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1. Uvod

Ameboidni protozoa jednostani¢ni su fagotrofi koji se hrane uglavnhom drugim
mikroorganizmima, detritusom, manjim beskraljesnjacima, ali je dio patogen za mnogostanicare.
Zive u raznim ekosustavima, kao i unutar drugih zivih bi¢a. Usprkos sliénoj morfologiji tzv. golih
oblika, danas se zna da su ameboidni protozoa filogenetski udaljeni te su svrstani u razlicite
skupine. Adl i sur. (2019) ih svrstavaju u nekoliko kladova unutar Amoebozoa, Opisthokonta i
zasebne super-skupine CRuMSs (Collodictyonid + Rigifilida + Mantamonas). Mogu se smatrati
divljim makrofagima buduci da ¢e fagocitirati sve Cestice ¢ija veliCina prelazi 0.5 pm, ukljucujuci
i perlice od lateksa (Boyer i sur. 2009). Da bi fagocitirale neku Cesticu, na povrsini Cestice Se ne
trebaju nalaziti posebni markeri te tako ¢esto "progutaju” i neke organizme, poput gljiva, bakterija
I divovskih virusa, koji potom zZive unutar stanice amebe (Raoult i Boyer 2010). 1z tog razloga
istovremeno mogu biti inficirane ve¢im brojem razli¢itih mikroorganizama. Kako Zive skupa,
mikroorganizmi unutar amebe imaju puno prilika za razmjenu genetske informacije (Moliner i sur.
2009). Velikim brojem istraZzivanja dokazano je da postoji lateralni prijenos gena izmedu amebe i
mikroorganizama koji zive u njoj, kao 1 izmedu ameba i njenih domacina te virusa i virofaga. Na
taj se nacin unutar stanice amebe, uslijed selekcijskog pritiska unutarstani¢nog okolisa, stvaraju i
nove vrste mijeSanog repertoara gena, $to im pomaze u slucaju promijene okoli$nih uvjeta i u
adaptaciji na novu ekolosku nisu (Raoult i Boyer 2010).1z tog je razloga stanicu amebe korisno
zamisliti kao meltingpot genetskih informacija (Slikal). To $to mogu preZivjeti i razmnoZavati se
unutar ameba, olakSava mikroorganizmima da to rade i u ostalim fagocitnim stanicama, kao sto su

primjerice ljudski makrofagi.

Genome ameboidnih protozoa karakterizira veliki broj gena dobivenih lateralnim
prijenosom, a rekorderi su u veli¢ini genoma medu svim eukariotima. Amoeba dubia ima najveci
genom koji je do sada otkriven, a sadrzi 670 000 Mb, dok je genom ljudi, primjerice, preko 200
puta maniji, s otprilike 2 900 Mb (Raoult i Boyer 2010).

Godine 2003. u vrste Achantamoeba polyphaga po prvi put je otkriven divovski virus,
mimivirus (La Scola i sur. 2003). Medu glavnim domacinima svakako mu je rod Achantamoeba,

iz kojega je veliki broj divovskih virusa po prvi put i izoliran. U ljudi je taj rod otprije poznat kao
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patogen, ali ima i veliku ulogu u funkcioniranju raznih ekosustava, buduéi da predstavnici ovog
roda djeluju i kao predatori i kao domacini za razne mikroorganizme (Oliveira i sur. 2019a).
Divovski su virusi, odnosno mimivirus kao njihov prvi otkriveni predstavnik, prvotno bili
Klasificirani kao gram-pozitivne bakterije, a tek kad je utvrden nedostatak ribosomalne DNA u
izolatima, utvrdeno je da se zapravo radi o virusima (La Scola i sur. 2003). Upravo iz tog razloga,
ova je vrsta imenovana mimivirusom, ime nastalo iz akronima sintagme na engleskom - mimicking
microbe. Sama virusna Cestica moze biti veca i od mnogih bakterija, buduci da veli¢ina kapside

doseze i do 700nm, Sto je unutar rezolucije svjetlosnog mikroskopa (Oliveira i sur. 2019a).

virusne cestice

-

stanica slobodnozivuée
amebe

Slika 1. Shematski prikaz stanice slobodnoZzivu¢e amebe koja razmjenjuje genski materijal s
mikroorganizmima koji u njoj borave te tako djeluje kao genski melting pot. Genski materijal svakog
organizma oznacen je drugom bojom: bakterijski plavo, virusni zeleno, eukariotski ruzicasto, a zuto je
oznacen genski materijal arhejskog porijekla. Crvene strelice pokazuju smjer lateralnog prijenosa gena

izmedu mikroorganizama i stanice amebe.(Preradeno iz Raoult i Boyer 2010)



Do danas su opisane dvije porodice divovskih virusa koji inficiraju amebe. To su
Mimiviridae i1 Marseilleviridae. Svrstane su u skupinu nukleocitoplazmatskih divovskin DNA
virusa (engl. nucleocytoplasmic large DNA viruses, NCLDV) (Boughalmi i sur. 2013; Dornas i
sur. 2014; Andrade i sur. 2015). To je Sarolika skupina koju odlikuje veliki broj gena, a posebno
onih nikad prije opisanih ni u jednoj drugoj skupini virusa. Genomi divovskih virusa dosezu
veli¢ine i preko 2.5 Mb. Kako su okoli$ni ¢imbenici evolucijski utjecali na to da su genomi ovih
virusa dosegli tako divovsku veli¢inu, jo$ nije u potpunosti definirano, ali je sigurno da tolika
koli¢ina genske informacije, nastala duplikacijom gena, delecijama, lateralnim prijenosom gena te
de novo kodiraju¢im genima, povlaci i iznimnu razinu genomske plasticnosti (Boughalmi i sur.
2013; Dornas i sur. 2014; Andrade i sur. 2015). Obje skupine, Mimiviridae i Marseilleviridae,
sadrze tek devet gena karakteristicnih za sve NCLDV viruse te 180 gena koje dijele s barem dvije
porodice unutar NCLDV (Yutin i sur. 2009; Yutin i Koonin 2012). Nekima od predstavnika veliki
dio gena je relativno nov, odnosno vrlo nedavno prenesen iz drugih organizama. lako dio tih gena
potjece iz genoma eukariotskih domacina, najveci je dio homologan bakterijskim genima (Moreira
i Brochier-Armanet 2008). U njihovim vrlo kompleksnim genomima postoji mnogo gena koji prije
nisu bili prepoznati kao atributi virusa, kao $to su geni za proteine ukljucene u popravke DNA,
sklapanje proteina, sintezu tRNA i translaciju (Raoult i sur. 2004). Takoder, uoceno je da neki geni
kodiraju i za proteine vezane uz spajanje i obradu mRNA (Desnues i sur. 2012). Zbog veli¢ine
kapside i kompleksnosti genoma bogatog genima uobicajenih za eukariote, predloZzeno je da se
virusi ukljuce u drvo Zivota kao organizmi koji sadrze kodirajuce gene za kapsidu, za razliku od

eukariota, prokariota i arheja, koji sadrze gene koji kodiraju za ribosome (Raoult i Forterre 2008).

Neke vrste interakcija koje se odvijaju izmedu stanica ameboidnih protozoa i divovskih
virusa nisu nikad prije zabiljezene. U sustini, divovski virusi mijenjaju unutarstani¢ni okolis$
ameba, $to na razne nacine utjeCe na replikaciju virusa te Sirenje virusa u nove domacine. Svi
ameboidni protozoa hranjive tvari unose procesom fagocitoze, a upravo je taj proces vrlo vazan za
vecéinu divovskih virusa, buduci da je to prvi korak u njihovim replikacijskim ciklusima (Ghigo i
sur. 2008). Klju¢ni koraci uvijek su isti (Colson i sur. 2017). Svi poznati divovski virusi, po ulasku
u stanicu procesom fagocitoze, otpustaju svoju DNA u citosol (Ghigo i sur. 2008). Replikacija
virusa dogada se u posebnim odjeljcima nastalim iz endoplazmatskog retikuluma koji se nalaze u
citosolu i nazivaju se viroplazme (engl. viral factories) (Xiao i sur. 2009; Mutsafi i sur. 2010;

Kuznetsov i sur. 2013). U ovim stani¢nim inkluzijama virusi svoj genski materijal pakiraju u nove



virusne Cestice (Diesend i sur. 2018). Nakon toga, virus prebiva u de novo fagosomu, a zatim se
fagosomalna i viralna membrana spoje, §to omogucava izlazak virusne jezgre, u kojoj se nalazi
genska informacija u obliku proteina, mMRNA te samog genoma i ispustanje u citosol (Zauberman
i sur. 2008; Mutsafi i sur. 2010). Replikacija viralnog genoma pocinje ¢im se genski materijal nade
u citosolu i ekspresijom ranih gena formiraju se rane viroplazme (Suzan-Monti i sur. 2007; Mutsafi
i sur. 2013; 2014). U kasnijim fazama infekcije, viroplazme se spajaju u velike komplekse u kojima

se dogada replikacija i sastavljanje kapside (Suzan-Monti i sur. 2007; Mutsafi i sur. 2014).

Jo§ jedna skupina zaraznih Cestica koja modificira interakcije izmedu divovskih virusa i
ameboidnih prazivotinja su virofagi. To su Cestice koje parazitiraju na viroplazmama porodice
Mimiviridae. Virofagi su po prvi puta zabiljezeni 2008. godine, a od tada je otkriveno da su zapravo

vrlo brojni u okoliSu te okupiraju iste nise kao i Mimiviridae i njihovi domacini.

Rasprava ovog rada opisuje strukturne i funkcionalne specifi¢nosti predstavnika porodica
Mimiviridae i Marseilleviridae te interakcije sa stanicama ameboidnih protozoa koje se dogadaju
prilikom infekcije. Poseban je naglasak stavljen na virofage i interakcije izmedu stanice domacina,

divovskih virusa i virofaga.



2. Mimiviridae

Prvi divovski virus, mimivirus, otkriven je 2003. godine i postao je prototip porodice
Mimiviridae, kao i roda Mimivirus (La Scola i sur. 2003). Rije¢ je o virusu koji nosi naziv
Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), a rod Achantamoeba je jedan od glavnih domacina.
Genomi nekih od predstavnika ove porodice sadrze mnogo gena dobivenih lateralnim prijenosom
gena, paralognih gena i ORF gena (engl. open reading frame genes), odnosno gena koji kodiraju
proteine jo$ nepoznatih funkcija (Suhre 2005; Filee i sur.2007; Moreira i Brochier-Armanet 2008;
Forterre 2010). Budu¢i da ORF geni predstavljaju ¢ak 50% genoma i kodiraju za oko 40%
proteoma u nekih predstavnika Mimiviridae, mnogo je komponenata i njihovih funkcija, vezano uz
replikaciju virusa, nepoznato (Renesto i sur. 2006). Kompleksnost genoma ovih virusa odrzala se
da bi se mogli prilagoditi ve¢em broju domacina, sa specifiénim setom molekularnih alata za

svakog od njih.

2.1. Acanthamoeba polyphaga mimivirus

APMV je prvi otkriveni divovski virus. Medu posebnostima ovog virusa je i veliina
njegovog genoma kojeg Cini ¢ak 1.14 Mb, §to ga ¢ini ve¢im od genoma nekih bakterija (Raoult i
sur. 2004). Vrlo zanimljiva prilagodba ovog virusa, koja mu pomaze u opstanku, je modulacija
Zivotnog ciklusa stanice amebe. Fenomen u pitanju otprije je poznat i naziva se Cheshire cat. Prvi
je put opisan u jednostani¢nog eukariota Emilianahuxleyi koji pripada u kokolitoforide i Emiliana
huxleyi virusa i predstavlja razlike u uspjesnosti infekcije domacina virusom u ovisnosti o tome je
li stanica u haploidnoj ili diploidnoj fazi. Godine 2016. Silva i sur. uocili su da postoji dosta
sli¢nosti izmedu Cheshire cat fenomena u vrste E. huxleyi i infekcije u roda Acanthamoeba
mimivirusom. Eksperimentalno je utvrdeno da virus moze zaraziti samo diploidne stanice, dok su
haploidne otporne na infekciju, a posebno je zanimljivo da diploidne stanice koje su bile izlozene
virusu, na jo$ nepoznat nacin, poticu susjedne stanice na tranziciju u haploidnu fazu (Frada i sur.

2008). U roda Acanthamoeba Cheshire cat fenomen odrazava se u razli¢itoj uspjeSnosti infekcije
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u svakom od dva Zivotna oblika — trofozoit i cista. APMV ne moZe inficirati ciste, ali moZe inficirati
trofozoite uz jasno vidljiv citopatogeni ucinak (Borattoi sur. 2015; Silva i sur. 2016). 1z tog je
razloga, prilikom virusne infekcije unutar populacije ameba, favorizirani Zivotni oblik jedinki

upravo cista.

%
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Slika 2. Interakcije stanice domacina Acanthamoeba castellanii prilikom zaraze mimivirusom i

marseillevirusom. A Mimivirus inficira trofozoit i replicira se unutar stanice (1), ali ne moze inficirati
cistu (2). Prilikom infekcije, ekspresija gena za serinsku proteazu je inhibirana (3), kao i formiranje ciste
(4). B Vezikule pune marseillevirusa fagocitozom ulaze u stanicu (1), u kojoj se dogada replikacija virusa
(2). Pakiranje virusnih Cestica u vezikule povecava razinu infektivnosti koja se moze postic¢i u okolisu (3).

(Preradeno iz Oliveira i sur. 2019a)

U procesu nastanka cisti stanica prolazi kroz niz metabolickih promjena koje uzrokuju
¢imbenici poput osmotskog stresa, gladi i nepovoljne temperature, a u samom formiranju cisti

vazne uloge imaju elementi citoskeleta i serinske proteaze (Moon i sur. 2008). Serinska proteaza



koja je vezana uz formaciju cisti u Acanthamoeba naziva se EMSP (engl. encystment-mediating
subtilisin-like serine proteinase). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da se prilikom infekcije
mimivirusom u vrste Acanthamoebacastellanii snizavaju unutarstani¢ne razine mRNA i proteina
koji tvore EMSP. Kad su zaraZene stanice bile inokulirane u otopinu koja inace u ameba potice
nastanak cisti, dogodila se inhibicija ekspresije gena koji poti¢u rad EMSP (Boratto i sur. 2015).
Mehanizam interakcije u pitanju jos nije poznat, ali je jasno da inhibicija gena za serinsku proteazu
onemogucava stvaranje ciste, za $to je zasluzno djelovanje virusa (Slika 2). Smatra se da je gen
R700, inace prisutan u genomu APMV-a, a koji kodira za inhibitor serinske proteaze, jedan od

gena ukljucenih u taj proces (Silva i sur. 2016).

Favorizacija ciste, kao zivotnog oblika stanice dok prijeti zaraza, odrazava odgovor
populacije Acanthamoeba na borbu protiv infekcije mimivirusom. JoS nije razjaSnjeno kako
funkcionira komunikacija i signalni sustav unutar populacije ameba, stoga je to podrucje vrlo
plodno za buduca istrazivanja. S druge strane, zadivljujuca je prilagodba samog virusa da modulira
zivotni ciklus stanica te tako sebi osigura opstanak i daljnju replikaciju sprjeCavanjem nastanka

cisti.

2.2. Tupanvirus

Tupanvirus je prvi put otkriven u izolatima iz jezerskih i dubokooceanskih uzoraka, na dubini od
¢ak 3000 m iz Brazila (Oliveira i sur. 2019a). Velicina Cestice kre¢e se izmedu 1.2 1 2.5 um, a
promjer kapside je oko 450 nm. PovrsSina kapside prekrivena je fibrilima koji su zvjezdasto
rascijepani na vrhovima. Zanimljiva morfoloska znacéajka tupanvirusa je veliki rep koji se pruza u
nastavku kapside, veli¢ine oko 550 nm. Genom tupanvirusa sastoji se od linearne dsDNA, veli¢ine
i do 1.5Mb, Sto ga ¢ini jednim od najvec¢ih genoma u mimivirusa. DNA tupanvirusa ¢ini preko
aminoacil tRNA sintetaza i 70 tRNA, uz druge ¢imbenike vezane uz translaciju, modifikaciju
ribosomalnih proteina te maturaciju tRNA i mRNA (Abrahdo i sur. 2018). Za razliku od drugih
divovskih virusa, koji su najéesc¢e ograni¢eni na samo jedan rod ameba, tupanvirus ima moguénost

inficirati $irok dijapazon domacina.



Otkriveno je da tupanvirus ima moguénost inhibicije rada ribosoma svojih domacina.
Nakon Sto su dospjele u citoplazmu stanice, virusne cestice poti¢u stani¢ni odgovor na
citotoksi¢nost $to ukljucuje gubitak pokretljivosti, povecanu stopu vakuolizacije 1 izluCivanje
izvanstani¢nih vezikula te smanjenu koli¢inu fagocitoze i gaSenje ribosoma (Oliveira i sur. 2019b).
Kad su inficirane stanice bile podvrgnute elektroforezi, na gelu uopce nije bilo dokaza o postojanju
ribosomalnih podjedinica u tim stanicama. Predlozeno je objasnjenje da je doSlo do autofagije, Sto
je proces koji se odvija kad ameba gladuje, a ujedno i mehanizam programirane stani¢ne smrti.
Budu¢i da je nedostajalo uobicajenih stani¢nih karakteristika koje se javljaju pri autofagiji, kao Sto
su formacija dvostrukih membrana, zakiseljavanje autofagosoma te aktivacija gena povezanih s
autofagijom, ta ideja je odbacena (Kraft i sur. 2008). Alternativno objasnjenje ukljucivalo je
tupanvirus kao uzrok potpune degradacije ribosoma. Cestica tupanvirusa unutar stanice amebe
prenosi nepoznati ¢imbenik koji uzrokuje degradaciju ribosoma, a u daljnjem promatranju,
pokazalo se da taj ¢imbenik, iako u manjoj mjeri, potice i degradaciju jezgri (i jezgrica) domacina
(Abrahéo i sur. 2018). Jezgrice su ukljucene u biogenezu ribosoma pa, ako su i one nefunkcionalne,

stanica amebe ne moZe proizvoditi nove ribosome.

Kod ameba zaraZenih tupanvirusom uocava se vrlo zanimljiva pojava. Rije¢ je o jednom
citopatogenom ucinku kojeg odrazava stvaranju "nakupina" (engl. bunches) zarazenih stanica. Ova
vrsta interakcije izmedu virusa i amebe opisana je na vrsti A. castellanii. Sli¢no kao kod ostalih
divovskih virusa, na poéetku zaraze, stanica amebe se zaokruzZuje. Ono §to je razli¢ito u odnosu na
citopatogene ucinke zaraze drugim divovskim virusima je stvaranje nakupina zaraZenih stanica,
koje vremenom postaju sve vece. Zanimljivo je da nakupine ne ¢ine samo zaraZene stanice, ve¢ i
one koje su zdrave ili u drugim stadijima zaraze. Mlade nakupine vrlo se lako mogu mehanicki
rastaviti, ali ve¢ par minuta nakon toga stanice se spontano iznova spoje. Nasuprot brzoj reformaciji
mladih nakupina, starije se nakupine ¢esto ne uspiju iznova formirati zato $to je vecina tih stanica

ve¢ mrtva (Oliveira i sur. 2019b).
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Slika 3. Interakcije stanice A. castellaniii tupanvirusa prilikom zaraze. A Zaraza tupanvirusom potice
stvaranje nakupina zarazenih stanica (1), koje se mogu mehanicki razdvojiti (2), ali se ve¢ par minuta
nakon toga spontano nanovo spoje (3). B NezaraZena stanica dolazi u kontakt sa nakupinom zarazenih
stanica (4) i ostaje zarobljena u nakupini (5). Prikazane su i neke druge vrste slobodnozivuéih ameba i

svojta trepetljikaSa kako bi se naglasio Sirok spektar domacina koje tupanvirus moze zaraziti.(Preradeno iz

Oliveira i sur. 2019a)

IstraZzivanjem bioloSke vaznosti formacije nakupina u replikacijskom ciklusu tupanvirusa
otkriveno je da tupanvirus moze eksprimirati gen koji kodira za protein koji veZze manozu (engl.
mannose-binding protein; MBP), koji se pokazao kao vrlo vazan ¢imbenik u formaciji nakupina
(Oliveira i sur. 2019b). Taj je protein, u ovom kontekstu, otprije povezan s inhibicijom adhezije
vrste A. castellanii na razne povrsine (Garate i sur. 2005). IstraZzivanja su pokazala da se u ranijim

fazama infekcije tupanvirusom ekspresija gena koji kodira za MBP uvelike povecala, Sto znaci da



se ova ekspresija MBP-a dogada prije formiranja nakupina. S druge strane, slobodna manoza
negativno utjece na ekspresiju gena za MBP i inhibira formaciju nakupina. Ovi su rezultati dokazali
da formiranje nakupina ovisi o viralnoj i stani¢noj ekspresiji gena za receptor za manozu. Inhibicija
ekspresije gena za MBP smanjuje vjerojatnost za interakcijom medu amebama, budu¢i da MBP
inhibira medusobnu adheziju stanica. To je za populaciju ameba vrlo vazno, jer sprjeCava zarazene
stanice u prianjanju na zdrave stanice koje bi zaglavile unutar zarazenih nakupina (Oliveira i sur.
2019b). Ipak, iz perspektive virusa, stvaranje nakupina zaraZzenih stanica povecava virusu $anse za
daljnju replikaciju jer olakSava kontakt s nezarazenim stanicama (Slika 3). Svakako, treba uzeti u
obzir da se ove interakcije dogadaju u vodenom stanistu, tako da je formacija nakupina neobicno
bitna prilagodba na takav okolisS. Moze se reci da se stanice zarazene tupanvirusom ponasaju kao

"zombiji" jer se prihvacaju za zdrave stanice i olakSavaju daljnju infekciju nezaraZenih stanica.
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3. Marseilleviridae

Marseillevirusi su druga otkrivena skupina divovskih virusa. Prvi je marseillevirus, nazvan
Marseillevirus marseillevirus (MsV), izoliran iz vrste A. castellanii iz uzoraka vode uzetih iz
rashladnog tornja u Parizu. Nakon tog otkric¢a, jo§ ih je mnogo opisano u izolatima iz Francuske,
Tunisa, Senegala, Australije, Japana, Malezije, Indije i Brazila (Boyer i sur. 2009). Genom MsV
sastoji se od otprilike 400kb i za veliki dio gena se pretpostavlja da potjecu iz genoma domacina i
njihovih parazita ili simbionata (Oliveira i sur. 2019a). To je jo$ jedan slucaj koji potvrduje da je
stanica amebe zapravo melting pot genske informacije pa je tako mogu¢ nastanak samih divovskih

virusa, Sarolikih i kompleksnih genoma.

3.1. Marseillevirus marseillevirus

Vec je ranije naglaseno da svi poznati divovski virusi u stanicu ulaze fagocitozom i otpustaju
svoju DNA u citosol (Ghigo i sur. 2008). Da bi proces fagocitaze bio pokrenut, ¢estice moraju biti
veli¢ine od preko 500 nm (Arantes i sur. 2016). Marseillevirus marseillevirus (MsV) odlikuje
ikosaedralna kapsida promjera od 190 do 250nm (Colson i sur. 2017). Na povrsini kapside nalaze
se povrsinska vlakna od 12 nm (Boyer i sur. 2009). Iako veli¢ina ¢estice MsV ne doseze potrebnih
500 nm veli¢ine koji su okida¢ za fagocitozu, virus i dalje provodi uspjes$nu replikaciju unutar
stanice domacina $to zna¢i da mora postojati neki drugi mehanizam ulaska virusa u stanicu.
Proucavanjem replikacijskog ciklusa MsV otkriveno je da marseillevirus moze proizvesti divovske
vezikule veli¢ine od 300 do 1 000 nm, koje sadrze i preko 1 000 virusnih Cestica. Vezikule se
razlikuju i po broju membrana koje ih obavijaju. Otkriveno je da membrane vezikula potjecu od
endoplazmatskog retikuluma, a unutarnje membrane virusa od amebalnog endosoma (Arantes i
sur. 2016). Te su divovske vezikule zasluzne za ulazak virusa u replikacijski ciklus preko
fagocitoze (Slika 2). Ovaj mehanizam ulaska virusne Cestice u stanicu domacina je lukava
prilagodba marseillevirusa koji koristi proces nuzan za prehranu ameba, pa tako i njihov Zivot, i
okrece ga u svoju korist. Ovakva vrsta interakcije nije prije zapazena u DNA virusa. Proucavalo se

kako broj membrana unutar vezikula utje¢e na ulazak MsV u stanicu. Iako nije u potpunosti
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istrazeno kako funkcionira proces razgradnje vezikula, pretpostavlja se da se vezikule izgradene
od samo jedne membrane spoje s membranom fagosoma i ispustaju virusne ¢estice u citoplazmu
amebe, dok se u slucaju vezikula s vise membrana, vanjska spoji s fagosomom, a unutarnja se

razgraduje (Oliveira i sur. 2019a).

Zanimljivo je sagledati koja je adaptivna prednost formiranja vezikula kod MsV. Neki RNA
virusi koriste vezikule kao sredstvo bijega od imunoloskog sustava domacina (Altan-Bonnet i Chen
2015). Budu¢i da nije u potpunosti razjaSnjena razina adaptivnosti imunoloskog sustava u A.
castellanii, ostaje otvorena mogucnost da i ova skupina virusa koristi vezikule na taj nacin. U
prilog toj teoriji ide i Cinjenica daje porodica Marseilleviridae ve¢ korelirana s ljudima koje
karakterizira vrlo slozen imunoloski sustav. MsV je vrlo ¢est u okolisnim uzorcima te je predlozeno
da stvaranje vezikula igra vaznu ulogu u o¢uvanju virusa u okoliSu zato $to se inicijacija virusnog
replikacijskog ciklusa dogada puno brze u slucaju vezikula nego u slucaju zasebnih Cestica.
Takoder, virusne Cestice unutar vezikula puno bolje podnose ekstremne temperature. Ciljana
istrazivanja razjasnit ¢e evolucijske ¢imbenike i mehanizme koji su utjecali na razvoj ovog svojstva

u ovog virusa.
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4. Asfarviridae

Jos jedna vrsta slobodno-zivuce amebe poznata je kao domacin za divovske viruse, a to je
Vernamoeba vermiformis (Reteno i sur. 2015; Bajrai i sur. 2016;Abrah&o i sur. 2018; Silva i sur.
2019). Od prije je poznato da ova vrsta zivi i u ljudima, a promatranjem njenog zivotnog ciklusa
otkriven je novi antiviralni mehanizam koji koristi u obrani od infekcije. Virus koji ju inficira je
Faustovirus mariensis, izoliran iz uzoraka vode iz Brazila (Boratto i sur. 2015). lkosaedralna
kapsida mjeri otprilike 190nm, a genom faustovirusa ¢ini kruzna dsDNA od otprilike 460 kb
(Borges i sur. 2019). Nije sigurno spada li faustovirus zapravo u porodicu Asfarviridae ili tvori
novu, zasebnu porodicu, a do odgovora na to pitanje do¢i ¢e se tek uz jo§ istrazivanja njegove

morfologije, raspona domacina, replikacijskog ciklus i genoma (Reteno i sur. 2015).

Otkriveno je da faustovirus moze potaknuti stvaranje plaque-forming units (Cestica koje
stvaraju plak) unutar stanica domacina, a liza stanice je nuzna za rasprostranjivanje virusa (Oliveira
i sur. 2019a). Za razliku od zaraze drugim divovskim virusima, pri zarazi faustovirusom povisena
je razina stvaranja cisti u domacina, ali su 1 unutar citoplazme ciste pronadene Cestice virusa. Virus
uspije inficirati stanicu domacina, ali ne uspije rasprSiti nove virusne Cestice jer su zarobljene
unutar ciste. Ve¢ je spomenuto koliko su serinske proteinaze vazne u procesu formiranja cisti, Sto
u slucaju mimivirusa rezultira regulacijom djelovanja tih enzima da bi se sprijec¢ila formacija cisti
u A. castellanii, buduci da se virus moze replicirati samo u trofozoitima, ali ne i u cistama (Slika4).
S druge strane, Faustovirus mariensis nema mogucnost regulacije faktora koji poti¢u formiranje
cisti, jer se, ¢ak i za vrijeme zaraze, trofozoiti i dalje pretvaraju u ciste. U slucaju zaraze, cista je
preferirani Zivotni oblik amebe, a ovo je prvi zabiljeZeni primjer virusnih Cestica i viroplazmi
zarobljenih unutar ciste. Ipak, otkriveno je da stanice koje su u obliku ciste, a zaraZene
faustovirusom, nisu u moguénosti promijeniti zivotni oblik, odnosno iza¢i iz oblika ciste, a za

faustovirus to znaci i nemogucnost daljnjeg rasprostranjivanja (Borges i sur. 2019).
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Slika 4. Interakcije stanice Vernamoeba vermiformisi faustovirusa prilikom zaraze. Faustovirus
mariensis inficira trofozoite (1) i neke stanice mogu biti lizirane (2). ZaraZene stanice ispustaju faktore
koji poti¢u formiranje cisti (3), tako da okolne stanice, bilo zarazene (4) ili nezaraZene (5), prelaze u oblik
ciste. Faustovirus mariensis ne moze zaraziti ciste (6). Nezarazene stanice mogu izaci iz oblika ciste (7),
ali zarazene stanice ne mogu (8) i tako virusne Cestice i viroplazme ostaju zarobljene unutar ciste $to

smanjuje razinu daljnje disperzije virusa. (Preradeno iz Oliveira i sur. 2019a)
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5. Virofagi

Godine 2008. u vrste A. polyphaga otkrivena je ¢estica klasificirana kao virofag, a nazvana
je Sputnik 1. Otkriven je kako inficira viroplazme mamavirusa, koji je bliski srodnik AMPV-u, a
djeluje tako da prekida DNA replikaciju i biogenezu kapside (La Scola i sur. 2008). U tijeku su
rasprave oko klasifikacije virofaga, ali veliki dio znanstvenika smatra da bi trebali biti klasificirani
kao satelitni virusi (Krupovic i Cvirkaite-Krupovic 2011; Blanc i sur. 2015; Koonin i Krupovic
2017), koje karakterizira njihova ovisnost o virusu pomagacu. S druge strane, Sputnik se moze
proglasiti i virusom buduci da kodira faktore ukljucene u virusnu replikaciju (La Scola i sur. 2008).
Clanovi skupine virofaga koji su do sad otkriveni podjeljeni su u dva roda, sputnikvirus i mavirus,
a svrstani su u porodicu Lavidaviridae. Prvi od navedenih sadrzi dvije vrste, APMV-dependent
sputnik virophage i APMV-dependent zamilon virophage, a drugi samo jednu vrstu, koja parazitira
na viroplazmama Cafeteria roenbergensis virusa (CroV) (Krupovic i sur. 2016). Na virofagima

sputnik, zamilon i mavirus provedena su opsezna istrazivanja o replikaciji virofaga.

Istrazivanja na amebama inficiranima mimivirusima pokazala su da virofag sputnik moze
parazitirati na svim virusima koji spadaju u skupinu Mimiviridae, ali ne i onima iz skupine
Marseilleviridae (Gaia i sur. 2013). Velicina Cestice ovog virofaga mjeri oko 50nm, a genom se
sastoji od 18 343 bp kruzne dsDNA i sadrzi 21 preklapaju¢u ORF (engl. open reading frame) regiju
koja kodira za ¢imbenike u DNA replikaciji (La Scola i sur. 2008). Cetiri od 21 ORF regije
homologne su genima u APMYV (La Scola i sur. 2008; Gaia i sur. 2013). Genom sputnika sadrzi i
gen za integrazu, §to znaci da ima alata koji mu omogucuju ugradnju u genom (La Scola i sur.

2008).

Virofag zamilon otkriven je zajedno s Montl mimivirusom u uzorcima tla iz Tunisa, a
svrstan je u rod Sputnikvirus (Boughalmi i sur. 2013; Gaia i sur. 2014). Genom mu se sastoji od 17
276 bp i kodira za 20 gena, a, iako ima 76% sli¢nosti izmedu genoma zamilona i sputnika, razlikuju
se linije virusa na kojima mogu parazitirati (Gaia i sur. 2014). Otkriveno je da linije mimivirusa,
koje su otporne na infekciju zamilonom, u genomu imaju ponavljajuée sekvence genoma zamilona,
a imenovane su MIMIVIRE, prema engleskoj kratici za mimivirus virophage