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Summary

The helper component-proteinase (HC-Pro) encoded by plant viruses repre-
senting the genus Potyvirus (family Potyviridae) is involved in several important
viral life processes, including aphid transmission, systemic movement and sup-
pression of post-transcriptional gene silencing. Some of the viruses belonging
to the genera Ipomovirus, Rymovirus and Tritimovirus in the family Potyviridae
have been demonstrated to produce HC-Pro homologues that are likely to be
engaged in vector transmission of these viruses alone. In this paper, the current
knowledge of the structure, main functions and molecular mechanisms of the
HC-Pro proteins encoded by viruses from the family Potyviridae is presented.
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1. Wstep

Informacja zawarta w genomie wiruséw jest niewielka na tle
potrzeb zwigzanych z realizacjg cyklu zyciowego tych patoge-
néw. Wirusy roslinne majg zwykle nie wiecej niz 10 genéw od-
powiedzialnych za transkrypcje, replikacje i transport czgstek
wirusowych w roélinie. W procesie infekcji muszg one zatem
modyfikowac niektore wiasciwosci komorek rosliny-gospodarza.
W tym celu niezbedne jest skorelowanie funkgcji biatek wirusa
z funkcjami biatek rosliny (1,2). Z kolei rozprzestrzenianie sie
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wirusa, warunkujace jego przetrwanie w naturze, wymaga dodatkowo powinowac-
twa bialek wirusa do specyficznych receptoréw komoérkowych rozlokowanych giow-
nie w przewodzie pokarmowym owada-wektora (3). Realizacja tak r6znorodnych za-
dan przy niewielkiej puli genowej jest mozliwa dzieki wielofunkcyjnos$ci biatek wi-
rusowych. Wielofunkcyjnos$¢ charakteryzuje zaréwno biatko kapsydu (CP) (4) jak
i niektore biatka niestrukturalne.

Wsroéd niestrukturalnych biatek wiruséw roslinnych niezwykia wszechstronnos-
cig wyréznia sie HC-Pro (ang. helper component-proteinase), kodowane przez wirusy
z rodzaju Potyvirus. Wirusy te przenoszone sg przez mszyce w sposob niekrgzenio-
wy, nietrwaly, a typowym przedstawicielem rodzaju jest wirus Y ziemniaka (PVY,
ang. Potato potyvirus Y). Rodzaj Potyvirus jest najwieksza grupa taksonomiczng
w obrebie rodziny Potyviridae. Jest on zarazem jednym z najliczniej reprezento-
wanych rodzajow wiruséw roslinnych zawierajgcych genom RNA. Genomem jest
jednoniciowy (+) RNA, wielkosci okoto 10 kb, ktéry wraz z biatkiem kapsydu two-
rzy wirion o dtugosci 650-900 nm i Srednicy 11-15 nm. Genom koduje polipeptyd
prekursorowy, ktéry jest nastepnie rozcinany przez trzy proteazy wirusowe (P1,
HC-Pro i Nla-Pro) na 10 biatek: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, Nla-Pro, NIb i CP,
niezbednych w cyklu zyciowym wirusa (5,6) (rys. 1). Oprécz rodzaju Potyvirus, do
rodziny Potyviridae zalicza sie aktualnie jeszcze pie¢ rodzajow wiruséw: Macluravirus
(wektor — mszyce, ale od wiruséw z rodzaju Potyvirus r6znig sie dlugoscia wirio-
nu i niektérymi wiasciwosciami molekularnymi), Ipomovirus (wektor — maczlik
szklarniowy), Rymovirus i Tritimovirus (wektor — roztocze), oraz Bymovirus (wektor
— plazmodioforowce pasozytujgce na korzeniach roslin). W odréznieniu od in-
nych przedstawicieli Potyviridae, wirusy z rodzaju Bymovirus maja dwudzielny ge-
nom (RNAT i RNA2) (7) (rys. 1). Jednym z dwoch produktéw RNA2 jest biatko P1,
zawierajgce domene proteinazy podobng do odpowiedniej domeny biatka HC-Pro
wiruséw z rodzaju Potyvirus.

Produkty genu HC-Pro wiruséw z rodzajow Rymovirus i Tritimovirus, a takze wiru-
sa fagodnej plamistos$ci batatu (SPMMV, ang. Sweet potato mild mottle virus), typowe-
go przedstawiciela rodzaju Ipomovirus, s3 uwazane za homologi biatek HC-Pro indu-
kowanych przez wirusy z rodzaju Potyvirus. Dotychczasowa wiedza na temat ich me-
chanizméw i funkgji jest jednak niewielka. Sekwencji kodujacej HC-Pro nie zawiera
natomiast, co jest do$¢ zaskakujace, genom wirusa zétkniecia nerwéw ogorka
(CVYV, ang. Cucumber vein yellowing virus), zaklasyfikowanego do rodzaju Ipomovirus dzieki
bliskiemu pokrewienstwu z SPMMV (8). Nie ma jej rowniez dwudzielny genom wiru-
séw z rodzaju Bymovirus. Dotychczas nie wiadomo czy genom wiruséw z rodzaju
Macluravirus zawiera gen HC-Pro, bowiem petna sekwencja nukleotydéw nie zostala
jeszcze poznana.

Bialko HC-Pro zostato pierwotnie zidentyfikowane jako czynnik niezbedny
W procesie przenoszenia wiruséw z rodzaju Potyvirus przez mszyce (9). Koncepcja
zaktadajaca udziat HC-Pro w przytwierdzaniu wirionéw wirusa z rodzaju Potyvirus
do tkanki przedniego odcinka uktadu pokarmowego mszycy zostata ponad 20 lat

BIOTECHNOLOGIA 4 (79) 140-156 2007 141



Jerzy Syller

Potyvirus
6K1 Nla-Pro

_u
Bymovirus

6K1 6K2  Nla-Pro

t1 ftt ot t

RNA2 m P P2 P
T

Rys. 1. Organizacja genomu wiruséw z rodzajow Potyvirus i Bymovirus. Genom koduje polipeptyd
prekursorowy, ktéry jest nastepnie rozcinany przez proteazy wirusowe na 10 bialek, w tym HC-Pro
(Potyvirus), lub 8 biatek (Bymovirus, RNA1). Miejsca ciec¢ sg oznaczone strzatkami. Produktem RNA2 wiru-
sow z rodzaju Bymovirus sa dwa biatka. Biatko P1 zawiera domene proteinazy, podobng do odpowiedniej
domeny HC-Pro wiruséw z rodzaju Potyvirus.

po6zniej sformufowana jako tzw. hipoteza mostkowa (ang. bridge hypothesis) (10).
W dalszych pracach okreslono (jakkolwiek jeszcze nie w pefni) molekularne
podtoze funkcjonowania HC-Pro jako mediatora wspotdziatania wirusa z wekto-
rem.

Wielofunkcyjny charakter biatka HC-Pro rozpoznano w latach 90. ubiegtego stu-
lecia. Okazato sie, ze oprécz zasadniczej roli w przenoszeniu wirusa przez mszyce,
HC-Pro jest istotnym czynnikiem kontrolujagcym tak wazne etapy cyklu zyciowego
patogena, jak replikacja oraz transport miedzykomorkowy i dtugodystansowy (11,12).
Posiada ono rowniez zdolno$¢ modyfikowania nasilenia objawéw wywotanych in-
fekcja wirusowg. Ponadto, niezwykle waznym zadaniem HC-Pro jest zaklocanie funk-
cjonowania mechanizmoéw obronnych rosliny poprzez tlumienie potranskrypcyjne-
go wyciszania genow (PTGS, ang. posttranscriptional gene silencing) (13-15). Istotny
postep w rozpoznawaniu roli HC-Pro w przemieszczaniu wirusa w roslinie i supresji
PTGS zostal osiagniety dopiero w ostatnich 3-4 latach.

Biatko HC-Pro kontroluje praktycznie wszystkie najwazniejsze etapy cyklu zycio-
wego wirusow reprezentujgcych rodzaj Potyvirus. Jest ono zatem atrakcyjnym mode-
lem do zaprezentowania réznych form wzajemnego oddziatywania wirusa, rosliny
i wektora. Z kolei mozliwos$¢ prowadzenia badan na poziomie molekularnym otwie-
ra nowe perspektywy dla rozwoju strategii biotechnologicznych stuzgcych ograni-
czaniu skutkéw choréb wywotywanych przez choroby wirusowe.
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2. Struktura biatka HC-Pro

Przy uzyciu metod ukierunkowanej mutagenezy skonstruowano rézne warianty
genu kodujacego biatko HC-Pro wiruséw z rodzaju Potyvirus. Na podstawie analizy
mutacyjnej umozliwiono juz w polowie lat 90. minionego stulecia rozpoznanie
trzech regionéw biatka odpowiedzialnych za rézne jego funkcje. Zadania regionu
N-koncowego wigzg sie z przenoszeniem wiruséw przez wektory, wirulencja, ampli-
fikacja genomu i akumulacjg wirusa (16-18). Region centralny kontroluje transport
dlugodystansowy wirusa oraz podtrzymywanie replikacji (19,20). Z kolei region
C-koncowy, wykazujacy wiasciwosci proteinazy cysteiny (21), ma udziat w miedzy-
komoérkowym transporcie wirusa (22).

Na podstawie otrzymanych wynikow w pierwszych badaniach nad strukturg
bialek HC-Pro PVY i wirusa pstro$ci nerwow tytoniu (TVMV, ang. Tobacco vein mot-
tling virus) (23), a p6zniej wirusa mozaiki rzepy (TuMV, ang. Turnip mosaic virus) (24)
wykazano, ze sg one oligomerami (rys. 2) i przypuszczalnie wystepuja w formie di-
merow lub nawet trimeréw, o ciezarze czgsteczkowym 100-150 kDa. Dla potwier-
dzenia struktury oligomerycznej HC-Pro niezbedne byto wykazanie, ze czasteczki
mogag reagowac same z sobg (ang. self-interaction). Zastosowanie drozdzowego sys-
temu dwuhybrydowego do zmapowania domen zaangazowanych w te interakcje nie
dostarczyto jednak spodziewanych dowodow. W zaleznos$ci bowiem od warunkow
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Rys. 2. Model strukturalny biatka HC-Pro kodowanego przez wirusy z rodzaju Potyvirus. Monomer
biatka ma wydtuzony ksztalt i zawiera dwie domeny (1 i 2), usytuowane na koncach molekuty. W wyniku
interakcji miedzy domenami 1 i 2 dwéch monomeréw ustawionych w odwrotnym potozeniu powstaje
dimer. Dimery moga faczy¢ sie, tworzac tetramery i heksamery.
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Rys. 3. Model HC-Pro, taczacy strukture biatka z jego wielofunkcyjnoscig. (a) HC-Pro skiada sie
z trzech zasadniczych regionéw, odpowiedzialnych za r6zne funkgje biatka. (b) Rozmieszczenie sekwen-
¢ji aminokwas6w kontrolujacych przytaczanie HC-Pro do tkanki wektora, RNA i kapsydu wirusa. (c) Naj-
wazniejsze biologiczne funkcje réznych regionéw biatka. Przenoszenie wirusa przez mszyce jest kontro-
lowane gléwnie przez N-koficowy motyw KITC, ale strzatka wskazuje, ze proces ten jest wspomagany
przez motyw PTK.

doswiadczalnych, na podstawie wynikéw analiz wskazywano na udziat w reakgji tyl-
ko regionu N-koncowego HC-Pro (25) lub udzial zaré6wno regionu N- jak i C-konco-
wego (26). Potwierdzenie, ze rozpuszczalng formg HC-Pro jest rzeczywiscie dimer
(rys. 2), uzyskano dopiero niedawno w badaniach nad biatkiem wirusa mozaiki
safaty (LMV, ang. Lettuce mosaic potyvirus) z zastosowaniem wigzan krzyzowych (ang.
cross linking), w ktorych poréwnano dziki typ HC-Pro zawierajacy sekwencje His Tag
(hisHC-Pro) z formg zmutowang biatka z wprowadzong delecjg w regionie N-konco-
wym (hisAHC-Pro) (27). Analizujgc wyniki tych badan wskazywano ponadto na mozli-
wos$¢ wystepowania HC-Pro w postaci tetrameréw (dimer x dimer). Stwierdzono, ze
reakcja dimeréw ze sobg odbywa sie pod kontrola centralnego oraz C-koncowego
regionu biatka. Zastosowanie dwuwymiarowej (2D, ang. two-dimensional) projekgji
krysztatéw biatek rekombinowanych uzyskanych na jednowarstwowych podtozach
lipidowych umozliwito zaprojektowanie modelu HC-Pro LMV, taczacego strukture
biatka z jego wielofunkcyjnoscia (27) (rys. 3). Hipotetyczne HC-Pro ma ksztatt wydtu-
zony i zawiera dwie strukturalne domeny, oznaczone jako 1 i 2. Z mapy hisHC-Pro
wynika, ze biatko uzyskuje forme tetrameru w zwigzku z wzajemnym oddziatlywa-
niem domen 1. W domenie tej usytuowany jest N-koniec, ktory odgrywa podsta-
wowa role w przenoszeniu wirusa przez mszyce. W obrebie C-konica domeny 1 znaj-
duje sie swoisty region, ktorego przypuszczalng funkcjg jest sprzeganie domen
11i 2. Jest on prawdopodobnie oddzielng domena, kontrolujacg amplifikacje geno-
mu, przemieszczanie wirusa, przytaczanie HC-Pro do biatka kapsydu oraz wycisza-
nie RNA (27).

Ostatnio, uzyteczng metoda umozliwiajgcg poznanie budowy HC-Pro okazat sie
pomiar szybkoS$ci sedymentacji. W przeprowadzonej analizie wykazano, ze ponad
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50% HC-Pro wirusa wzerkowej plamistosci tytoniu (TEV, ang. Tobacco etch virus)
miato forme dimeru, ponad 20% — tetrameru, a reszte stanowily heksamery, a na-
wet oktamery (28). Poniewaz podobny stopien oligomeryzagcji stwierdzono dla hisHC-Pro
LMV, tworzenie oligomeréw mozna — zdaniem autorow — uznaé za wtasciwos¢
cechujacg biatka HC-Pro wiekszosci wirusow z rodzaju Potyvirus (28). Doktadniejsze
scharakteryzowanie HC-Pro TEV bylo mozliwe dzieki zastosowaniu mikroskopu elek-
tronowego przystosowanego do ogladania pojedynczych czgsteczek, w powigzaniu
z tréjwymiarowa (3D, ang. three-dimentional) rekonstrukcja krysztatu (28). Okazato
sie, ze wydiuzony monomer zdolny do formowania dimerycznej struktury hisHC-Pro
TEV bardzo przypomina ksztattem element strukturalny hisHC-Pro LMV, scharakte-
ryzowany wczesniej na podstawie projekcji 2D (27). Opisane zatem koncepcje struk-
tury HC-Pro wzajemnie sie potwierdzaja i uzupetniajg. R6znig sie jednak dos¢ istot-
nie w kwestii wspotdziatania domen. W modelu zaproponowanym na podstawie
projekcji 2D (27) biatko uzyskuje strukture tetrameru w efekcie wspotdziatania do-
men 1, co oznacza, ze domeny 2 tez sg ze sobg w bliskim kontakcie. Natomiast
w koncepgji struktury HC-Pro bazujacej na projekcji 3D (28) przyjeto zatozenie, zZe
monomery w parach ustawione sg w odwrotnym potozeniu (rys. 2), czyli ze wspél-
dziatajg ze sobg ré6zne domeny (1 i 2). Na razie przyczyny tej rozbieznoSci nie sa
znane, ale mozna sie spodziewac, ze w niedtugim czasie bedg one wyjasnione, a hi-
poteza na temat struktury HC-Pro zostanie poddana weryfikacji.

Forma oligomeru moze okazac¢ sie wsp6lng wlasciwoscia wszystkich biatek HC-Pro
kodowanych przez wirusy z rodziny Potyviridae. Stwierdzono bowiem, przy zasto-
sowaniu m.in. drozdzowego systemu dwuhybrydowego, ze czasteczki HC-Pro wiru-
sa smugowatej mozaiki pszenicy (WSMV, ang. Wheat streak mosaic virus), typowego
przedstawiciela rodzaju Tritimovirus, reagujg same z sobg (29), a przeciez efektem
tego typu reakcji jest tworzenie sie dimeréw lub nawet oligomerow.

3. Funkcje biatka HC-Pro w przenoszeniu wiruséw przez wektory

Przylaczanie sie czastek wirusa z rodzaju Potyvirus do przedniego odcinka prze-
wodu pokarmowego mszycy-wektora za posrednictwem biologicznie aktywnego
biatka HC-Pro (rys. 4) jest procesem odwracalnym. W sposéb naturalny mszyca po-
biera HC-Pro i czastki wirusa rownoczes$nie, wraz z sokiem zakazonej rosliny. W ba-
daniach z zastosowaniem sztucznych pozywek wykazano jednak, ze podanie mszy-
com najpierw preparatu oczyszczonego HC-Pro, a p6Zniej preparatu oczyszczonego
wirusa rowniez zapewnia efektywne jego przenoszenie (10). W konsekwencji ozna-
cza to, ze bialko HC-Pro pobrane przez mszyce z komorki zakazonej rosliny jest
zdolne wspomagac przenoszenie nie tylko wirionéw znajdujacych sie w tej komoér-
ce, lecz takze w komérkach innej porazonej rosliny, na ktérg przemiesci sie owad.
Zjawisko to okreslane jest mianem transkomplementacji HC (30). Biatka HC-Pro ko-
dowane przez okre$lone wirusy moga w ten sposéb posredniczy¢ w przenoszeniu
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Rys. 4. Model ukazujgcy funkcje HC-Pro w przenoszeniu wirusow z rodzaju Potyvirus przez mszyce.
Biatko petni role ‘mostka’, posredniczac w przytgczaniu wirusa do przedniego odcinka przewodu pokar-
mowego wektora. Przylaczenie wirusa jest procesem odwracalnym. (A) Wiriony i molekuty HC-Pro po-
bierane sg przez owada wraz z sokiem porazonej rosliny. (B) Proces przytaczania HC-Pro do receptora na
powierzchni tkanki wektora, a nastepnie (bgdZ rownoczesnie) — wirionu do HC-Pro. (C) Kompleks wi-
rion-HC-Pro przytwierdzony do tkanki wektora.

nie tylko izolatow z defektywnym HC-Pro, lecz takze niespokrewnionych wirusow.
Najlepiej zbadanym przykiadem jest przenoszenie wirusa mozaiki aukuba ziemnia-
ka (PAMV, ang. Potato aucuba mosaic virus) z rodzaju Potexvirus (3,31). Na uwage
zasluguja specyficzne zaleznosci miedzy wirusem, HC-Pro i wektorem. Stwierdzono
na przyktad, ze Lipaphis erysimi nie przenosifa TEV z porazonych roslin, ale wirus po-
brany przez mszyce wraz z HC-Pro TuMV byl nastepnie efektywnie przenoszony
(32). W tych samych badaniach, HC-Pro kodowane przez PVY nie wspomagato prze-
noszenia TEV przez L. erysimi, ale umozliwialo przenoszenie tego wirusa przez
M. persicae. W po6zniejszych pracach wykazano, ze L. erysimi i Brevicoryne brassicae
efektywnie przenosity TuMV w obecnosci homologicznego HC-Pro, natomiast nie
przenosity wirusa zo6ttej mozaiki cukinii (ZYMV, ang. Zucchini yellow mosaic virus) po-
mimo obecnosci homologicznego HC-Pro (33). Ponadto, mszyce nie byly zdolne do
przenoszenia TuMV ani ZYMV w obecnosci heterologicznego biatka HC-Pro. Dla po-
roéwnania, mszyce M. persicae i Aphis gossypii efektywnie przenosity TuMV wspoma-
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gany przez HC-Pro ZYMV, natomiast — podobnie jak L. erysimi i B. brassicae — nie
byly zdolne do przenoszenia ZYMV w obecnos$ci HC-Pro TuMV (33).

Biatko HC-Pro pelniace role ‘mostka’ (rys. 4) musi posiadac specyficzne motywy
umozliwiajgce przytaczanie zarowno do tkanki owada jak i do wirionu. Porownanie
sekwencji genow kodujacych HC-Pro u przenoszonych i nie przenoszonych przez
mszyce szczepow wirusa wykazalo obecnos¢ mutacji w N-koncowym regionie ko-
dujgcym konserwatywny motyw KITC (lizyna-izoleucyna-treonina-cysteina) (rys. 3)
u wirusa C ziemniaka (PVC, ang. Potato virus C), ktory jest naturalnym szczepem PVY
(34), oraz w C-koncowym regionie kodujgcym konserwatywny motyw PTK (proli-
na-treonina-lizyna) (rys. 3) u ZYMV (35). Dla wyjasnienia funkgji, jakie motywy te
petnig w biologicznie aktywnym HC-Pro, wprowadzono punktowe mutacje w regio-
nach kodujacych motywy KITC i PTK, a nastepnie badano zdolno$¢ przenoszenia
chimerycznych wiruséw przez mszyce. Zastgpienie lizyny (K) kwasem glutamino-
wym (E) lub innymi aminokwasami w motywie KITC powodowalo utrate zdolnosci
przenoszenia TVMV (17). Warto zauwazy¢, ze wystepujgce w naturze, ale niezdolne
do przenoszenia przez mszyce mutanty PVY (34,36) czy ZYMV (35), charakteryzuja
sie wiasnie mutacja K—>E w motywie KITC. Kodowane przez PVC biatko HC-Pro
z punktowa mutacjg K—E ma zdolno$¢ przytaczania sie do biatka kapsydu, nie wy-
kazuje natomiast zdolnos$ci adsorpcji do sztyletow wektora, nie moze zatem petnié¢
roli ‘mostka’ miedzy wirionem a tkanka owada (37). Wynika stad, ze funkcja, lub ra-
czej jedna z funkcji, motywu N-koncowego jest zwiekszanie powinowactwa HC-Pro
do specyficznych receptoréw znajdujgcych sie w tkance wektora. Brak zdolnosci
przenoszenia PVY przez mszyce moze by¢ rowniez efektem zamiany glicyny (G) na
kwas asparaginowy (D) lub G na E w rejonie otaczajgcym motyw KITC (36). Mutacje
te prawdopodobnie uniemozliwiajg adsorpcje HC-Pro do tkanki wektora, prowadzg
zatem do takich samych konsekwencji jak mutacja K—E w samym motywie KITC.

W obrebie motywu PTK funkcje HC-Pro w przenoszeniu wirusa przez mszyce de-
terminowane sa przez inne sekwencje aminokwasow, niz w motywie KITC. Stwier-
dzono, ze mutacja K—E nie miala wptywu na przenoszenie ZYMV, natomiast za-
stapienie proliny (P) alaning (A) albo treoniny (T) waling (V) powodowalo utrate lub
przynajmniej znaczne ograniczenie zdolnos$ci przenoszenia wirusa (38). Kolejnym
krokiem bylo zbadanie wplywu tych mutacji na zdolnos$¢ przytaczania sie HC-Pro do
CP ZYMV. W poréwnawczych badaniach in vitro nad szczepem z mutacjg K—E
i szczepem z mutacjag T—>V wykazano, ze biatka HC-Pro mutantéw zachowaly zdol-
no$¢ wspotdziatania z biatkiem kapsydu (38). Wyniki te wskazuja na zasadnicza role
motywu PTK w interakcji miedzy HC-Pro a wirionami.

Skoro biatko kapsydu aktywnie wspoétdziata z HC-Pro w procesie przenoszenia
wirus6w z rodzaju Potyvirus przez mszyce, musi i ono posiada¢ domeny, ktére maja
zdolnos¢ oddziatywania z domenami HC-Pro. Metoda mutacji punktowych wykaza-
no, ze oddzialywania te sg z reguly kontrolowane przez konserwatywng sekwencje
aminokwasowg Asp-Ala-Gly (DAG) N-konca biatka kapsydu (39,40). Przyktadem od-
stepstwa od reguly jest wirus pstrosci orzeszka ziemnego (PeMoV, ang. Peanut mot-
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tle potyvirus), ktéry zamiast trypletu DAG posiada sekwencje Asp-Ala-Ala-Ala (DAAA)
(41). Z uwagi na fakt, ze w przenoszeniu PeMoV przez mszyce nietypowa sekwencja
DAAA wypelnia swoje zadanie rownie efektywnie jak tryplet DAG u wiekszosci ga-
tunkoéw z rodzaju Potyvirus, interesujgce bylo zbadanie, czy DAAA moze pod wzgle-
dem funkcjonalnym zastgpi¢ DAG w biatku kapsydu innego wirusa z tego samego
rodzaju. W wyniku mutacji DAG—DAAA wirus pasiastosci orzeszka ziemnego (PStV,
ang. Peanut stripe virus; syn. wirus zwyklej mozaiki fasoli, BCMV, ang. Bean common
mosaic virus) utracit zdolno$¢ przenoszenia przez mszyce, ale zachowat wtasciwosci
infekcyjne (41). Mutant PStV-DAAA czesciowo odzyskal zdolno$¢ przenoszenia
przez mszyce po podaniu go owadom w postaci oczyszczonego preparatu z dodat-
kiem HC-Pro PeMoV. Ponadto, byt on przenoszony (jakkolwiek mato efektywnie)
przez mszyce, ktérym uprzednio podano HC-Pro oczyszczone z PStV lub TVMV (41).
W wyniku tych odkry¢ wskazywano, ze podstawg efektywnego przenoszenia wirusa
przez mszyce jest wspoéldziatanie biatka HC-Pro z biatkiem kapsydu w zakazonych
wirusem roslinach. Istotnie, na podstawie wynikéw pdzniejszych prac z LMV, PVY
i wirusem ospowatosci $liwy (Sharka) (PPV, ang. Plum pox virus) potwierdzono wyste-
powanie $cistej interakcji in planta miedzy tymi biatkami (42). Co wiecej, wyniki te
pozwalaly przypuszczaé, ze wspétdziatanie HC-Pro i biatka kapsydu, warunkujace
przenoszenie wirusa przez wektory, jest niezbedne réwniez dla zapewnienia mie-
dzykomoérkowego i diugodystansowego transportu wirusa w roslinie. Stwierdzono
bowiem, miedzy innymi, wspétdziatanie tych biatek w roslinach porazonych szcze-
pem PPV, ktéry nie jest przenoszony przez mszyce z powodu naturalnej delegji
15 aminokwaséw, w tym trypletu DAG (42).

W obrebie rodzaju Potyvirus istniejg pewne formy specjalizacji w relacjach mie-
dzy HC-Pro a biatkiem kapsydu wirusa. Wykazano, ze HC-Pro ZYMV umozliwiato
przenoszenie przez mszyce nie tylko ZYMV, lecz takze TuMV, natomiast HC-Pro
TuMV wspomagalo przenoszenie samego TuMV, ale nie byto zdolne zapewni¢ prze-
noszenia ZYMV (33). Brak wspétdziatania miedzy HC-Pro TuMV a CP ZYMV nie byt
spowodowany brakiem lub defektem motywu PTK HC-Pro lub motywu DAG biatka
kapsydu, gdyz oba motywy byly obecne w funkcjonalnej formie. Problem udato sie
wyjasni¢ poprzez zastapienie fragmentu kodujgcego N-koniec CP ZYMV komplet-
nym N-koncem CP TuMV. W efekcie tego zabiegu chimeryczny ZYMV wspomagany
przez HC-Pro TuMV nabyt zdolnosci przenoszenia przez mszyce, i chociaz przeno-
szenie bylo niezbyt efektywne, stanowito dowéd, ze N-koniec biatka kapsydu odgry-
wa podstawowa role w rozpoznawaniu niehomologicznego HC-Pro (33).

Biatko HC-Pro, jak sie zdaje, petni istotna role takze w przenoszeniu wiruséw zwig-
zanych z wektorami innymi niz mszyce, na przyktad wiruséw z rodzaju Tritimovirus,
przenoszonych w sposob niekrgzeniowy péttrwaly przez roztocze. Utrate zdolnosci
przenoszenia WSMV przez szpeciela Aceria tosichella spowodowato zaréwno zasta-
pienie jego wiasnego HC-Pro homologami HC-Pro pochodzacymi od blisko spokrew-
nionego wirusa nekrotycznej smugowatos$ci owsa (ONMV, ang. Oat necrotic mottle vi-
rus; rodzaj Tritimovirus), TUMV (rodzaj Potyvirus) lub wirusa mozaiki perzu (AgMV,
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ang. Agropyron mosaic virus; rodzaj Rymovirus) (43), jak i delecja 24 nukleotydow (44).
Poniewaz nie stwierdzono wspoétdziatania HC-Pro WSMV z biatkiem kapsydu wirusa
(29), nalezy przypuszczaé, ze HC-Pro nie jest zdolne do bezposredniego przytacza-
nia sie do wirionu. Stenger i in. (43) sugeruja, ze proces tworzenia ,,mostka” miedzy
tkanka wektora a wirionem wymaga zaangazowania dodatkowego biatka, podobnie
jak w procesie przenoszenia przez mszyce w sposob pottrwaty wiruséw z rodzaju
Caulimovirus (45).

4. Funkcje biatka HC-Pro w przemieszczaniu wiruséw w roslinie

Wykazano z zastosowaniem systemu ekspresji bialek w bakteriach Escherichia
coli i metody mikroiniekcji, ze HC-Pro i CP wirusa zwyklej nekrotycznej mozaiki fa-
soli (BCMNV, ang. Bean common mosaic necrosis virus) i LMV aktywnie przenikajg z ko-
morki do komorki przez plazmodesmy (22). Rolg bialek jest prawdopodobnie mody-
fikowanie przepustowosci plazmodesm (SEL, ang. size exclusion limit) dla umozliwie-
nia miedzykomérkowego transportu RNA wirusowego. W procesie tym podstawowa
role, jak sie zdaje, odgrywa C-koncowy odcinek HC-Pro (22).

Z kolei w diugodystansowy transport RNA wirusa z rodzaju Potyvirus zaanga-
zowany jest centralny region HC-Pro (20). Wprowadzenie mutanta TEV z defektyw-
nym bialkiem HC-Pro (TEV-GUS/CCCE) do roslin nietransgenicznych oraz transge-
nicznych z ekspresja HC-Pro wykazato, ze obecno$§¢ HC-Pro zaré6wno w tkance ino-
kulowanej jak i nie inokulowanej jest niezbedna dla korygowania defektéw w trans-
porcie wirusa w ro$linie (20). Pézniej okazato sie, ze HC-Pro hamuje procesy
zwigzane z reakcjg obronng rosliny, ktorej celem jest ograniczanie replikacji i trans-
portu wirusa (46). Do tych funkcji HC-Pro powrécimy w dalszej czesci artykutu.

Zakres mozliwosci HC-Pro jako biatka wspomagajacego transport diugodystan-
sowy wirusa moze by¢ niekiedy silnie determinowany genotypem rosliny-gospoda-
rza. Wsr6d gospodarzy PPV, wirusa atakujgcego Sliwy, jest kilka gatunkéw z rodzaju
Nicotiana, z ktérych wiekszo$¢ ulega systemicznemu porazeniu wirusem. Inaczej
jest w przypadku roslin tytoniu (N. tabacum). Wirus wykazuje duza zdolnos¢ replika-
¢ji w inokulowanych lisciach, ale nie przemieszcza sie do innych czesci rosliny. De-
fekt udato sie skorygowac¢ po wprowadzeniu do roslin transgenu w postaci 5-kon-
cowego regionu genomu TEV, wirusa systemicznie porazajacego tyton (47). Nato-
miast w ros$linach transformowanych tym samym transgenem, ale z mutacja w se-
kwencji kodujacej HC-Pro, wirus nie wykazywatl zdolnosci przemieszczania sie do
mtodych, nie inokulowanych lisci (47). Obserwacja ta stanowi potwierdzenie zasad-
niczej roli biologicznie aktywnego HC-Pro w przemieszczaniu sie czastek wirusow
z rodzaju Potyvirus na wieksze odleglosci.

Dla wspomagania zaréwno diugo- jak i krétkodystansowego transportu wirusa
w roslinie HC-Pro Scisle wspétdziata z CP. Wykazano bowiem w badaniach nad réz-
nymi biologicznie izolatami B11 i U wirusa A ziemniaka (PVA, ang. Potato virus A), ze
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mutacje w HC-Pro i CP mialy przeciwstawny wptyw na akumulacje wirusa w rosli-
nach tytoniu (48). Zastapienie czterech aminokwaséw HC-Pro izolatu B11 amino-
kwasami HC-Pro izolatu U powodowato 2-4-krotny wzrost akumulacji wirusa, nato-
miast wymiana catego genu CP izolatu B11 na gen CP izolatu U prowadzita do
5-krotnego spadku ilo$ci wirusa w roslinach. Réwnoczesna mutacja HC-Pro i wymia-
na CP izolatu B11 powodowaly op6znienie dlugodystansowego transportu wirusa
w roslinach tytoniu i ograniczaly miedzykomoérkowe przemieszczanie wirusa w ros-
linach ziemniaka (48). Efekty fenotypowe wywolane réwnoczesng mutacjg dwoch
genéw roznily sie zatem od spodziewanej sumy efektéw, obserwowanych w nastep-
stwie mutacji w obrebie tylko HC-Pro lub tylko CP. Brak sumowania efektow fenoty-
powych wskazuje na silne skoordynowanie funkcji biatek HC-Pro i CP (48).

Biatka HC-Pro indukowane przez wirusy z rodzaju Potyvirus mogg réwniez pote-
gowac infekcje systemiczna oraz objawy chorobowe wywotywane przez wirusy od-
mienne taksonomicznie, np. wirus X ziemniaka (PVX, ang. Potato virus X; rodzaj
Potexvirus) (49,50), jakkolwiek efekt synergiczny moze w istotny sposob zaleze¢ od
ros$liny-gospodarza (51). Wyjasnienia synergicznego wspoéldziatania potywirusow
z niespokrewnionymi wirusami nalezy przypuszczalnie szuka¢ w zdolnosci HC-Pro
do supresji PTGS (52).

W odréznieniu od bialek HC-Pro kodowanych przez wirusy z rodzaju Potyvirus,
HC-Pro WSMV nie odgrywa istotnej roli ani w replikacji, ani w przemieszczaniu mie-
dzykomérkowym lub diugodystansowym wirusa (53,54). Czym zatem tlumaczy¢
fakt, ze w systemicznie porazonych lisciach pszenicy akumulacja mutanta WSMV po-
zbawionego genu HC-Pro byta kilkakrotnie nizsza, niz akumulacja dzikiego typu
WSMV (53)? Najwidoczniej, zdaniem autoréw, HC-Pro WSMV petni jaka$ (jeszcze
nie rozpoznang) funkcje w utrzymaniu optymalnego poziomu akumulacji wirusa,
by¢ moze jako supresor PTGS.

5. Funkcje biatka HC-Pro w supresji potranskrypcyjnego wyciszania genu
(PTGS)

PTGS jest naturalnym mechanizmem obronnym rosliny, ktory jest uruchamiany
w odpowiedzi na infekcje wirusem i ma za zadanie degradacje RNA wirusowego. Sy-
gnal obronny wzbudzony w rejonie infekgcji rozprzestrzeniany jest systemicznie i uru-
chamia proces wyciszania RNA wirusa w catej roélinie. Najsilniejszym induktorem wy-
ciszania RNA sg dlugie (powyzej 200 nt) czasteczki dwuniciowego RNA (dsRNA) (55,56).
Czasteczki dsRNA s3 rozpoznawane przez enzym Dicer i rozcinane na fragmenty
o dlugosci 21-25 nt, okreslane jako siRNA (ang. small interferring RNA), ktore nastepnie
sg catkowicie degradowane przez kompleks wyciszajacy RISC (ang. RNA-induced silen-
cing complex). Procesowi degradacji RNA zwykle towarzyszy wzmozona metylacja.

Wyciszanie RNA jest indukowane nie tylko przez wirusy z genomem dsRNA, lecz
takze przez wirusy posiadajace genom jednoniciowy (ssRNA), u ktérych RNA dwuni-
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ciowy powstaje jako produkt przejSciowy podczas replikacji. Katalizatorem syntezy
dsRNA jest kodowana w genomie wirusa RNA-zalezna polimeraza RNA. Fragmenta-
cja czasteczek dsRNA przez enzym Dicer uniemozliwia replikacje wirusa, a tym sa-
mym hamuje rozwdj infekgji.

Wiele wirusow roslinnych posiada zdolnos¢ przeciwdziatania PTGS. Wirusy wy-
korzystuja do tego celu wtasne biatka, ktérych zadaniem jest blokowanie badz
zakl6canie transmisji sygnatu wyciszenia RNA. W przypadku wiruséw z rodzaju Potyvirus
jest to kolejna z wielu funkcji HC-Pro (13-15,57,58). W procesie supresji PTGS biatko
HC-Pro prawdopodobnie wspéidziata z innymi biatkami wirusa. Wykazano, ze pro-
ces jest kontrolowany przez 5-proksymalny region genomowego RNA, kodujacy nie
tylko biatko HC-Pro, lecz takze biatko P1 i niewielka czes¢ biatka P3 (rys. 1). Region
ten jest okre$lany jako sekwencja P1/HC-Pro.

Opisane funkcje HC-Pro w krotko- i dlugodystansowym przemieszczaniu sie czgs-
tek wirusa sag skorelowane ze zdolnoscig biatka do supresji PTGS. Stwierdzono bo-
wiem z zastosowaniem systemu przej$ciowej (ang. transient) supresji wyciszania, ze
mutanty HC-Pro majace takie same wiasciwosci proteolityczne jak dziki typ HC-Pro,
oraz wykazujace analogiczne zaangazowanie w replikacje genomu i dtugodystanso-
we przemieszczanie sie wirusa w roslinie, charakteryzowaly sie réwniez zdolnoscia
supresji PTGS (46). Natomiast mutanty, ktore utracily aktywno$¢ zwigzang z prze-
mieszczaniem wirusa i replikacja genomu okazaly sie réwniez catkowicie lub cze-
Sciowo niezdolne do supresji PTGS. Korelacja tych mechanizmoéw, jak sie wydaje,
jest niezalezna od funkgji proteolitycznych HC-Pro, pozostaly one bowiem nie za-
ktécone.

Podejmowane byty proby przesledzenia aktywnos$ci HC-Pro na r6znych etapach
transmisji sygnatu wyciszania genéw. Transgeny P1/HC-Pro wprowadzone do roslin
porazonych TEV wykazaly zdolno$¢ supresji wyciszania wzbudzanego przez gen re-
porterowy (transgen) GFP lub GUS (13,15). Biatko HC-Pro powodowato zatem zablo-
kowanie wyciszenia RNA w tkankach, w ktérych proces wyciszenia byt juz zaawan-
sowany. W pézniejszych pracach wykazano, ze biatko HC-Pro TEV wprowadzone do
roslin z przejSciowo wyciszona ekspresja transgenu GUS inaktywowalo PTGS oraz
blokowato akumulacje siRNA (59,60). Metylacja transgenu byta ograniczona cze$cio-
wo (59) badz nie stwierdzono hamujgcego wplywu HC-Pro na przebieg tego zjawi-
ska (60). Sugeruje sie, ze supresja PTGS przez biatko HC-Pro polega raczej na za-
ktécaniu rozchodzacego sie juz sygnatu wyciszenia RNA, a nie na inaktywowaniu
zdolnosci rosliny do wzbudzenia sygnatu w miejscu infekcji wirusem (59,60).

Wsparciem dla tej tezy sa wyniki efektownych badan, w ktérych wyciszajgce
dziatanie transgenu w postaci fragmentu genomu PPV w ro$linach N. benthamiana
zakazonych uprzednio tym wirusem uwidocznito sie w ozdrowieniu roslin (ang. re-
covery), pomimo dowiedzionej aktywnosci HC-Pro PPV jako supresora PTGS (61).
Rosliny regenerowane z tkanki ozdrowialych roslin nie wykazywaly objawéw pora-
zenia PPV, mozna zatem uznac, ze utrzymywat sie w nich proces wyciszania RNA wi-
rusowego przez transgen. Rosliny te okazaly sie jednak podatne na zakazenie TVMV,
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wykazujacym ekspresje biatka HC-Pro (61). Podobnie, jedna z linii N. benthamiana
transformowanych fragmentem biatka HC-Pro kodowanego przez Cowpea aphid-bor-
ne mosaic virus (CABMV), odporna na CABMV, ulegta zakazeniu PVY, a objawy poraze-
nia nie réznily sie od objawéw obserwowanych na roslinach nietransgenicznych
(62). Mogto tutaj, zdaniem autoréw, dojs¢ do swoistego odcigzenia (ang. relief)
transgenu HC-Pro w jego funkcjach przez biatko HC-Pro PVY. Z kolei, rosliny innej
transgenicznej linii N. benthamiana z ekspresja HC-Pro reagowaly na zakazenie CAB-
MV silnymi objawami chorobowymi, na przemian z krétkimi fazami zdrowienia (62).
Cyklicznos¢ faz remisji i nawrotéw choroby Swiadczyta o swoistej ‘batalii genow’
roéliny i wirusa.

Rosliny N. benthamiana transformowane fragmentem genomu PPV okazaly sie po-
datne nie tylko na TVMV, lecz takze na zakazenie wirusem mozaiki ogérka (CMV,
ang. Cucumber mosaic virus; rodzaj Cucumovirus, rodzina Bromoviridae), z ekspresja
biatka 2b, réwniez posiadajgcego zdolnosSci supresyjne. Sttumienie wyciszajacego
dziatania transgenu przez biatko 2b spowodowalo przywrécenie podatnosci
(wzglednie — utrate odpornosci) roslin na zakazenie PPV, natomiast supresja trans-
genu przez HC-Pro TVMV nie miata takich konsekwencji. To zaskakujgce zjawisko
mozna probowac ttumaczy¢ albo istnieniem mechanizmu ochrony krzyzowej (ang.
cross-protection) wsroéd wirusow z rodzaju Potyvirus, albo wzbudzaniem w roslinie
dwéch (lub wiecej) mechanizméw wyciszania RNA PPV, o r6znym stopniu podatno-
$ci na dzialanie supresoréw zwigzanych z infekcja CMV i TVMV (61).

Sugeruje sie, ze w pelnieniu roli supresora PTGS, biatko HC-Pro jest wspomaga-
ne przez biatko P1 (proteaze seryny), kodowane u wiekszosci wirusow z rodziny
Potyviridae przez gen zlokalizowany w tym samym regionie genomu, co HC-Pro
(rys. 1). Hipoteza ta zostala ostatnio wzmocniona odkryciem, ze brak w genomie
CVYV (rodzaj Ipomovirus) sekwencji kodujacej biatko HC-Pro, jak sie wydaje, jest
w pewnym zakresie rekompensowany indukowaniem syntezy biatka P1b, ktére jest
dodatkowa kopia P1, wystepuje w tandemie z tym biatkiem i jest supresorem wyci-
szania RNA (63). Kopia P1b CVYV wykazywata zdolno$¢ supresji wyciszania wzbu-
dzanego przez rézne konstrukty transgenu GFP, a takze zdolno$¢ do lokalnego wy-
ciszania w miejscu agroinfiltracji jednej z transgenicznych linii N. benthamiana. Nie
byta jednak zdolna do catkowitego zablokowania w roslinie transmisji sygnalu wyci-
szenia, wzbudzonego przez transgen GFP.

6. Podsumowanie

Oprocz wiruséw z rodziny Potyviridae, rowniez wirusy z rodzajow Caulimovirus
(rodzina Caulimoviridae), Waikavirus (rodzina Sequiviridae) i Tobravirus wymagaja
obecnosci niestrukturalnych biatek, kontrolujacych przenoszenie wirionéw, odpo-
wiednio, przez mszyce (64), skoczki (65) i nicienie (66). Na podstawie dotychczaso-
wej wiedzy mozna stwierdzi¢, ze produkowanie biatka pomocniczego o pozadanych
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wtlasciwosciach i funkcjach jest strategia najczesciej wykorzystywang przez wirusy
niekragzeniowe dla przenoszenia przez wektory (30). Struktura molekularna, mecha-
nizmy i funkcje tych biatek, poza HC-Pro wiruséw z rodzaju Potyvirus oraz P2 kodo-
wanym przez wirusa mozaiki kalafiora (CaMV, ang. Cauliflower mosaic caulimovirus ro-
dzaj Caulimovirus) (67), sa jednak stabo poznane. W przeciwienstwie do HC-Pro,
biatka niestrukturalne odpowiedzialne za przenoszenie innych wiruséw roslinnych
przez ich wektory prawdopodobnie nie pelnig istotnych funkcji zwigzanych z cy-
klem infekcyjnym wirusa. Zadania sa niekiedy rozdzielone miedzy rézne bialka, za-
tem dla ich realizacji niezbedna jest Scista korelacja funkcji biatek. Zastosowanie
drozdzowego systemu dwuhybrydowego pozwolito stwierdzi¢, ze réwniez HC-Pro,
wyrézniajace sie wielofunkcyjnoscig, wykazuje zdolno$¢ wspoétdziatania z innymi
biatkami (68,69).

Ze wzgledu na wyjatkowe wtasciwosci, bialko HC-Pro juz znajduje zastosowanie
w praktyce biotechnologicznej. Zdolno$¢ HC-Pro do supresji wyciszania wzbudzane-
go w roslinie przez RNA wirusa lub sensowy transgen, w polaczeniu ze zdolnoscig
amplikonu do indukowania silnego sygnatu PTGS, moze by¢ wykorzystywana do
osiggania wysokiego poziomu ekspresji transgenu (70). Duze stezenia HC-Pro
w agroinfiltrowanych liSciach niektoérych roslin mozna uzyskiwac przez zastosowa-
nie przejsciowego systemu ekspresji biatka, z uzyciem konstruktu zawierajacego re-
gion 5’ genomu wirusa (71).

Wykaz skrotéw

Wirusy:

AgMV — ang. Agropyron mosaic virus

BCMNV — ang. Bean common mosaic necrosis virus
BCMV - ang. Bean common mosaic virus
CABMV - ang. Cowpea aphid-borne mosaic virus
CaMV - ang. Cauliflower mosaic virus

CMV - ang. Cucumber mosaic virus

CVYV — ang. Cucumber vein yellowing virus
LMV — ang. Lettuce mosaic virus

ONMV - ang. Oat necrotic mottle virus

PAMV - ang. Potato aucuba mosaic virus
PeMoV - ang. Peanut mottle virus

PPV — ang. Plum pox virus

PStV — ang. Peanut stripe virus

PVA - ang. Potato virus A

PVC - ang. Potato virus C

PVX - ang. Potato virus X

PVY - ang. Potato virus Y
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SPMMV - ang. Sweet potato mild mottle virus
TEV — ang. Tobacco etch virus

TuMV - ang. Turnip mosaic virus

TVMV - ang. Tobacco vein mottling virus
WSMV - ang. Wheat streak mosaic virus
ZYMV — ang. Zucchini yellow mosaic virus

Aminokwasy:

A - alanina

D — kwas asparaginowy

E — kwas glutaminowy

F - fenyloalanina

G - glicyna

K - lizyna

KITC motyw - lizyna-izoleucyna-treonina-cysteina
L - leucyna

P — prolina

PTK motyw — prolina-treonina-lizyna
R — arginina

T — treonina

V — walina
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