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1. История вирусологии и краткий очерк ее становления как науки.

В переводе с латинского virus означает яд, logos – наука. Вирусами основатель микробиологии Луи Пастер называл всех известных ему микробов. В вирусологию этот термин ввел Мартин Бейеринк. 

Наиболее ранние упоминания о вирусных болезнях людей и животных встречаются в дошедших до нас папирусах, сказаниях и мифах древних народов, а также в трудах великих целителей-мыслителей Гиппократа (460-377 гг. до н. э.), Галена (131-211 гг. н. э.), Авиценны (980-1037 гг. н. э.). В них, в частности, содержатся сведения о том, что эпизоотии бешенства у волков, шакалов и собак за 2-3 тыс. лет до н. э. египтяне связывали с появлением 19-20 июня перед восходом Солнца яркой звезды Сириус, которую изображали в виде Бога-человека с песьей головой. В то же время в Египте люди знали и о полиомиелите, свидетельством чего является рельефное изображение в храме богини плодородия Изиды недалеко от Фив египетского жреца с «сухой ногой и конской стопой», т. е. с атрофированной и укороченной конечностью, опирающейся на пальцы. 

О третьем вирусном заболевании – натуральной оспе – было известно в Китае за тысячу лет до нашей эры. Только в XVIII в. от нее умерло около 60 млн человек.

Давнюю историю имеет также желтая лихорадка («желтый Джек», «желтая смерть»), на протяжении столетий косившая белых первопроходцев в тропической Африке и моряков. Отсюда, очевидно, и мифы о «летучих голландцах» и других неприкаянных кораблях. 

Первые описания вирусных болезней у растений относятся к живописной пестролепестности тюльпанов, которые вот уже около 500 лет выращивают голландские цветоводы, экспортируя их во все страны.

1.1. Этапы развития вирусологии.

В истории развития вирусологии можно выделить два примерно одинаковых по продолжительности периода. Первый начался с исследований Д. И. Ивановского и завершился установлением вирусной этиологии издавна известных заболеваний человека, животных, растений, открытием бактериофагов и распространением их в природе. При этом материалами исследований являлись органы и ткани, их фильтраты, секреты и экскреты животных и людей, пищевые и кормовые экстракты, вода и прочие факторы передачи вирусных инфекций.

Дмитрий Иосифович Ивановский (1864-1920).

Впервые существование вируса (нового типа возбудителя болезней) доказал в 1892 году русский ученый Д.И. Ивановский. Своими исследованиями он заложил основы ряда научных направлений вирусологии: изучение природы вирусов, цитопатология вирусных инфекций, фильтрующихся форм микроорганизмов, хронического и латентного вирусоносительства. Один из выдающихся советских фитовирусологов В.Л.Рыжков писал: «Заслуги Ивановского не только в том, что он открыл совершенно новый вид заболевания, но и что он дал методы их изучения, явился основателем патологоанатомического метода изучения болезней растений и патологической цитологии вирусных заболеваний». Всемирно известный американский ученый лауреат Нобелевской премии У.Стэнли дал высокую оценку исследованиям Ивановского: «Право Ивановского на славу растет с годами. Я считаю, что его отношении к вирусам должно рассматриваться в том же свете, как мы смотрим на отношении Пастера и Коха к бактериям».

В работе «О двух болезнях табака», датированной 1892 годом, Д. И. Ивановский приходит к выводу, что мозаичная болезнь табака вызывается бактериями, проходящими через фильтр Шамберлана, которые, однако, не способны расти на искусственных субстратах (рис.1). Впервые представлены данные о возбудителе табачной мозайки, которые длительное время являлись критериями для отнесения возбудителей болезней к «вирусам»: фильтруемость через «бактериальные» фильтры, неспособность расти на искусственных средах, воспроизведения картины заболевания фильтратом, освобожденным от бактерий и грибов. Возбудитель мозаичной болезни называется Д. И. Ивановским то фильтрующимися бактериями, то микроорганизмами, и это понятно, так как сформулировать сразу существование особого мира вирусов было весьма трудно. M.В.Бейеринк, которому многие зарубежные ученые приписывали честь открывателя вирусов, признал в 1889 году приоритет Д.И. Ивановского. 

Д.И. Ивановский не сомневался в важности своего открытия принципиально нового класса явлений. Подчеркивая, что возбудитель мозаичной болезни табака не мог быть обнаружен в тканях больных растений с помощью микроскопа и не культивировался на искусственных питательных средах, Д.И. Ивановский писал, что его предположения о живой и организованной природе «возбудителя» cформировано в целую теорию особого рода инфекционных заболеваний представителями которых, помимо табачной мозаики, является ящур. Использовав тот же метод фильтрации, которым Ивановский открыл в 1892 году возбудителя табачной мозаики, в 1898 году Ф.Лефлер и П.Фрош установили фильтрируемость возбудителями болезни животных - ящура. Помимо капитальных выводов, утверждающих существование нового, неизвестного ранее класса микроорганизмов, дающих критерии и методы для их определения, т.е. закладывающих основы научной дисциплины, получившей название вирусологии, в диссертации Ивановского содержатся и другие важные данные: описывается цитопатитическое действие возбудителя табачной мозаики; в этой же главе и приложенных микрофотографиях дана характеристика кристаллов, которые в 1935 году были идентифицированы как кристаллы вируса табачной мозаики. Здесь же имеется описание внутриклеточных включений, положившее начало учению о включениях при вирусных инфекциях, которые и в настоящее время сохранило свое значение для диагностики вирусных заболеваний.
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Рис.1. Опыт Ивановского: а - табачная мозаика (ТМ); б – сок листьев, зараженных вирусом ТМ; в - фильтр Шамберлана; г - вирус табачной мозаики.

Успех решения поставленных задач в разные годы начального периода, естественно, определялся экспериментальными моделями. Так, вначале вирусологические исследования проводились на белых мышах, крысах, кроликах и хомяках. Вскоре, однако, начались поиски других, более восприимчивых к вирусам лабораторных животных и работы по выведению специальных линий, устойчивых к бактериям и высокочувствительных к вирусам, подобных свисским мышам, полученным в Рокфеллеровском институте. 

В 1935 году У.Стэнли из сока табака, пораженного мозаичной болезнью, выделил в кристаллическом виде ВТМ (вирус табачной мозаики). За это в 1946 году ему была вручена Нобелевская премия.

Переломными в бурном развитии вирусологии явились 1940 год, когда Э. Гудпасчур предложил для выделения из материалов вирусов использовать куриные эмбрионы, и особенно 1949 год, в котором Дж. Эндерс, Ф. Роббинс, Т. Уэллер завершили исследование по созданию однослойных культур клеток, за что 5 лет спустя были удостоены Нобелевской премии.

Второй, более высокий по уровню период развития вирусологии стал возможным, после того, как М. Борисе и Н. Руск сконструировали электронный микроскоп, усовершенствование которого позволило в 50-60 гг. детально изучить тонкую структуру вирусов, процессы их репликации и сборки вирусных частиц в клетках.

В 1958 году Р.Франклин и К.Холм, исследуя строение ВТМ, открыли, что ВТМ является полым цилиндрическим образованием.

В 1960 году Гордон и Смит установили, что некоторые растения заражаются свободной нуклеиновой кислотой ВТМ, а не целой частицей нуклеотида. В этом же году крупный советский ученый Л.А.Зильбер сформулировал основные положения вирусогенетической теории.

В 1962 году американские ученые А.Зигель, М.Цейтлин и О.И.Зегал экспериментально получили вариант ВТМ, не обладающий белковой оболочкой, выяснили, что у дефектных ВТМ частиц белки располагаются беспорядочно, и нуклеиновая кислота ведет себя, как полноценный вирус.

В 1968 году Р.Шепард обнаружил ДНК-содержащий вирус.

Завершился второй период величайшим открытием, которое сделали в 1970 г. лауреаты Нобелевской премии X. М. Темин и Д. Балтимор, выделив из ретровирусов обратную транскриптазу, что положило начало становлению генной инженерии, получению биологически активных веществ и новых рас растений, рекомбинантных вакцин будущего для профилактической медицины и пр.

Начало новому, третьему этапу в вирусологии положили исследования Т. О. Дайнера, открывшего в 1972 г. вироиды, представляющие собой «голые» суперспирализованные кольцевые молекулы РНК, вызывающие заболевания у растений, С. Прузинера, с именем которого связано открытие в 1982 г. прионов (англ, proteinaceus infections particle), индуцирующих медленные вирусные инфекции человека и животных.

1.2. Хронология открытий вирусов.

Фильтруя через бактериологические свечи патологический материал, взятый от больных людей и животных, в котором с помощью светового микроскопа не удавалось обнаружить каких-либо патогенных бактерий и грибов, микробиологи и врачи в считанные годы установила вирусную этиологию многих антропонозных и зоонозных болезней. Так, уже в 1898 г. Ф. Леффлер и П. Фрош доказали, что ящур коров, как и мозаичная болезнь табака, вызывается фильтрующимся вирусом. Это первое открытие вирусной природы широко распространенной и очень опасной зоонозной болезни парнокопытных позволило признать, что описанные в 1892-1906 гг. автономные элементарные тельца Э. Пашена и цитоплазматические включения Г. Гуарниери в эпителиальных клетках содержимого везикул и пустул (пузырьков) при натуральной оспе человека тоже вирусы – вне- и внутриклеточно располагающиеся, обособленные и сгруппированные в колонии. Такие же включения-колонии вирусов обнаружили в 1898-1903 гг. В. Бабеш и А. Негри в цитоплазме нейронов мозга погибших от бешенства животных. 

Серия открытий новых вирусов пришлась на первое десятилетие XX в. Началась она с исследований У. Рида, установившего в 1901 г. вирусную природу тропической желтой лихорадки. Семь лет спустя было доказано, что вирусными болезнями являются также полиомиелит (К. Ландштейнер и Э. Поппер), денге (П. Ашбери и Ч. Крейч) и лейкоз кур (В. Эллерман и О. Банг), который в то время считали простым «системным разрастанием кроветворной ткани». Через 3 года в 1911 г. Фрэнсис Роус (Раус), использовав все тот же метод фильтрации вытяжки тканей саркомы кур, привел неопровержимые доказательства наличия в ней онкогенного ультравируса, способного вызывать аналогичную опухоль у здоровых птиц. К сожалению, это великое открытие было отмечено Нобелевской премией только спустя 55 лет. Меньше, но тоже немало времени понадобилось X. Арагану и Э Пашену (1911-1917), чтобы, наконец, была признана вирусная природа ветряной оспы, при которой в кожных высыпаниях закономерно выявляются элементарные тельца Арагана. Одновременно с ними Т. Андерсон и Дж. Гольдберг (1911) установили вирусную этиологию кори. Революционное открытие в 1917 г. сделал канадский ученый Ф. д’Эрелль, обнаружив фильтрующийся ультравирус, лизирующий дизентерийные бактерии, который он  назвал  бактериофагом  («пожирателем  бактерий»). Стало очевидным, что среди вирусов имеются не только вредоносные, но и полезные для человека и животных вирусы-фаги. 

Вторая волна продолжающихся открытий вирусов антропо-нозных болезней приходится на голодный для России 1933 г., когда У. Смит, К. Эндрюс и П. Лейдлоу установили, что грипп не инфлюэнца и вызывается не Bacterium influenzae, а ортомик-совирусом, т. е. настоящим вирусом. К началу Второй мировой войны к вирусным болезням были причислены эпидемический паротит (К. Джонсон и Э. Гудпасчур, 1934), японский летне-осенний комариный энцефалит (М. Хаяши и А. С. Смородинцев, 1934-1938), дальневосточный клещевой весенне-летний энцефалит (Л. А. Зильбер, М. П. Чумаков, В. Д. Соловьев и др., 1937), краснуха (Дж. Хиро, С. Тасака, 1938). Предположение о вирусной этиологии гепатитов высказали в 1937 г. Г. Финдли и Ф. Мак-Каллум, подтвердили его в экспериментах на обезьянах и людях-добровольцах в 1943-1944 гг. Д. Камерон, Ф. Мак-Каллум и В. Хавенс. 

Богатыми на открытие вирусов оказались 50-60-е гг. XX в., когда, наконец, для выделения вирусов начали широко использоваться однослойные культуры клеток. Так, в 1953 г. У. Роу с сотрудниками получил в чистой культуре аденовирусы, в 1956 г., Г.   Далдорф   и   Г.   Сиклс  –  коксакивирусы,   Дж.   Эндерс   и Дж. Мельник – экховирусы, Р. Чанок –вирусы парагриппа, Дж. Моррис – респираторно-синцитиальный вирус, а С. Стюарт и Б. Эдди в 1957 г. – вирус полиомы, вызывающий множественные опухоли у мышей. 

В 70-80 гг. к этому списку важнейших дат открытий вирусов С. Бакли и Дж. Казалс (1969) добавили вирус Ласса, – один из самых опасных возбудителей геморрагических лихорадок в Африке, а Д. Дейна (1970), С. Файнстоу (1974) – повсеместно распространенные вирусы гепатитов В и А.

Поиски вирусной природы болезней человека и животных завершились выделением онкорнавирусов, вызывающих опухоли, и вирусов иммунодефицитов, в частности вируса иммунодефицита человека (Л. Монтанье, 1983; Р. Галло, 1984).

2. Типы организации вирионов.

Выделив в 1935 г. вирус табачной мозаики в кристаллической форме, У. Стенли принял его за «саморазмножающийся белок». Год спустя английские биохимики Ф. Бодуен и Н. Пири доказали, что состоит вирус из 95% белка и 5% нуклеиновой кислоты, т. е. является нуклеопротеидом. Спустя два десятилетия в кристаллическом виде были получены многие другие вирусы, нуклеопротеиды которых содержали от 60 до 95% белка и от 5 до 40% нуклеиновой кислоты.

Оказалось, что для нуклеопротеидных вирусных молекул характерны две формы существования: внеклеточная, корпускулярная, покоящаяся, и внутриклеточная, репродуцирующаяся, вегетативная.

Внеклеточные вирусы представляют собой корпускулы-частицы сферической, кубической, нитевидной формы, которые называют элементарными тельцами, вирусными частицами, а чаще вирионами (рис.2). Размеры вирионов колеблются от 15-30 до 200-500 нм.

Структурная организация вирионов очень проста. Они не имеют обычной для клеток цитоплазмы и ядра, митохондрий и рибосом, других органелл, а у многих вирионов отсутствуют даже ферменты. При этом в корпускулярной форме вирусы обладают
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Рис.2. Формы вирионов: а – сферическая; б – полигональная; в – нитевидная.

скрытой инфекциозностью. Патогенность проявляется только у вирионных нуклеиновых кислот и лишь тогда, когда они проникают в клетку, где и представляют собой внутриклеточную, или репродуцирующуюся форму существования вирусов, тесно связанную с ее метаболизмом и генетическим аппаратом. 

Наиболее поразительная особенность вирусных частиц состоит в их однородности по форме и величине. В отличие от популяции растущих и делящихся клеток в популяции вирионов определенного типа нельзя обнаружить частиц различного размера. Они даже более однородны, чем покоящиеся споры бактерий. С помощью электронного микроскопа удалось показать, что эта однородность по форме и размерам сопряжена с подобной же однородностью организации белков, окружающих вирусную нуклеиновую кислоту. Несколько менее однородными являются внешние, содержащие липиды, оболочки, характерные для некоторых типов вирионов.

Основные компоненты всех вирионов – нуклеиновая кислота и белки не связаны друг с другом ковалентными связями. Форма вириона определяется его капсидом или белковой оболочкой, внутри которого заключена нуклеиновая кислота. Капсиды построены о из белковых субъединиц, собранных строго определенным образом, в соответствии с относительно простыми геометрическими принципами. Следовательно, вирионы двух разных вирусов, например, вируса полиомиелита и вируса желтой мозаики турнепса, могут быть построены точно по одному плану и быть практически неразличимы морфологически.

Капсид любого вируса построен из структурных субъединиц подобно тому, как кирпичное здание построено из одинаковых кирпичей. Эти структурные субъединицы представляют собой белковые молекулы, синтезирующиеся под контролем вируса; существование их впервые было обнаружено у вируса табачной мозаики. Общность этого принципа организации, постулированная Криком и Уотсоном на основе генетических и физико-химических исследований, в настоящее время полностью подтверждена.

Существуют два типа организации, при которой идентичные, асимметричные субъединицы соединяются друг с другом с образованием правильного капсида: спиральная сборка и формирование замкнутых белковых оболочек. Соответственно существуют лишь два типа капсидов-спиральные и изометрические (или квазисферические); капсиды всех вирусов относятся к одной из этих двух категорий.Не все структурные субъединицы обязательно должны быть идентичны. И в самом деле, большинство изометрических капсидов, по-видимому, построены более чем из одного типа белковых молекул, которые могут образовывать либо последовательные слои, либо регулярно чередоваться в одном каком-то слое.

Помимо уже описанных выше типов организации, для вирионов часто бывает характерна еще одна особенность, а именно наличие оболочки, внешней по отношению к капсиду, которая образуется вокруг него на заключительных стадиях формирования вирусной частицы. В этой оболочке может быть заключен либо спиральный, либо изометрический капсид.

2.1. Вирусы со спиральными капсидами.

Вирионы многих вирусов растений состоят из «голых» спиральных капсидов (внешняя оболочка отсутствует). Наиболее хорошо изученным среди вирусов является ВТМ, который можно использовать как модель для изучения вирусов со спиральными капсидами.

В электронном микроскопе вирионы ВТМ имеют форму палочек толщиной 150-170 Å. На микрофотографиях эти палочки часто несколько варьируют по длине, но инфекционностью обладают лишь те из них, длина которых составляет 3000 Å. Фрагменты палочек ВТМ при рассмотрении их в направлении оси вириона имеют форму шестиугольников, причем имеется центральная полость диаметром 40 Å. Этот центральный канал хорошо виден на электронных микрофотографиях, полученных методом негативного контраста.

С помощью рентгеноструктурного анализа влажных или высушенных гелей ВТМ было показано, что период вдоль оси равен 69 Å. Это свидетельствует о том, что белковые субъединицы расположены в виде спирали,   в   которой   на каждые 3 витка   приходится   49 субъединиц. Вирион содержит 2130 (±2%) идентичных белковых субъединиц, каждая из которых представляет собой белковую молекулу с молекулярным весом 17400. Белковые субъединицы как бы заострены снаружи и образуют желобок на поверхности частиц, хорошо различимый на микрофотографиях препаратов, полученных методом    негативного контраста. Существуют некоторые указания на то, что смежные субъединицы могут объединяться вместе, по крайней мере при каких-то аномальных внешних условиях. Вирион ВТМ содержит одноцепочечную РНК с молекулярным весом 2,06 • 106 дальтон.

Концентрированные   препараты   ВТМ   спонтанно   образуют пара-кристаллы, или жидкие кристаллы, в которых соседние вирусные частицы очень хорошо пригнаны друг к другу. Цепь  РНК у ВТМ уложена в спираль и находится в желобке, образованном белковыми субъединицами. При обработке вирионов ВТМ слабой щелочью происходит освобождение белкового компонента вируса в частично агрегированной форме, который носит название А-белка. Этот А-белок может вновь соединиться: с РНК этого вируса с образованием палочек, обладающих инфекционностью. Белок ВТМ может также реагировать с РНК других вирусов  или с синтетическими полинуклеотидами. Реагрегация А-белка с образованием палочек со спиральной симметрией может происходить даже в отсутствие РНК. Процесс реагрегации белка ВТМ четко иллюстрирует тот принцип, что сборка вирусных белковых субъединиц в спиральные капсиды представляет собой явление, подобное кристаллизации и отражающее свойства, присущие самим этим субъединицам.
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Схема строения   ВТМ.

Изображенный фрагмент из 6 витков соответствует 1/20 длины полного вириона. Спираль РНК проходит между витками спирали белковых субъединиц, шаг которой равен 23 Å;  диаметр спирали РНК составляет 80 Å. Центральная полость имеет диаметр 40 Å.

Капсиды ВТМ обладают относительно жесткой структурой, что служит указанием на то, что связи между субъединицами в последовательно расположенных витках спирали довольно прочны. 

Спиральные капсиды некоторых других вирусов растений, например Х-вируса картофеля, обладают менее жесткой структурой. Вирионы миксовирусов представляют собой структуру, состоящую из сложной внешней оболочки и содержащегося внутри нее гибкого спирального капсида. Вирионы некоторых вирусов животных содержат трубчатые структуры, часть из которых представляет собой спиральные капсиды, искусно свернутые и уложенные в виде кокона.

2.2. Изометрические (квазисферические) капсиды.

Многие вирусы имеют почти сферические капсиды, однако в электронном микроскопе видно, что на самом деле эти капсиды представляют собой не сферы, а правильные многогранники. Составляющие их единицы, видимые на микрофотографиях и называемые капсомерами, или морфологическими единицами, могут быть округлыми или призматическими по форме, сплошными или полыми и часто имеют хорошо выраженные отростки. У вирионов большинства вирусов капсомеры образуют дельтоэдры. т. е. Многогранники с равносторонними треугольными гранями. Специальный класс такого типа многогранников – так называемые икосадельтоэдры, включает многогранники, симметрия которых подобна симметрии икосаэдра, правильного многогранника с 12 вершинами, 20 гранями и 30 ребрами. Икосадельтоэдр имеет 20Г граней, где Т – триангуляционное число, равное Р/2 (f – любое целое число; Р=1, 3, 7, 19 ... = h2 + hk + k2 при h(k). Ниже приведены примеры вирусов.

Фаг (X174: Т=1; 12 капсомеров (каждый, вероятно, содержит 15 структурных единиц).

Вирус желтой мозаики турнепса: Т=3; 32 капсомера (20 гексамеров + 12 пентамеров); 180 структурных единиц.

Вирус герпеса: Т=16; 162 полых капсомера (150 гексамеров + 12 пентамеров); (960 структурных единиц).

Аденовирус, тип 5: Т = 25; 252 капсомера (240 гексамеров + 12 пентамеров); (1500 структурных единиц).

Исключительная правильность этих структур отражает принципы, на основе-которых формируются замкнутые белковые оболочки путем сборки идентичных или почти идентичных субъединиц. 
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Схема строения вируса желтой мозаики турнепса:

а – схематическое изображение наружной поверхности частицы. Капсид состоит из 180 субъединиц; группа из 3 субъединиц образует асимметричную кристаллографическую единицу. Морфологические единицы – пентоны и гексоны – возникают в результате объединения субъединиц в группы. б – срез частицы, на которой схематически показано положение одиночной нити РНК относительно белковых субъединиц.

На поверхности сферы можно симметрично уложить 60 идентичных субъединиц, но поскольку у всех до сих пор изученных вирусов обнаружено значительно большее число субъединиц, белковая оболочка должна иметь структуру икосаэдра. Если капсид строится из белковых субъединиц одинаковой величины в соответствии с этими правилами, то субъединицы образуют пяти- и шестичленные кольца, причем пятичленные кольца образуют вершины икосаэдра. В вирусных капсидах группы из 5 или 6 субъединиц часто объединяются в морфологические единицы – капсомеры, которые видны на электронных микрофотографиях вирионов. Такие пяти- и шестиугольные капсомеры, или пентоны и гексоны, различимы на очень хороших (наилучших) электронных микрофотографиях вирусов.

Линейные размеры квазисферических капсидов колеблются в пределах от 150 до 1300 Å. Сравнительно часто встречаются капсиды с размерами 250-300 Å. 

Данные о размерах и организации изометрических капсидов, полученные с помощью рентгеноструктурного анализа вирусных кристаллов, хорошо согласуются с данными, полученными с помощью электронной микроскопии. 

Большинство патогенных для человека вирусов имеет кубический тип симметрии.

Организация нуклеиновой кислоты у вирусов с изометрическими капсидами.

В результате исследования ориентированных фаговых волокон с помощью поляризованного света и рентгеновских лучей выявлен некоторый способ внутренней организации. Имеют ли РНК и одноцепочечная ДНК вид беспорядочно свернутых клубков или уложены как-то аккуратно, неизвестно, но по крайней мере в отношении вируса желтой мозаики турнепса на основе данных рентгеноструктурного анализа полагают, что РНК образует выпячивания, расположенные симметрично по отношению к капсомерам белковой оболочки.

2.3. Сложные капсиды.

Доказательства сложного строения капсидов были получены в морфологических и серологических исследованиях. Так, в вирионах аденовирусов, которые сначала казались построенными из капсомеров одного типа, были обнаружены особые капсомеры, расположенные у вершин икосаэдрических капсидов с отростками, обладающими иной антигенной специфичностью.

 Только самые мелкие фаговые частицы имеют форму икосаэдра, и их капсиды состоят из 12 капсомеров; у самых крупных фагов имеются отростки, или хвосты, которые служат органами прикрепления к клеткам бактерии-хозяина. Существует немного биологических объектов, которые были бы более удивительны, чем Т-четные фаги, вирионы которых содержат по крайней мере 15 или 20 белков, а возможно и больше, и обладают высокоорганизованной, изумительно сложной и правильной структурой. Белковая оболочка головки этих фагов соответствует деформированному икосаэдру. У фага Т4 иногда наблюдается образование частиц с двумя отростками вместо одного.

                                                                   [image: image5.png]


     

Схематическое изображение вириона фага Т4, его компонентов и механизма

проникновения стержня отростка сквозь оболочку бактериальной клетки:
а – вирион с вытянутыми нитями отростка. б – вирион с сократившимися чехлом отростка и зубцами базальной пластинки, соприкасающимися с оболочкой бактериальной клетки. 1 – воротничок; 2 – несократившийся чехол отростка, 24 витка; 3 – стержень с центральным каналом; 4 – базальная пластинка; 5 – сократившийся чехол,  12 витков; 6 – оболочка бактериальной клетки.

Воротничок и базальная пластинка Т-четных фагов характеризуются гексагональной симметрией, подобной симметрии головки. Изменение в одном из структурных белков белковой оболочки у некоторых мутантов фага Т4 приводит к образованию изометрического капсида, который может содержать неполную молекулу ДНК. Известно существование фагов с маленькими головками, которые не являются мутантами, а возникают в результате нарушения нормального процесса созревания.

Многие вирусы животных и некоторые вирусы растений имеют внешние оболочки, окружающие их капсиды. Природа и структура этих оболочек еще недостаточно изучены. Во многих случаях внешние оболочки содержат как вещества, специфичные для вирусов, так и вещества, которые по своим химическим и серологическим свойствам родственны некоторым компонентам мембраны клетки-хозяина. Внешние оболочки, содержащие фосфолипиды, легко разрушаются растворителями липидов. На электронных микрофотографиях срезов клеток, зараженных вирусами с такими липидсодержащими внешними оболочками, внутри клеток можно наблюдать капсиды, лежащие непосредственно у внутренней поверхности клеточной мембраны. Проходя через поверхность клетки, они как бы обволакиваются этой мембраной и возникают внешние оболочки, состоящие из одного или нескольких слоев. В случае вируса герпеса аналогичный процесс может иметь место при выходе их из ядра в цитоплазму.

Следует также отметить, что их образование может иметь и функциональное значение, ибо, сливаясь своей поверхностью с клеточной мембраной, они могут служить частью механизма, облегчающего проникновение вновь сформированного вируса в другие клетки. На электронных микрофотографиях наружные слои таких внешних оболочек часто обнаруживают структуру элементарной мембраны, характерную для цитоплазматических мембран, но вместе с тем имеют также наружные выступы, функция которых не ясна. Вирионы некоторых вирусов, для которых характерно наличие внешних оболочек, особенно миксовирусов, имеют разнообразный внешний облик, т. е. они полиморфны; форма их может быть при этом как сферической, так и удлиненной, нитевидной. Это может отражать неточность процесса формирования внешней оболочки у клеточной поверхности и, возможно, образование структур, содержащих только вещество оболочки и не содержащих внутреннего капсида, очерчивающего контур частиц.

2.4. Полиэдры и капсулы.

Некоторые вирусы насекомых вызывают образование интересных структур в инфицированных клетках. Один класс вирусов – вирусы гранулёза – имеют вирионы, состоящие из палочкообразных капсидов, окруженных внешней оболочкой. Чаще всего эти вирионы заключены в большие белковые гранулы, или капсулы, имеющие овальную форму и размеры около 500 ( 200 Å. Эти капсулы присутствуют в цитоплазме, но не наблюдаются в ядрах инфицированных клеток. Другая группа вирусов насекомых вызывает образование находящихся в ядре или в цитоплазме полиэдров, состоящих из белка. Внутри полиэдров и вне их обнаруживаются палочкообразные вирионы, подобные вирионам вируса гранулёза. 

2.5. Не полностью сформированные вирионы.

Неочищенные вирусные препараты, полученные из инфицированных клеток, наряду со зрелыми вирионами всегда содержат другие продукты вирусной активности. Упомянутые выше полиэдры вирусов насекомых как раз и являются примером таких продуктов. В большинстве других случаев, однако, вещества, связанные с вирусной активностью, морфологически или химически имеют прямое отношение к некоторым компонентам вириона. Например, в растениях, зараженных ВТМ, содержится так называемый Х-белок, неотличимый от А-белка, который можно выделить из зрелых вирионов. Подобно вирусу, этот Х-белок может образовывать палочкообразные частицы, длина которых варьирует и которые, как правило, короче полностью сформированных вирионов.

В клетках, инфицированных вирусами с изометрическими капсидами, наряду с полными вирионами часто встречаются пустые капсиды. Пустые белковые оболочки иногда могут быть кристаллизованы вместе с полными капсидами, но они легче и их можно отделить центрифугированием. В некоторых случаях эти полые капсиды не совсем пусты, а содержат уменьшенное количество нуклеиновой кислоты, а иногда и белок нуклеоида, возможно ассоциированный правильным образом с нуклеиновой кислотой.

Пустые капсиды могут представлять собой либо разрушенные вирионы, лишившиеся своей нуклеиновой кислоты, либо белковые оболочки, собранные без нуклеиновой кислоты. Последнее, вероятно, имеет место при образовании пустых капсидов в клетках, инфицированных ДНК-содержащим вирусом псевдобешенства, когда биосинтез нуклеиновой кислоты избирательно ингибируется 5-фтордезоксиуридином. Третья возможность, которую можно себе представить, а именно то, что полые капсиды являются предшественниками зрелого вируса, кажется невероятной, так как если бы это было так, то необходимо было бы заполнение пустых белковых оболочек нуклеиновой кислотой.

Процесс, посредством которого белковые субъединицы собираются в изометрические капсиды, заполненные нуклеиновой кислотой, или лишенные ее, объяснить трудно, так как белковая оболочка, пока она еще не сформировалась, не является системой с минимальной свободной энергией. Поэтому для скрепления субъединиц в процессе их «кристаллизации» в монослой необходимы какие-то специфические химические силы. Стабилизировать монослой может нуклеоид, если он присутствует.

Тщательные исследования бактерий, зараженных фаговыми мутантами, лишенными способности формировать нормальные вирионы («морфогенетические» мутанты), подтверждают, что сборка капсидов происходит всегда вокруг некой сердцевины, или нуклеоида. В капсидах фага (, и даже в аномальных частицах некоторых мутантов фага Т4, обнаружены нуклеоиды, в которых наряду с нуклеиновой кислотой содержится белок.

3. Вирусные нуклеиновые кислоты.

Независимо от сложности строения вирусов нуклеиновая кислота в нуклеокапсидах представлена одной из ее разновидностей – ДНК или РНК и никогда вместе взятыми. Каждая из них является геномом. В разных по величине вирионах в геноме насчитывают от нескольких до многих десятков генов. Геномные нуклеиновые кислоты вирусов отличаются от клеточных необычайным разнообразием структуры и формы. Так, вирусные ДНК могут иметь не только двухцепочечную, но и одноцепочечную цельную структуру или же «разрыв-дефект» в одной цепи, а по форме, кроме обычной линейной, – циркулярно-замкнутую (кольцевую). В еще большей степени различаются вирусные РНК: одно- и двухцепочечные; цельные (сплошные) и фрагментированные на 2-3  ...  8-12 сегментов; линейные и кольцевые, как у вирусных ДНК. У вирусов, геном которых представлен двухцепочечной ДНК, механизм ее репликации обеспечивается ДНК-зависимой ДНК-полимеразой. Считается, что у кольцевых форм вирусных ДНК способ репликации более эффективен, чем у линейных. Они устойчивее к клеточным эндонуклеазам и, вероятно, потому вирусные ДНК через кольцевые стадии интегрируют с клеточным геномом. Среди РНК-содержащих вирусов с одноцепочечным линейным типом нуклеиновой кислоты различают вирусы с позитивным и негативным геномом.
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Форма молекул вирионных нуклеиновых кислот:

 ДНК – линейная одноцепочечная (1) и двуцепочечные с незамкнутыми (2) и замкнутыми концами (3), циркулярнозамкнутые обычные (4) и с недостроенным участком в одной цепи (5); РНК – одноцепочечная цельная (1), двуцепочечная сегментированная (2), одноцепочечная сегментированная (3), кольцевая сегментированная (4), двойная одноцепочечная цельная (5)

У вирусов с позитивным геномом РНК обладает   функцией   информационной,   т. е.   одновременно служит матрицей для  синтеза  вновь образующихся    вирионных РНК и белков. Линейные вирусные РНК со свойствами иРНК принято обозначать знаком «плюс», а вирусы, их   содержащие,   называть «плюс-нитевыми». У вирусов с негативным   геномом РНК не обладает информационной функцией, вследствие чего ее обозначают знаком «минус», а вирусы называют «минус-нитевыми». Синтез иРНК у такого рода вирусов осуществляется в зараженной клетке на матрице минус-РНК с помощью вирусоспецифического фермента транскриптазы. Некоторые РНК-содержащие вирусы могут являться амбисенсвирусами и содержать как «плюс», так и «минус» нити РНК. Особым свойством обладает геномная РНК так называемых ретровирусов, имеющих в своем составе реверсальную (обратную) транскриптазу, или РНК-зависимую ДНК-полимеразу. С помощью этого уникального вирусспецифического фермента на ее матричной основе последовательно синтезируются вначале одна нить ДНК, затем и другая, которые, замкнувшись в кольцо, интегрируют с клеточным геномом, после чего с участием РНК-полимеразы клеток происходит переписывание информации на РНК. Поскольку синтезированная таким окольным путем иРНК  не просто комплементарна геномной, как у минус-нитевых вирусов, а полностью гомологична ей, то ретровирусы с полным правом относят к «плюс-нитевым».

4. Структурно-функциональная организация генома вирусов.

Геном вируса является гаплоидным (греч. haploos – одиночный, eidos – вид), т. е. представлен одним набором генов. Частично диплоидны  (греч.  diploos – двойной)  ДНК-содержашие вирусы, в ДНК которых встречаются повторяющиеся нуклеотидные последовательности. Полностью диплоидны ретровирусы, геном которых представлен двумя идентичными молекулами РНК, на матрице которых формируются ДНК-транскрипты (копии). Число генов в вирусных геномах колеблется от 3-4 у самых простых вирусов до многих десятков у сложно устроенных. ДНК-содержащие вирусы так же, как про- и эукариоты, имеют структурные гены, кодирующие белки-ферменты, и регуляторные гены, детерминирующие образование репрессоров, подавляющих, в частности, функцию структурных. Считывание информации с оперонов контролируется энхансером (англ. enhancer) или усилителем транскрипции; промотором (лат. promotum – продвигать), ответственным за ее инициацию, с которым связывается фермент РНК-полимераза, осуществляющая транскрипцию ДНК; оператором (от лат. работник), регулирующим транскрипцию оперона (или отдельных генов) и терминатором (лат. terminare – ограничивать), прекращающим ее. При этом регуляторные участки оперона представляют собой короткие последовательности нуклеотидов ДНК;  энхансер, промотор и оператор расположены в его начале (перед структурными генами), а терминатор – в конце. В структурных генах вирусных оперонов, как и в клетках эукариот, имеются кодируемые участки нуклеотидных последовательностей, несущих информацию (экзоны), и некодируемые вставочные последовательности (интроны), которые после транскрипции в процессе созревания (процессинга) иРНК вырезаются с одновременным считыванием экзонов, что называется сплайсингом (англ. splice – соединять, сращивать). Сплайсинг при формировании зрелых иРНК отмечается чаще всего среди вирусов, имеющих ядерную локализацию транскрипции,  поскольку ферменты, осуществляющие его, находятся в ядре. Вирусные иРНК в отличие от иРНК про- и эукариот могут направлять синтез не одного, а двух-трех белков, что позволяет им при минимальном содержании генетического материала увеличивать генетическую информацию. Достигается это двухкратным считыванием одной и той же иРНК с находящихся в ней в разных участках двух-трех иницирующих АУГ-кодонов. Происходит это, естественно, при трансляции белка, и в каждом случае определяется, какой АУГ-кодон (первый или последующие) узнает малая рибосомная единица. Образующиеся полипептиды с разных инициирующих кодонов будут копиями, отличающимися разве только длиной. 

При сдвиге рамки считывания на один или два нуклеотида и появлении нового генетического кода молекула иРНК может транслироваться с образованием таких полипептидов, у которых, нет идентичных аминокислотных последовательностей, вследствие чего их называют уникальными белками. 

Нередким способом увеличения генетической информации у вирусов является трансляция гигантских полипептидов-предшественников с последующим нарезанием их на более мелкие.

И, наконец, относительно невысокий, как некоторые полагают, уровень генетической информации вирусов компенсируется исключительно точным механизмом переключения с репликации на транскрипцию и наоборот, что особенно ярко проявляется при репродукции РНК-содержащих вирусов.

4.1. Свойства вирусных РНК.

РНК, выделенная из ВТМ при помощи экстракции фенолом, оказывается инфекционной для растений. Френкель-Конрат и Вильямс показали, что, смешивая РНК ВТМ с вирусным белком, можно реконструировать вирус и получить препарат, обладающий почти полной инфекционностью исходного вируса.

Инфекционностью обладает лишь целая молекула, ибо, как было показано, инфекционной была лишь та фракция, константа седиментации которой соответствовала константе седиментации целостных неразрушенных вирусных частиц. Обработка РНК азотистой кислотой или ее инактивация нагреванием приводили к потере инфекционности. Было обнаружено, что в вирионах многих других РНК-содержащих вирусов, включая сюда как вирусы растений, так и вирусы животных и бактерий, также содержится по одной молекуле инфекционной нуклеиновой кислоты. Удивительно, что хотя РНК, и в особенности m-РНК, подвергается в клетках распаду, в вирионы включаются, как правило, только цельные молекулы вирусной нуклеиновой кислоты.

Инфекционная РНК была экстрагирована из многих мелких вирусов и нескольких бактериофагов. Однако длительное время не удавалось получить инфекционную нуклеиновую кислоту из миксовирусов. Было выяснено, что геном миксовирусов состоит не из одной, а из нескольких молекул нуклеиновой кислоты, вследствие чего при экстракции РНК извлечение ее в активном состоянии (инфекционность) становится невозможным или сильно затрудняется. Было, однако, показано, что из вируса ныокаслской болезни удается экстрагировать РНК, константа седиментации которой равна 57S, а из вируса саркомы Рауса - молекулы РНК даже еще большего размера (константа седиментации этой РНК была равна примерно 70S, что соответствует молекулярному весу более 107 дальтон). Тем не менее, даже эти столь большие молекулы РНК не обнаруживали инфекционных свойств.

Соотношение азотистых оснований в молекулах вирусных РНК широко варьирует от одного вируса к другому. Почти во всех случаях характерные для ДНК. соотношения А = Т и Г = Ц у вирусных РНК не наблюдаются. Несмотря на многочисленные усилия, в вирусных РНК не удалось обнаружить каких-либо необычных, метилированных оснований, входящих, как известно, в состав s-PHK и большинства ДНК. При нагревании вирусных РНК не происходит резкого изменения поглощения в ультрафиолете, столь характерного для ДНК. В соответствии с этим находятся и данные о том, что при рентгеноструктурном анализе РНК вируса табачной мозаики не было обнаружено существования двойной спирали. Итак, был сделан вывод, что молекулы РНК представляют собой одноцепочечные полинуклеотидные цепи, хотя  в них и имеются отдельные участки со спаренными основаниями. Существуют и исключения из правила, утверждающего, что все РНК-вирусы содержат молекулу одноцепочечной РНК. Так, Гоматос и Тамм  показали, что РНК, выделенная из реовирусов, обладает подобным ДНК, т. е. комплементарным нуклеотидным составом (А = У и Г = Ц), характеризуется резким увеличением поглощения в ультрафиолете при нагревании, нечувствительна к действию формальдегида при низкой температуре, устойчива к действию рибонуклеазы и дает рентгенограмму, характерную для двойной спирали. Вирус раневых опухолей растений  содержит двухцепочечную РНК, напоминающую РНК реовирусов. 

4.2. Свойства вирусных ДНК.

Излюбленными источниками ДНК, использовавшимися в качестве объектов при физических исследованиях ее структуры, были бактериофаги, атакующие Е. coli, в особенности фаги Т2, Т4 и Т6. Размеры молекул вирусных ДНК изменяются в значительно больших пределах, чем размеры молекул вирусных РНК.

Хотя большинство вирусных ДНК ведет себя как настоящие двухцепочечные молекулы, описано и несколько интересных исключений.

ДНК, имеющая форму одиночной нити или замкнутого кольца.

Первое исключение из общих представлений о строении вирусных ДНК было обнаружено при изучении мелких бактериофагов S13 и (Х174. Эти вирусы значительно более чувствительны к действию радиации, чем другие бактериофаги, содержащие эквивалентное количество двухцепочечной ДНК. Здесь же мы ограничимся констатацией факта, что изучение физических и химических свойств ДНК этих бактериофагов показало, что эти ДНК (молекулярный вес их равен 1,7·106 дальтон) являются одноцепочечными. Эти фаги, а также один недавно выделенный мелкий вирус животных являются до сих пор единственными из известных пока вирусов, у которых обнаружена одноцепочечная ДНК.

Нативная ДНК бактериофага (Х174 обладает еще одним интересным свойством: ее молекула представляет собой замкнутую цепь. Это означает, что в молекуле этого фага не содержится свободных 3- или 5-концевых групп. 

Еще одно интересное явление было обнаружено при изучении фага ( и родственных ему фагов. Оказалось, что ДНК этих фагов существует в двух альтернативных формах, отличающихся друг от друга по седиментационным свойствам. В вирионах содержится форма ДНК с более низкой константой седиментации. Нагревая эту форму ДНК до 70° и медленно охлаждая, можно превратить ее в форму с более высокой константой седиментации, чем исходная. Объяснение этого явления состоит в следующем: ДНК, содержащаяся в вирионе фага (, представляeт coбой линейную молекулу, на обоих концах этой линейной молекулы имеется по одноцепочечному участку, причем эти концевые участки комплементарны друг другу, вследствие чего они могут как бы слипаться. При этом может происходить следующее: либо концы одной и той же молекулы соединяются друг сдругом так, что возникает обычная кольцевая структура, либо соединяются несколько молекул своими концами, так, что образуются кольца или цепи большего размера. Есть основания полагать, что ДНК фага (, присутствующая, в зрелых вирионах в линейной форме, прежде чем реплицироваться в клетке-хозяине, преврашается в молекулу, имеющую форму замкнутого кольца.

Общий механизм реализации генетической информации  у вирусов.

Вследствие большого разнообразия геномов вирусов генетическая информация у них реализуется в нескольких направлениях: 1) ДНК ( иРНК ( белок (как в клетках); 2) РНК ( белок (позитивный геном); 3) РНК ( иРНК ( белок (негативный геном); 4) РНК ( ДНК ( иРНК ( белок (позитивный геном с наличием обратной транскриптазы); 5) одноцепочечная ДНК ( промежуточный двухцепочечный ДНК-транскрипт иРНК ( белок у парвовирусов.

5. Вирусные белки и другие компоненты вирусов.

Белки, образуемые в ходе вирусной инфекции под контролем генома вируса, можно разделить на три группы: (1) белки, катализирующие репликацию вирусной нуклеиновой кислоты; (2) структурные белки, включающиеся в состав новых вирусных частиц; (3) белки, изменяющие некоторые функции или структуру клетки-хозяина. 

5.1. Белки капсида.

Нуклеиновая кислота интактного вириона не подвергается действию нуклеаз благодаря тем защитным функциям, которые несет состоящая из белка оболочка вируса. Другой функцией белка капсида, по крайней мере у вирионов, не обладающих внешними оболочками, является специфическое присоединение вирусных частиц к чувствительным клеткам-хозяевам.

Белки вирусных капсидов не обладают какими-либо особыми свойствами, отличающими их от других белков.

Следует тем не менее отметить, что в белках капсида некоторых вирусов отсутствуют определенные аминокислоты. Так, в белке капсида ВТМ отсутствуют гистидин и метионин, а в белке капсида бактериофага f2 – гистидин. Однако подобные «неполные» белки были выделены также и из других невирусных источников. Для белков вирусного капсида, как и для клеточных белков, связанных с нуклеиновыми кислотами, характерна некоторая тенденция к увеличению относительного содержания основных аминокислот. Быть может, это увеличение содержания основных аминокислот связано с одной из их возможных функций – нейтрализацией кислых групп нуклеиновых кислот.

Крик и Уотсон обратили внимание на одно важное обстоятельство, которое пролило свет на строение белков капсидов мелких РНК-содержащих вирусов. Сравнив число нуклеотидов, содержащихся в РНК вируса, с числом аминокислот, входящих в состав его белка, они показали, что количество генетической информации, содержащейся в РНК таких вирусов, едва ли достаточно для кодирования полипептидной цепи соответствующей длины. Отсюда следует вывод, что белок капсида представляет собой не одну непрерывную полипептидную цепь, но  состоит из нескольких одинаковых полипептидных цепей. В настоящее время мы знаем, что и спиральные и полиэдрические капсиды действительно построены из небольших белковых субъединиц, молекулярный вес которых различен у различных вирусов и колеблется в пределах примерно от 10000 до 80000 дальтон.

5.2. Структурные компоненты вириона, не входящие в состав его капсида.

Не все содержащиеся в вирионе белки входят в состав его капсида. Так, например, в состав вирионов Т-четных фагов, кроме большого числа различных белков, образующих капсид, входит по крайней мере еще один, так называемый внутренний белок, отличающийся по серологическим характеристикам от белков, локализованных на поверхности вириона.

Геном миксовирусов детерминирует синтез по крайней мере трех белков, входящих в состав вириона: 1) белка капсида, который, связываясь с нуклеиновой кислотой, образует спиральную структуру, близкую по своим размерам к ВТМ, но в отличие от ВТМ гибкую; 2) гемагглютинина – белка, обладающего способностью агглютинировать эритроциты животных самых различных видов, и 3) муколитического фермента, названного сиалидазой или нейраминидазой. Кроме веществ, перечисленных выше, в препаратах некоторых вирусов систематически обнаруживаются различные малые молекулы. Так, например, в головке Т-четных фагов содержатся полиамины спермидин и путресцин. Возможно, что функция полиаминов состоит в нейтрализации отрицательных зарядов ДНК, т. е. в осуществлении процесса, вероятно необходимого для правильной упаковки ДНК внутри головки фага. Кроме того, в отростке Т-четных фагов содержится в связанном состоянии АТФ, а также ионы Са2+. АТФ и Са2+, по-видимому, принимают участие в процессе сокращения белка, находящегося в чехле отростка, – одного из этапов процесса инъекции ДНК в бактериальную клетку.

Т-четные фаги присоединяются к поверхности бактерии лишь в том случае, если нити отростка имеют должную конфигурацию. В связи с этим высказано предположение, что производное фолиевой кислоты, обнаруживаемое в Т-четных фагах (несколько молекул на частицу), принимает участие в поддержании правильной структуры нитей отростка фага .

В состав некоторых вирусов растений (морщинистости турнепса, крапчатости фасоли и табачной мозаики) входит полиамин бис-(3-аминопропил)-амин.

Можно полагать, что функция этого полиамина, как и полиаминов, входящих в состав фагов, состоит в нейтрализации зарядов вирусной РНК. Поскольку этот полиамин не был обнаружен в здоровых листьях, возможно, что он синтезируется только в зараженных клетках.

Содержание в вирионах веществ типа липидов и полиаминов варьирует как в количественном, так и в качественном отношении и изменяется в зависимости от того, на каких клетках был выращен вирус. 

Кроме капсидных и геномных белков могут также содержать ферменты, участвующие в репликации и транскрипции вирусного генома, например ДНК- и РНК-полимеразы. Формирование их капсидов и нуклеокапсидов происходит тоже в процессе самопроизвольной сборки, но цикл полного образования сложных вирионов носит многоступенчатый характер. В суперкапсиде сложных вирусов, представляющем собой липидный бислой, в котором расположены пепломеры, превалируют гликопротеиды. Являясь типичными внутримембранными белками, они у большинства вирусов образуют поверхностные «шипы», длина которых достигает 5-10 нм. Чаще всего шипы построены из нескольких молекул идентичного белка, и те вирусы, которые имеют один гликопротеид, естественно, обладают одним типом шипов, при наличии в них двух гликопротеидов – двумя типами. Есть, однако, вирусы, имеющие 2-3 гликопротеида, формирующие один тип шипов. Суперкапсидные вирусные гликопротеиды выполняют две основные функции: 1) распознают специфические клеточные рецепторы и взаимодействуют с ними, что дало повод называть их прикрепительными белками, и 2) обусловливают проникновение вируса в клетки, инициируя слияние его оболочек с клеточными мембранами, вследствие чего их называют белками слияния. Количество углеводов в гликопротеидах может достигать 10% общей массы вириона. Обычными сахарными остатками в них являются сахароза, фруктоза, манноза, галактоза, нейраминовая кислота. Углеводы гликопротеидов обеспечивают сохранение конформации белка и его устойчивость к протеазам. Содержание липидов в липидном бислое суперкапсида у сложных РНК-содержащих вирионов может составлять от 15 до 35% их сухой массы. Большая часть из них представлена фосфолипидами (50-60%) и холестерином (20-30%). Липиды, как и углеводы, тоже стабилизаторы, обеспечивающие целостность структуры вириона. Обработанные эфиром, дезоксихолатом, детергентами сложные вирионы распадаются и утрачивают инфекциозность. Липидно-углеводные компоненты имеют клеточное происхождение, включаясь в вирионы из плазматических мембран клеток при отпочковывании от них сложных вирусов на самом последнем этапе размножения. Единственным отличием вирусных липопротеидных оболочек от мембран клеток-хозяев является то, что в них содержатся вирусоспецифические суперкапсидные белки, а у некоторых вирионов – небольшое количество молекул протеаз, протеинкиназ и других ферментов, модифицирующих вирусные белки.

6. Стадии и фазы репродукции вирусов.
Репродукцией (лат. productio – производство) вирусов называют процесс размножения вирусных частиц в чувствительных к ним клетках. Репродуцируются в них не все вирусы, а только вирулентные, обладающие высокой степенью патогенности, геном которых после инфицирования остается в цитоплазме и ядре в автономном состоянии. У интеграционных вирусов способность к репродукции возникает после исключения (отщепления) их генома от генома клеток. 

В цикле репродукций тех и других вирусов различают четыре стадии: 1) подготовительную, или инициальную, включающую фазы адсорбции вируса на клетке, проникновения и раздевания в клетке; 2) собственно репродуктивную стадию образования структурных белков и вирионных нуклеиновых кислот; 3) сборку вирионов; 4) заключительную, сопровождающуюся выходом зрелых вирусных частиц из клетки. 

Подготовительная стадия репродукции. Взаимодействие вирусов с клетками определяется наличием у них биологического сродства (тропизма), и прежде всего специфических рецепторов. С них и начинается «узнавание» вирусом чувствительных клеток. Находятся они на поверхности наружной мембраны клеток в большом количестве, не менее 104-105. По химической стуктуре рецепторы разнородны – молекулы-белки, углеводные или липидные компоненты протеидов. В частности, рецепторами для пикорна- и аденовирусов являются протеины, а для микровирусов – сиаловая кислота. Адсорбция этих и других вирусов на соответствующих рецепторах осуществляется с помощью имеющихся у них прикрепительных белков. У простых вирусов прикрепительные белки содержатся в капсидах, у сложных – в суперкапсидах, например в шипах или булавовидных утолщениях у коронавирусов. 

Следующая за адсорбцией фаза проникновения вируса в цитоплазму клетки реализуется двумя способами – пассивным путем виропексиса или активным путем слияния (интеграции) вирусной оболочки с клеточной мембраной. 

Виропексис (греч. pexis – прикрепление) представляет собой своеобразную форму эндоцитоза (греч. endo – внутри и cytus – клетка), при котором вирус проникает в клетку путем впячивания мембраны с образованием вокруг него вакуоли и поэтапным ее слиянием вначале с более крупной цитоплазматической вакуолью, а далее – с лизосомой или же с внутриклеточными мембранами, включая ядерную. 

Второй, более редкий путь проникновения вирусов в клетку происходит посредством интеграции вирусных оболочек с наружной мембраной. Отмечается он лишь у тех видов вирусов, которые наделены белками слияния. Как и прикрепительные, белки слияния содержатся в капсидах простых и суперкапсидах сложных вирусов. Природа белков слияния изучена недостаточно. Исключение составляет F-белок парамиксовирусов, вызывающий образование многоядерных симпластов и синцитиев в однослойных культурах клеток. 

Способность к репродукции вирусы приобретают только после освобождения их нуклеиновых кислот от оболочек, что принято называть фазой раздевания (депротеинизации). Осуществляется раздевание вирусов ферментами поверхностных плазматических мембран клеток-хозяев при слиянии с ними вирусных оболочек, а при виропексисе – ферментами лизосом и внутриклеточных цитоплазматических и ядерных мембран. 

Конечными продуктами раздевания у ряда вирусов являются, правда, не голые нуклеиновые кислоты, а НК, связанные с внутренним вирусным белком (пикорна-, аденовирусы), нуклеокапсидом (вирус гриппа) или сердцевиной (аденовирусы).

Собственно репродуктивная стадия. Истинно репродуктивная стадия, включающая фазы транскрипции, трансляции,  репликации у разных групп вирусов и семейств неодинакова. 

Так, транскрипция, или переписывание нуклеиновых кислот вирусов на иРНК, как первый ее этап, у ДНК-содержащих семейств папова-, адено- и герпесвирусов, репродукция которая происходит     в     ядре,     осуществляется     клеточной     РНК- полимеразой, а у репродуцирующихся в цитоплазме иридо- и поксвирусов – вирусоспецифической,  попадающей в  клетку вместе с их геномом. Таким же вирусоспецифическим ферментом осуществляется акт транскрипции у РНК-содержащих вирусов с негативным геномом. В акте транскрипции для синтеза белка РНК-вирусы с позитивным геномом не нуждаются. Исключение составляют ретровирусы, у которых транскрипции происходит на интегрированных с клеточным геномом вирионных ДНК-транскриптах с помощью клеточных РНК-полимераз. 

Характерной особенностью транскрипции у плюс-нитевых РНК-вирусов  является  кодирование  синтеза  одной  длинной иРНК, а у ДНК-вирусов – многих, но более коротких.

Второй этап реализации генетической информации вирусов – трансляция, в процессе которой синтезируется их белок, начинается с узнавания клеточными рибосомами вирусных иРНК, чему способствуют особые вирусоспецифические инициаторные факторы. Переключение на избирательную трансляцию вирусных иРНК часто связано с вирусным механизмом подавления трансляции иРНК клеток-хозяев. 

В процессе трансляции у вирусов, кодирующих синтез одной длинной иРНК,     синтезируется гигантский полипептид-предшественник, впоследствии нарезающийся на несколько различных белков, а у вирусов, кодирующих короткие иРНК, - соответствующее им число полностью созревших белков. Интересно, что синтез внутренних структурных белков вирусов происходит в клетках на свободных полирибосомах, а гликопротеидов – на полирибосомах, связанных с мембранами. При этом образующиеся вирусные белки часто подвергаются посттрансляционным модификациям, например гликолизированию, ацилированию, метилированию, фосфорилированию. 

Репликация ДНК-содержащих вирусов, или копирование их генома, представленного линейной двухцепочечной структурой, сходна с репликацией ДНК клеток и осуществляется их ДНК-полимеразами. Другими словами, синтез гомологичных нуклеиновых кислот происходит на обеих расплетенных цепях, в результате чего каждый вновь образующийся вирион получает ДНК, состоящую из старой цепи и ее новой копии. Следует, правда, подчеркнуть, что раскручиванию кольцевых двухцепочечных ДНК предшествует разрезание одной из ее нитей, а репликация однонитчатых ДНК-содержащих парвовирусов происходит после синтеза второй цепи ДНК и образования промежуточных двухцепочечных его форм. 

Репликация вирусных РНК тоже происходит не на родительских, а на промежуточных комплементарных нитях, т. е. образованию новых геномных предшествует синтез их двойников. При этом синтез тех и других нитей РНК, так же как иРНК, осуществляют не клеточные, а вирусоспецифические РНК-полимеразы, или, правильнее, репликазы, являющиеся, скорее всего, модифицированными транскриптазами.  Процесс репликации комплементарных нитей РНК у минус-нитевых вирусов хотя и очень схож с процессом синтеза иРНК при транскрипции, но они не аналогичны друг другу. В отличие от относительно коротких иРНК, комплементарных отдельным участкам генома, комплементарно-репликативные РНК считываются с полного генома и по существу представляют собой антигеном. Следовательно, в инфицированных вирусами клетках существует механизм переключения частичного считывания генома (транскрипции) на сквозное (репликацию). 

Вновь синтезированная при сквозном считывания антигенома геномная РНК может служить матрицей для синтеза новых ее копий или иРНК, т. е. войти в состав вириона или функционировать как иРНК. 

То или иное использование геномных молекул нуклеиновых кислот вирусов регулируется временными механизмами реагирования между вирусными компонентами, которые, как вытекает из вышеприведенного, синтезируются неодновременно и в разных местах клеток. Такой способ репродукции называется дисъюнктивным (разобщенным). Например, у вируса энцефаломиокардита мышей РНК синтезируется в ядре клеток, а структурный белок – в цитоплазме. У вируса гриппа РНК также образуется в ядре, а S-антиген (sulutio – растворимый), связанный с нуклеопротеидом, и оболочечный V-антиген (viral – вирусный) – в цитоплазме. Более того, синтез вирусоспецифических молекул внутри ядра и цитоплазмы тоже может быть разобщен. У плюс-нитевых РНК-вирусов синтезы белка и геномной РНК не разделены во времени и следуют друг за другом без значительных интервалов. У ДНК-вирусов и минус-нитевых РНК-вирусов синтез белка по сравнению с синтезом геномных нуклеиновых кислот запаздывает на время, которое необходимо для образования иРНК. 

Сборка вирионов. Сборка вирусных компонентов в корпускулярную частицу – сложный и до конца не выясненный процесс. Хорошо известно лишь то, что при формировании простых вирусов в ее основе лежит самопроизвольный механизм белок –нуклеиновой сборки.

У сложно устроенных вирусов сборка происходит поэтапно и во многом зависит от того, где происходит их репликация – в цитоплазме или ядре. 

Начинается  она всегда с  формирования  нуклеокапсидов (сердцевин) и синтеза суперкапсидных белков. При этом образование первых происходит в специальных структурах клеток, или «фабриках», индуцированных вирусами, а вторых – в полирибосомах, связанных с внутриклеточными мембранами. Затем нуклеокапсиды, глико- и липопротеиды суперкапсидов РНК-вирусов мигрируют в места их сборки, которыми обычно являются мембраны эндоплазматических сетей, а чаще – поверхностные мембраны клеток. Связывание нуклеокапсидов с суперкапсидными субъединицами может происходить без или с участием матриксных мембранных М-белков вирионов, способных к белок-белковым и белок-липидным взаимодействиям. 

Процесс сборки ДНК-содержащих вирусов еще сложнее. Начинаясь с формирования сердцевин или нуклеокапсидов, протекает через образование неполных форм вирионов с разным содержанием ДНК в капсидах и незрелых вирионов с полностью ненарезанными в них предшественниками полипептидов, свойственных зрелым формам вирионов. 

При окончательном формировании зрелых вирионов в их внешние оболочки часто включаются липиды, углеводы, белки и даже ферментные системы клеток-хозяев. Например, вирус герпеса формируется в ядре клеток в виде «голых частиц», лишенных обычных для него оболочек. Первую, являющуюся дериватом ядерной мембраны, он приобретает, отпочковываясь от нее в перинуклеарное пространство, а вторую, в которой тоже есть немало клеточных веществ, – при созревании в мембранах эндоплазматической сети, в аппарате Гольджи и клеточной мембране при выходе наружу, часто включая в состав второй оболочки клеточную АТФ-азу.
Участие клеточных структур хорошо изучено также в формовании миксо-, тога- и некоторых других вирусов. Самый сложный процесс созревания – у поксвирусов, в частности вириона оспы.

Заключительная стадия репродукции. Конечным этапом репродукции вирусов является выход сформированных вирионов из инфицированных клеток. При этом возможны два пути их освобождения: 1) отпочковывание от клеток, присущее сложным вирусам, имеющим липопротеидную оболочку; 2) разрушение клеток, которое в основном вызывают безоболочечные простые пикорна-, рео-, парво-, папова- и аденовирусы.

7. Бактериофаги (фаги).

Бактериофаги (греч. phagos – пожирающий), или «пожиратели бактерий», – это вирусы-паразиты бактерий. 

История открытия. Действие бактериофага открыл Ф. Туорт, описав в 1915 г. «остекленение» (лизис) колоний белого стафилококка, фильтрат биомассы которых, полученный после прохождения через фарфоровые фильтры, вызывал аналогичный эффект у свежевыросших нормальных колоний, а на газоне агаровых культур стафилококка – точечные прозрачные (стерильные) участки.

Целостное учение о бактериофагах как о вирусах связано с именем канадского ученого Ф. д’Эрелля, который в 1917 г. установил наличие в испражнениях выздоравливающих больных дизентерией ультрамикроскопического агента, лизирующего шигелл, назвав его бактериофагом. Для доказательства того, что невидимый в световом микроскопе бактериофаг, накапливаясь в организме больных, благоприятствует их выздоровлению, он в 1920 г. во время эпидемии холеры в Индокитае с целью профилактики   использовал   высококонцентрированные   бульонные фильтраты холерного бактериофага. Бактериофаготерапия не оправдала возлагавшихся на нее надежд, так как не была учтена тало- и штаммоспецифичность бактериофагов, а также чрезвычайно большая их изменчивость. Начатые д’Эреллем работы по бактериофагам были продолжены многими учеными и в середине 50-х гг. XX в. завершились открытием десятком других бактериофагов, вирусов, лизирующих микоплазмы, грибы и сине-зеленые водоросли (цианобактерии). Всех их стали называть просто фагами. Более того, углубленное исследование взаимодействия фагов с соответствующим типом бактерий позволило открыть умеренные фаги и установить механизм лизогенизации ими бактерий (А. М. Львов, Ф. Жакоб, Ж. Моно), а также цикл репродукции вирусов и развитие их генетики (М. Дельбрюк, А. Херши, С. Лурия). В 60-е гг. все эти ученые были удостоены Нобелевских премий по физиологии и медицине.

7.1. Классификация, форма и строение фагов.

Фаги, как и вирусы позвоночных, беспозвоночных и растений, по содержанию нуклеиновых кислот подразделяются на ДНК- и РНК-содержащие, а по характеру взаимодействия с бактериями – на вирулентные и умеренные с полноценным и дефектным геномами. 

Различают простые и сложные фаги (рис.3). При этом простые имеют форму шестигранников (колифаги MS-2, f2, фХ174) или нитей (фаги fl, fd), а сложные (колифаги группы Т1-Т7) – сперматозоидную.

                                             [image: image7.png]



Рис.3. Основные формы бактериофагов: а – сложные фаги; б – простые фаги.
У наиболее изученного сложного фага Т2  различают следующие структуры: шестигранную головку; воротничок; отросток, состоящий из полого стержня, снаружи покрытого сократительным чехлом; шестиугольную базальную пластинку с отходящими от каждого угла нитями. Диаметр головки в среднем составляет 50 нм, а отростка – 100-200 (10-15 нм.

7.2. Свойства фагов.

Химический состав. По химическому составу ДНК фагов отличается от ДНК вирусов животных и растений тем, что содержит оксиметилцитозин. Сперматозоидной формы фаги состоят из 40-50% спирально скрученной двухцепочечной ДНК, находящейся в полости головки фага, и 50-60% белка, из которого построены оболочка головки и отросток фага. Капсомеры фага в головке располагаются по кубическому, а в отростке по спиральному типу симметрии. В концевой части отростка находится небольшое количество липидов в виде нейтральных жиров и фермент типа лизоцима.

Простые по строению головчатые и нитевидные фаги содержат одноцепочечную кольцевую ДНК, в которой находится по одному остатку метилцитозина ((Х174, fl и fd), или одноцепочечную линейную РНК (MS-2 и f2). 

Резистентность. Устойчивость фагов к факторам окружающей среды достаточно велика. Они выдерживают нагревание до 75 °С, не обезвреживаются в малых концентрациях дезинфицирующих веществ, резистентны к антибиотикам, хлороформу и ферментным ядам, что широко используется при выделении фагов из бактериальных популяций, весьма чувствительным ко всем трем микробоцидным веществам. Быстро разрушаются фаги в желудочном соке, а также под воздействием ультрафиолетовых лучей, ионизирующих излучений. В организме человека сохраняются в течение 7-10-13 дней, что при проведении профилактических мероприятий в очагах кишечных инфекций требует повторного назначения фагов контактным (инфицированным) лицам. 

Антигенность и специфичность фагов. Белки фагов – хорошие антигены и при парентеральном введении вызывают выработку антител. По антигенной структуре фаги подразделяются на серогруппы и серовары.

Обычно фаги отличаются типоспецифичностью, т. е. лизируют только определенные серовары данного вида. Видоспецифические фаги (монофаги) разрушают все штаммы вида, но на разных особях популяции размножаются неодинаково интенсивно. Полифаги, способные лизировать родственные бактерии, встречаются редко.

8. Вироиды.

Как уже упоминалось, вироиды открыл в 1972 г. Т. Дайнер. Являясь трансмиссибельными субвирусными агентами с неполными для вирусов свойствами (лат. sub), они вызывают 11 заболеваний у растений:  веретенообразность клубней картофеля, карликовость хризантем, хмеля и лопуха, бледность огурца, экзокортис цитрусовых, хлоротическую крапчатость вишни, солнечные ожоги авокадо, кустистость верхушек томатов, болезнь планта махо томатов и болезнь Каданг-Каданг кокосовых пальм. 

Вироиды    представляют    собой    маленькие    ковалентно-замкнутые кольцевые молекулы РНК, не содержащие ни белка, ни капсида. Их особенностью является то, что у них нарушены функции репликации и созревания. «Геномы» вироидов содержат всего лишь несколько сотен нуклеотидов, например вироид веретеновидности клубней картофеля состоит из 359 нуклеотидов, а вироид экзокортиса цитрусовых – примерно из 400 нуклеотидов. Вследствие этого трудно представить, что эти маленькие РНК могут функционировать как иРНК. Скорее всего они являются регуляторными элементами. Допускается, что они вызывают в зараженных ими клетках образование новых копий, стимулируя транскрипцию каких-то генов.
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