Jest ono jednym z najmniej konserwatywnych biatek pestiwimsow
(26). Posiada silnie hydrofobowy koniec aminowy i zawiera konserwatywny
motyw receptora zinc-Jinger (27). Wysuwa sie hipoteze, ze p54 stuzy jako
biatko wigzace kompleksy replikacyjne wimsa z btonami komérkowymi (26).

W komérkach zakazonych ncp szczepami BVDV, biatko pl25 spetnia role
podobng jak biatka p54 i p80 w komérkach zakazonych szczepami cp.

Za regionem kodujgcym p 125 jest zlokalizowany region kodujacy nietrwate
biatko p42, ktére rozpada sie na stabilny peptyd plO i na nie zidentyfikowny
dotychczas produkt biatkowy o masie 32 kD (10). Funkcjonalna rola plO nie
jest jasna, natomiast biatko 32 kD moze by¢ kofaktorem biatka p80 (25).

3'-konicowy region ORF koduje kolejne niestrukturalne biatko pl33, ktore
dojrzewajac rozpada sie na stabilne biatko p58 i nietrwate p75 (10). Obecno$é
pewnych charakterystycznych motywow sekwencyjnych moze wskazywac, ze
biatko p75 jest RNA-zalezng RNA polimerazg (9). Przypuszcza sie, ze p58
rowniez odgrywa role w replikacji RNA pestiwiruséw. By¢ moze prekursor
pl33, z jego skladowg p58, reprezentuje alternatywng forme wirusowej re-
plikazy. Dwie rézne replikazy moga by¢ wymagane do syntezy kodujacej i nie
kodujacej nici pestiwirusowego RNA (26).Tak jak juz wspomniano genom pe-
stiwiruséw posiada pojedynczg, duzg ramke odczytu. Sugeruje to, ze ekspre-
sja jego gendw polega na syntezie biatka prekursorowego oraz jego proteoli-
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tycznych przeksztatceniach podczas translacji i po jej zakonczeniu. Poglad
ten zostat potwierdzony przez eksperymenty typu pulse chase (10, 28). Ba-
dania Colleta i wsp. (10) wykazaty istnienie na potiproteinie minimum 10
miejsc, ktérych trawienie jest wymagane do powstania dojrzatych biatek wi-
rusa: doktadne aminokwasowe pozycje miejsc trawienia nie zostaty dotychczas
precyzyjnie ustalone.

Pestiwirusy zaliczono do rodziny Fkwiviridae na podstawie motekulamych
cech kwasu nukleinowego oraz organizacji i charakteru kodowanego biatka.
Ostatnio na tej samej podstawie stwierdzono podobieristwo wirusa zapalenia
watroby C [Human Hepatis C Virus — HUHCV) do wiruséw wchodzacych
w sktad wspomnianej rodziny (26, 27, 28, 29). Uzasadnia to celowos$¢ po-
réwnania wybranych danych na temat organizacji biatek pestiwiruséw, fla-
wiwirusow oraz HUHCV.

Wszystkie wspomniane drobnoustroje (pestiwirusy, flawiwirusy, HUHCV)
posiadajg biatka strukturalne kodowane na koncu 5' ich ORF. W skiad pro-
tein strukturalnych flawiwlruséw wchodza: biatko C nukleokapsydu, prekur-
sorowe i dojrzate biedka btony wirionu prM i M oraz biatko E otoczki (32).
U pestiwirusow nie znaleziono biatka, ktére odpowiadatoby biatku prM fla-
wiwiruséw. Ramka odczytu HUHCV rozpoczyna sie regionem kodowania biat-
ka nukleokapsydu C/p22. Podobnie jak u pestiwiruséw nie znaleziono
u HUHCV regionu kodowania biatka odpowiadajacego prM flawiwlruséw. Bez-
posrednio za biatkiem C/p22 zlokalizowane sg regiony kodowania glikoprotein
wchodzacych w sktad otoczki wirionu (gp33/El i gp70/E2).

U wszystkich omawianych grup wiruséw bezposrednio za regionem kodu-
jacym biatka strukturalne wystepuje region kodujacy biatka niestrukturalne.
Niestrukturalne biatko NSI flawiwlruséw odpowiada gtikoproteinie otoczki pe-
stiwirusow gp53 i gltikoproteinie E2 HUHCV. Biatka NS2A i 2B flawiwiruséw
odpowiadaja biatkom p54 pestiwirusow i NS2 HUHCV. Biatka NS3 flawiwi-
ruséw, p80 pestiwiruséw i NS3 HUHCV sg polipeptydami podobnymi: wszy-
stkie one posiadaja motywy sekwencyjne charakterystyczne dla proteinaz typu
serynowego i helikaz RNA. Biatka NS4A i 4B flawiwiruséw odpowiadajg plO
i nieznanemu potipeptydowi 32kD pestiwiruséw oraz NS4 HuHCV. Ostatnim
biatkiem niestrukturalnym kodowanym przez ORF flawiwirusow jest NS5. Po-
dobnie jak pl33 (p58 i p75) pestiwirusow oraz NS5 HUHCV na podstawie
posiadania charakterystycznych motywow sekwencyjnych biatko to jest uwa-
zane za RNA-zalezng RNA polimeraze. Nie zdotano jednak wykazac jej aktyw-
nosci in vitro (26).

Tak jak wskazuje przedstawiony aktualny stan wiedzy z zakresu biologii
molekularnej pestiwiruséw, mimo intensywnych badan nadal brakuje szeregu
danych pozwalajgcych na petne zrozumienie zjawisk zachodzacych w procesie
infekcji tymi drobnoustrojami. Mozna sadzi¢, ze prowadzone w wielu zncinych
o$rodkach naukowych badania nad struktura, replikacjg i ekspresjg genéw
poszczegblnych biatek pestiwirusowych pozwolg w niedalekiej przysztosci na
poszerzenie wiedzy, a tym samjrm na opracowanie doskonalszych metod diag-
nostyki i profilaktyki zakazen pestiwirusami.
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Molecular biology of the genus Pestivirus

Summary

Molecular characteristics of the genome of the genus Pestivirus are presented. Differences
in the genome organization between various viruses are described. The mechanism of the regula-
tion of the RNA transcription and the translation processes are shown. The function of the
structural and unstructural proteins produced by the viruses are also discussed in this review.
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