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Review

Wirus pryszczycy i jego budowa molekularna
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Paprocka G.
Foot-and-mouth disease virus and its molecular structure

Summary

Foot-and-mouth disease virus (FMDYV) is an important animal pathogen that belongs to the Aphthovirus
genus of the Picornaviridae family and infects cattle and other cloven-hoofed animals. Seven serotypes (A, O,
C, Asial, SAT1, SAT2 and SAT3) have been identified serologically, and multiple subtypes occur within each
serotype. FMDV enters cells by receptor-mediated endocytosis. By electron microscopy the FMD virion
appears to be a round particle with a smooth surface and a diameter of about 25 nm. The FMD viral particle
contains a positive-strand RNA genome of about 8500 nucleotides, enclosed within a protein capsid. The virus
capsid is made up from 60 copies each of four virus-encoded proteins VP1 to VP4. The FMDV genome is
composed of the 5’ non-translated region (S’NTR), the coding region, and the 3° non-translated region (3’NTR).
The genome encodes a single polyprotein, from which the different viral polypeptides are derived by viral
proteases. FMDYV populations are genetically and anti-genetically heterogeneous. FMDYV have very high

mutation rates.
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Wirus pryszczycy (foot and mouth disease virus —
FMDV) jest pierwszym, wykrytym przez Loefflera
1 Froscha w 1897 r. wirusem ssakow, tak wigc od nie-
go zaczeta sig wirusologia zwierzat i ludzi (34). FMDV
nalezy do rodziny Picornaviridae, rodzaju Aphtho-
virus, wystepuje w siedmiu serotypach: A, O, C, Asia 1,
SAT 1, SAT2 1 SAT3, wsrdd ktorych istnieje wiele
podtypow (29). Wirus pryszczycy jest patogenem byd-
ta, Swin, owiec, koz oraz innych podatnych zwierzat
parzystokopytnych Infekcja nastepuje przewaznie
przez blony §luzowe goérnych odcinkéw przewodu
pokarmowego i uktadu oddechowego. Miejscem pier-
wotnego namnazania si¢ wirusa jest jama nosowo-
-gardtowa, skad droga limfy i krwi wirus dociera do
wszystkich tkanek organizmu zwierzgcia. In vitro na-
mnaza si¢ we wrazliwych hodowlach komérkowych,
do ktérych naleza pierwotne hodowle komorek tarczy-
cy cielecej, nerki $winskiej, cielgcej, jagnigcej oraz
ciagle linie komorkowe BHK-21, IB-RS-2. Synteza
komponentoéw wirusa ma miejsce w cytoplazmie (30).
Whikanie wirusa do komodrek zachodzi na drodze en-
docytozy receptorowe;j. Proces ten uwarunkowany jest
obecnoscia biatka VP1 na jego zewngtrznej powierzch-
ni. W bialku tym, wysoce konserwatywna dla wszyst-
kich serotypow FMDYV sekwencja reszt aminokwaso-
wych RGD (Arg-Gly- Asp) zlokalizowana w najbar-
dziej zroznicowanej czesci biatka VP1, czyli na petli
G-H, odpowiada za wiazanie si¢ wirusa z powierzch-
nlqkomorkl (1, 23). Wyniki do§wiadczen szeregu grup

badawczych wykazaty obecno$¢ receptorow po-
wierzchniowych komérki, z ktérymi na zasadzie ad-
hezji wiaze si¢ VP1. Receptory te naleza do duzej
rodziny spokrewnionych ze soba bialek nazwanych
integrynami. Zidentyfikowane receptory integrynowe
wiazace sekwencje RGD wirusa pryszczycy to integ-
ryny avf,, avp,, avp iavp (13, 22, 24). Wirus oka-
zat sig niezdolny do rozpoznawania receptora avﬁ
(12). Natomiast Jackson i wsp. udokumentowali, ze
wstepny kontakt wirusa z komoérka odbywa sig za po-
$rednictwem siarczanu heparyny (HS) umiejscowio-
nego na jej powierzchni (21).

FMDYV pod mikroskopem elektronowym ma postac
kulistej czasteczki o gladkiej powierzchni 1 $rednicy
okoto 25 nm. Dojrzaty wirion nie posiada otoczki, ma
wskaznik sedymentacji 140S 1 mas¢ czasteczkowa
okoto 8,08 x 10° Da. W dwudziestosciennym kapsy-
dzie utworzonym z 60 kopii kazdego z czterech biatek
strukturalnych VP1(1D), VP2(1B), VP3(1C) i VP4
(1A) zlokalizowana jest pojedyncza ni¢ RNA o do-
datniej polarnosci (ss(+)RNA), masie czasteczkowe;j
okoto 2,6 x 10° Da, stanowiaca material genetyczny
wirusa. RNA jest matryca do syntezy pojedynczego
biatka, ktdre jest nastgpnie rozszczepiane do odpowied-
nich bialek funkcjonalnych. Wirus pryszczycy jest jed-
nym z pierwszych wirusow zwierzgcych, ktorego struk-
tur¢ na poziomie molekularnym wyjasniono metoda
krystalografii rentgenowskiej. Trzy biatka struktural-
ne VP1, VP2, VP3 sa eksponowane na powierzchni
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wirionu, natomiast VP4 jest bialkiem wewnetrznym,
ukrytym w kapsydzie (16, 34, 35).

Organizacja i ekspresja genomu

Genomowy RNA sktada si¢ z okoto 8500 nukleoty-
dow (nt). Zawiera pojedyncza ramke odczytu (open
reading frame — ORF) otoczona dwoma rejonami nie-
kodujacymi na koncach 5’(non translated region —
5’NTR) oraz 3’(non translated region — 3’NTR). Ko-
niec 5’jest kowalencyjnie potaczony z matym biatkiem
VPg, wystepujacym w trzech réznych typach poprzez
wiazanie fosfodiestrowe z O*-(5’-urydylo)tyrozyna,
natomiast 3’NTR jest zakonczony sekwencja poli(A)
(ryc. 1).

5 NTR
«—

1A
(VP4) 2A 3B
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Rejon 3’NTR obejmuje krotki, okoto 87-nukleoty-
dowy odcinek RNA zwinigty w specyficzna petle, za-
konczony sekwench poli(A) o zmiennej dhugosci.
w Wymku Zamlany 3’NTR wirusa pryszczycy na ten
sam rejon wirusa choroby pqcherzykowej $win uzys-
kano genom nieaktywny co sugeruje, ze 3’NTR jest
swoisty dla kazdego z pikornawiruséw (38). 3’NTR
bierze udzial w replikacji genomu, ponadto pojawily
si¢ interesujace doniesienia o zaangazowaniu konca
3’ w procesie translacji (27, 33).

Dhuga ramka odczytu (ORF) koduje pierwotna po-
liproteing o masie czasteczkowej 260 kDa, zlozona
z 2332 aminokwaséw, ktéra pod wptywem dziatania
proteaz rozpada si¢ na cztery podstawowe produkty:

L, P1-2A, 2BC, P3. Podlegaja one
dalszym przemianom enzymatycz-
nym, w wyniku ktorych powstaja po-
»ntr  Srednie, a nastepnie dojrzale, struktu-

VPg

A ralne i niestrukturalne biatka wiruso-

3D

Ryec. 1. Schemat struktury genomu FMDV

Dhugi rejon 5’NTR zbudowany z okoto 1300 nt
spelnia wazna role w procesach translacji oraz repli-
kacji RNA (16, 35). Elementem funkcjonalnym tego
rejonu jest fragment S, uktadajacy si¢ w dhuga petle,
ktéry zawiera okolo 360 nt. Poprzez analogie do in-
nych pikornawiruséw mozna sadzi¢, ze odgrywa on
rol¢ w utrzymaniu stabilno$ci genomu oraz w proce-
sie wigzania biatek bioracych udziat w replikacji (2,
19, 32). Istnieja rOwniez sugestie, ze element ten ma
wplyw na patogennos$¢ wirusa, jednak brak bezposred-
nich dowodow na ich poparcie (5). Za fragmentem S
znajduje si¢ obszar poli(C) ztozony z ponad 100 nt
(90% C, niewielkie ilosci U i A). Jego wielkos¢ jest
niezwykle zréznicowana; zaobserwowano, ze wzra-
sta wraz z iloscia pasazy wirusa w hodowlach komor-
kowych, w jednym przypadku wynosita nawet ponad
400 nt (14). Nastepnie pojawiaja sig struktury pseudo-
wezta (pseudoknot structures) o nieznanej funkcji, kto-
re poprzedzaja istotny dla replikacji genomowego RNA
element cre o strukturze szpilki do wlosow (hairpin
structure), z konserwatywnym motywem AAACA
w obrgbie petli. U innych pikornawiruséw ta drugo-
rzedowa struktura znajduje si¢ w rejonie ORF (28).
Pomigdzy cre a ORF wystepuje sekwencja— IRES (in-
ternal ribosome entry site) sktadajaca si¢ z okoto 450
nukleotydow, odpowiedzialna za wigzanie rybosomow
1 inicjacj¢ translacji. Struktury IRES u pikornawiru-
sow zawieraja charakterystyczny motyw Y -X -AUG
{box A}, gdzie Y oznacza rejon bogaty w pirymidy-
ny, X — rejon odd21elajqcy od kodonu startowego
AUG {box B} o dtugosci 15-25 nukleotydow. Box B
jest miejscem inicjacji translacji u afto- 1 kardiowiru-
sOw (IRES typu II). Réznice w strukturze drugorze¢do-
wej oraz w polozemu miejsca inicjacji translacji po-
zwolily na wyrdznienie wérod pikornawiruséw trzech
grup IRES (26).

we (7,16, 35) (tab. 1). Pierwotne roz-
szczepienia proteolityczne pikornawi-
rusow zachodza przy udziale proteaz
kodowanych przez wirusy i sa wyjatkowo szybkimi
reakcjami prowadzonymi in cis. Wtdrne podziaty uwa-
zane sa za kombinacjg in cis oraz in trans. Reakcje in
trans wykazuja mniejsza szybkos¢ i wigksza zaleznosc¢
od sekwencji otaczajacych miejsce cigcia proteolitycz-
nego (20). Genom FMDYV koduje dwie proteazy 3Cre
1 LP* odpowiedzialne za wysoce specyficzng i regulo-
wang proteolizg poliproteiny. Kontroluja one takze
powstawanie roznych bialek o odmiennej aktywnosci
1 funkcji. Celem ich dziatania moga by¢ réwniez bial-
ka komorkowe. Badania wykazaty genetyczna hetero-
gennos¢ tych proteaz. Rejony genomowe 3CP™ oraz
Lre wiruséw serotypow SAT1, SAT2 1 SAT3 z potud-
niowej Afryki rdznia si¢ nie tylko od serotypow euro-
pejskich A, O, C, ale rowniez od pochodzacych z Afry-

Tab. 1. Charakterystyka bialek FMDYV (7, 16, 35)

Lp. Biatko ami#(i::(zvl::séw Masa (kDa)
1 VP1 212 23,267
2 VP2 218 24,669
3 VP3 221 24,323
4 VP4 81 8,480
5 L 205 24,367
6 2A 16-18 -

1 2B 154 16,255
8 2C 318 35,892
9 3A 153 17,355

10 3B 23-24 2,604
1 3C 213 23,012
12 3D 470 52,760

Objasnienia: poz. 1-4 biatka strukturalne, 5-12 — niestrukturalne
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ki wschodniej (40). Proteaza 3C, odpowiedzialna za
wigkszo$¢ cigé poliproteiny, nalezy do grupy proteaz
cysteinowych, ktorych centrum katalicznym sa sasia-
dujace ze soba reszty cysteiny 1 histydyny. 3C"™ prze-
cina takze biatko komorkowe histon H3 oraz uczest-
niczy w zakonczeniu transkrypcji (6).

Pierwszym biatkiem, liczac od kofca aminowego
poliproteiny, jest proteaza L, ktora katalizujac wtasne
odcinanie, inicjuje podzial poliproteiny przez odsepa-
rowanie si¢ od P1-2A. LP™ dokonuje rowniez cigcia
biatka p220, sktadnika kompleksu komorkowego elF-4F,
co prowadzi do zatrzymania syntezy biatek komorko-
wych (8). Oddzielenie biatka P1-2A od reszty tancu-
cha jest przeprowadzane przez oligopeptyd 2A skta-
daJ acy SIQ z 19 aminokwasow. Oligopeptyd 2A wyko-
nuje cigcie na swoim koncu karboksylowym, pozosta-
jac przytaczonym do rejonu P1-2A, od ktoérego jest
odcinany przez 3Cr w p(')iniejszym etapie. P1 jest
prekursorem biatek kapsydowych 1AB(VP0), 1C(VP3)
1 ID(VP1). Proces montazu wirionu obejmuje wytwo-
rzenie form protomerowych, pentamerowych i skoru-
py kapsydu, do ktorej pakowany jest genomowy RNA.
W koficowym etapie dojrzewania wirionu nastgpuje
rozszczepienie biatka VPO pomigdzy resztami Asp-Ser
z wytworzeniem biatek VP4 i VP2, prowadzace do
powstania infekcyjnej formy wirionu uwalnianego
w wyniku lizy komérki (36, 37). Produkty 2BC i P3
sa prekursorami bialek niestrukturalnych. 2BC oraz
biatka pochodne 2B i 2C naruszajac homeostaze we-
wnatrzkomérkowa, wpltywaja na zwigkszenie prze-
puszczalnosci blony komorkowej 1 szybkie uwolnie-
nie potomnych czastek wirusa. Sugeruje si¢ rowniez,
ze 2C uczestniczy w enkapsydacji wirusa i formowa-
niu jego czastek. Cigcia proteolityczne P3 prowadza
do powstania bialek posrednich 3AB 1 3CD, a nastep-
nie finalnych, odpowiednio, 3A, 3B(VPg), proteazy
3C i polimerazy RNA (3D). Biatko 3A powoduje
zahamowanie sekrecji biatek komdrkowych oraz eks-
presji MHC klasy I, natomiast biatka VPg oraz 3D biora
bezposredni udziat w syntezie wirusowego RNA. VPg
jest urydylowane przez polimeraz¢ RNA, a powstaja-
ce w wyniku tej reakcji biatko VPg-PU(pU) staje sig
starterem do inicjacji syntezy RNA. Odkrycie struktu-
ry cre umozliwilo poznanie mechanizmu urydylacji
VPg oraz zdolnosci polimerazy do odr6znienia RNA
wirusowego od komorkowego. Element cre jest czyn-
nikiem stymulujacym in cis reakcje urydylacji. Wszyst-
kie serotypy wirusa pryszczycy posiadaja podobna or-
ganizacjg genetyczna (3, 31).

Zmienno$¢ antygenowa

Wystgpowanie siedmiu serotypow FMDV oraz wie-
lu podtypow utrudnia diagnostyke laboratoryjna, pro-
dukcje skutecznych szczepionek i ich kontrolg. Wiru-
sy RNA, a wirus pryszczycy w szczegolnosci, wyrdz-
niaja si¢ tendencja do szybkiej zmiennosci, czgstos$¢
mutacji podczas replikacji genomowego RNA wyno-
si 107 do 107°. Roznice pomigdzy oryginalnym geno-
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mem macierzystym a pochodnymi wynosza od 0,1 do
10 pozycji zasad. Wirusowe RNA-zalezne polimera-
zy RNA nie posiadaja aktywnosci korekcji biedow
replikacyjnych. Populacje RNA wirusow skfadaja sig
zr6znych wariantow qua51 -gatunkow. MutaCJe prowa-
dzace do genetycznego i antygenowego zroznicowa-
nia FMDV pojawiaja si¢ i utrwalaja bardzo szybko, sa
to naJ czesdciej mutacje punktowe, rzadziej delecje 1 in-
sercje (11, 18). Zmiany mutacyjne moga powstawac
na catej dtugosci genomu, jednak wigkszo$¢ tych zmian
dotyczy regionu kodujacego strukturalne biatka kap-
sydu, zwlaszcza biatka VP1 i prowadzi do zmiany
antygenowej. Zmiennos¢ antygenowa FMDV w wa-
runkach terenowych wzrasta z uptywem czasu i jest
prawdopodobnie rezultatem selekcji spowodowanej
presja immunologiczng wywierang na wirus przez za-
kazone lub szczepione zwierzeta (10, 17). Mutacje
powoduj ace zmiany w strukturze biatek kapsydu moga
réwniez powstawaé¢ w wyniku pasazowama FMDV
w hodowlach komoérkowych, czyli bez presji immu-
nologicznej (9, 15). Ponadto stwierdzono wystepowa-
nie rekombinacji RNA in vitro wsréd homologicznych
szczepOw wirusowych namnazanych w hodowlach
komorkowych. Wezesniejsze badania wykazaty, ze
rekombinacja dotyczy regionow genomu kodujacych
biatka niestrukturalne, ale nowsze sugeruja, ze wyste-
puje w regionie kodujacym biatka kapsydu i wspot-
uczestniczy w powstawaniu genetycznej réznorod-
nosci wirusoOw w terenie (25, 39).

Antygenowe miejsca na powierzchni wirionu zostaty
zidentyﬁkowane 1 opisane u pigciu z siedmiu seroty-
pow FMDV, z wyj qtklem SAT11SAT3. Serotypy moga
zawiera¢ co najmniej cztery miejsca antygenowe zlo-
kalizowane w biatkach strukturalnych VP1, VP21 VP3.
Glowne miejsce antygenowe u wszystkich serotypow
jest usytuowane w obrebie petli G-H biatka VP1 (4).

W ciagu ostatnich lat obserwuje sig¢ niezwykty po-
step w rozwoju technik badawczych opartych na bio-
logii molekularnej, ktory pozwolit na lepsze poznanie
czynnika etiologicznego pryszczycy. Na podstawie naj-
nowszej wiedzy o wirusie sa opracowywane nowe
testy diagnostyczne oraz technologie nowoczesnych
szczepionek, ktore przyczyniaja si¢ do doskonalenia
strategii zapobiegania i zwalczania pryszczycy na §wie-
cie.
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