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Virofag Sputnik — jedinstveni parazit Mimivirusa kao dokaz
bioticke prirode virusnih entiteta

Sara Mandi¢, Lejla Ridanovic¢

SAZETAK: Virusi predstavljaju misteriju jo od samog otkri¢a, kako za $iru javnost tako i za svijet nauke. Otkrice
novih infektivnih Cestica krajem 19. vijeka u potpunosti je promijenilo kontekst onoga Sto se do tada znalo o
mnogim bolestima. Nakon Sto se utvrdilo da su virusi acelulari entiteti saCinjeni samo od nukleinske kiseline (DNK ili
RNK) i proteinskog omotaca, postavljeni su temelji virologije. Sva istraZivanja odnosila su se pretezno na
proucavanje strukture virusa, nacina parazitiranja i preuzimanja Celijske masinerije. S druge strane, proucavanje
prirode i porijekla virusa je u potpunosti zapostavljeno. Zagovornici teorije da virusi nisu Zivi pretezno, kao
argument, eksponiraju virusnu nemogucnost samostalne replikacije i neposjedovanje metabolicki aktivnih
mehanizama. Medutim, nedavno publikovana saznanja sve viSe priblizavaju viruse zivoj formi. Otkri¢e virofaga,
virusa koji parazitira na dzinovskom Mimivirusu unutar domacinske amebe je revolucionarno za spoznaju virusne
prirode. Ono pokrece temeljno pitanje. Kako bi ovaj mali virus, nazvan Sputnik, kao parazit koji zahtijeva Zivu celiju
za multiplikaciju, mogao parazitirati na drugom virusu, Mimivirusu, ako ih striktno klasifikujemo kao neZive?

Kljucne rijeci: virusi, bioticki entiteti, Zivot, dZinovski Mimivirus, Sputnik

Virophage Sputnik — a Unique Mimivirus Parasite as a Proof of
Biotic Nature of Viral Entities

ABSTRACT: Viruses have been a mystery ever since their discovery, for the general public and for the world of
science likewise. The discovery of new infectious particles at the end of the 19t century completely changed the
context of what was previously known about many diseases. Once it was established that viruses were acellular
entitets, composed only of a nucleic acid (DNA or RNA) and a protein envelop, the foundations of virology were set
up. All studies were directed mainly to the study of the virus structure, the infections nature and the occupation of
host cells. On the other hand, the study of the nature and origin of a virus was completely neglected. Proponents of
the theory that viruses were not living, mainly as an argument, expose the viral inability of independent replication
and a lack of metabolically active mechanisms. However, recently published data bring viruses closer to a life form.
Discovery of virophage, a virus that parasites on a giant Mimivirus inside an amoeba host is revolutionary for com-
prehension of the viral nature. This discovery raises a fundamental question. How could this small virus named
Sputnik, a parasite who requires a living cell for multiplication, parasitise on the second virus - Mimivirus, if strictly
classified as non-living?
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uvoD

Otkrice Cestica infektivne prirode koje uzrokuju
mozaic¢nu bolest duhana i prolaze kroz filter, koji inace
blokira prolazak bakterija, poznato je kao najraniji
fragment razvoja nauke o virusima — virologije. Prvi
znacajni objavljeni radovi koji su proucavali navedenu
problematiku su: 1892. godine objavljeni rad ,Ueber
die Mosaikkrankheit der Tabakspflanza®, autora
Ivanovskog, te Sest godina kasnije, objavljeni rad
Bejirenickog pod nazivom ,Concerning a Contagium
Vivium Fluidium as a Cause of the Spot-Disease of
Tobacco Leaves", u kojem se opisuje mozaitna b
duhana (TMV) kao ,contagium vivum fluidum®.
Bejirenicki (1898) u svojim izvjeStajima  viruse
diferencira od bakterija, navode¢i da su bakterije
sloZenije i organizovanije. Medutim, 1953. godine
australski mikrobiolog i imunolog MacFarland Burnet

tvrdi da virologija ne moze postati samostalna nauka, i
uvodi u svijet nauke jo$ jedan paradoks, te zapocinje i
danas vrlo aktivhu debatu. Pitanje da li su virusi Zivi
zazivjelo je jo$S polovinom proslog vijeka, a danas je
jednako aktuelno. Uprkos interesu koji ovo pitanje
budi, kao i brojnim raspravama medu naucnicima, do
sada nije formulisan konkretan zakljuak. Virusi se
mogu definisati kao acelularni entiteti, infektivni
agensi, Cije su glavne osobine da sadrze samo jednu
od nukleinskih kiselina (ili DNK ili RNK) i da se mogu
umnoZavati samo u Zivim Celijama. Nemaju sposobnost
binarne diobe i niti jedan ciklus energetskog
metabolizma. Cesto se definiSu i kao Cestice koje se
nalaze u sivoj zoni evolucije, na granici Zivog i nezivog
svijeta. Uprkos neosporno vaznoj ulozi virusa u
evoluciji Zivota, joS uvijek se isticu uglavhom njihove
negativne karakteristike. Virusi predstavljaju granicu
izmedu hemije i biosa - Zivota. ViSe poetski, njhova
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zavisnost o Celijama domacina navodi na pomisao da
virusi vode ,neku vrstu posudenog Zivota".

Karakteristike virusne cestice

Iako se virusi veoma Cesto izucCavaju u okviru
mikrobiologije, razlikuju se od svih oblika organizama.
To su najdjelotvorniji intracelularni nametnici i tipicni
predstavnici parazitizma. Razlikuju se od svih Zivih
bi¢a, ne samo zbog submikroskopske veli¢ine, vec i
zbog ostalih razlika u nacinu njihovog funkcionisanja.
Ve¢ decenijama, prakticki otkako postoji virologija kao
nauka, nastoji se kreirati reprezentativna definicija
virusa. Najprostije reCeno, mogu se definisati kao
infektivni agensi koji posjeduju jednolancanu ili
dvolan¢anu DNK ili RNK, koja je prekrivena omotacem
izgradenim od jedne ili nekoliko vrsta proteina. Imaju
sposobnost da nukleinske kiseline prenose iz jedne
Celije domacdina u drugu, mogu upotrijebiti enzimski
sistem Celije domacina za svoju intracelularnu
replikaciju, nemaju sposobnost binarnog cijepanja i
nedostaje im bilo koji oblik energetskog metabolizma
(Durakovi¢, 1996). Medutim, ova definicija i njoj slicne
ne reflektuju prirodu virusa. Tokom Citavog vijeka
virologije aktivno je pitanje da li su virusi Zivi. Uprkos
Zestini naucnih argumentacija koju ovo pitanje sa
po sebi pokrece, konkretan odgovor joS uvijek ne
postoji.

Sta je zivot?

Sta ¢ini karakteristicno svojstvo Zivota? Kada se
smatra da je neki dio materije Ziv? Sta odredeni entitet
treba posjedovati da bi se definisao kao Ziva tvar?
Pitanje Sta tacno Cini Zivot zaokupljalo je naucnike jos$
od najranijih dana. Vrlo je tesko definisati Sta je to
Zivot, iako ga svi mi instinktivno prepoznajemo.
Definicije se obicno temelje na molekularno-bioloskim
izrazima i nisu u stanju opisati sistem Zivota. Pr
definisanju Zivota tesko je uoditi razliku gdje prestaje
neziva tvar, a pocinje Zivot. Kanadski naucnik Hubert
Reeves rekao je o Zivotu: “Koliko god nam se cini
laganim prepoznati ga, isto tako nam je tesko izraziti
apsolutna pravila identifikacije." Jo$ uvijek ne postoji
adekvatna definicija, jer Zivot se javlja u raznim
oblicima. Ne postoji jedinstven kriterijum Zivota koji
obuhvata sve postojeCe bioticke entitete. Ono Sto
nazivamo Zzivotom je vrlo apstraktno i empirijskoj nauci
nedokucivo, a kad navedemo da ne postoje potrebne
pretpostavke da bi se neSto smatralo Zivotom,
objasnjenja postaju vrlo nejasna i Stura. Definicija
Zivota postaje sve komplikovanija i zbog traZenja
jedinstvene Zivotne forme pomocu koje Ce se precizno
razgraniciti Ziva od neZive materije. U svakom slucaju,
biolozi ne vjeruju da se osnovni problem definicije
Zivota moze rijesiti filozofskim rasudivanjem. Vjeruju u
eksplikativnu mo¢ pazljivog tumacenja koje proizlazi iz
novosteCenih saznanja. Tokom posljednjih decenija,
novi podaci su se akumulirali i omogucdili biolozima da
se bave pitanjem viralne evolucije, i na taj na¢in mozda
objasne naucne osnove porijekla Zivota na Zemlji.
Znacajan napredak donio je razvoj genetike, strukturne
biologije i otkri¢e nekih neobicnih virusa.

Na granici Zivota: Virusi kao bioticki entiteti

Ve¢ stotinu godina nau¢na zajednica neprekidno
mijenja kolektivno misljenje o tome Sta su virusi.
Najprije su smatrani otrovom, potom zivu¢im formama,

najposlije i kutijama hemikalija. Virusi se danas nalaze
u sivoj zoni, izmedu Zivog i neZivog svijeta. Oni
uvjetuju definiciju Zivota. Stacionirani su negdje
izmedu molekularnih kompleksa i vrlo jednostavnih
biotickih entiteta. Sadrze neke od specificnih struktura i
pokazuju neke aktivnosti koje su zajednicke s
organskim Zivotom, ali im nedostaju mnoge druge
karakteristike. Virusi se sastoje samo od lanca
nukleinske kiseline i proteinskog kapsida. Nemaju
vecinu struktura i mehanizama koji definiSu Zivot,
ukljuCujuéi biosinteticku masineriju koja je neophodna
za reprodukciju. Da bi se replicirao, virus mora zaraziti
podloznu celiju domadina. Virusi su poprilicno bezivotni
dok ne naidu na metu — a kada to postignu, pocinju
iskazivati Zivuéu prirodu. Oni su poput parazita,
preuzimaju Celijski sistem i preusmjeravaju ga u
vlastitu korist. Na racun domacinske Ccelije se
umnoZavaiju i produkuju nove kopije. Domacinske Celije
voljno postaju izdajnicke celije koje na kraju otpustaju
virusne Cestice koje potom mogu zaraziti ostatak
domacina.

Stav o tome jesu li virusi Zivi ili ne je vise od
filozofskog razimisljanja. Naucnici smatraju da je ovo
pitanje bitno jer utjeCe na generalno razmisljanje o
mehanizmima evolucije. Virusi imaju sopstvenu, drevnu
evolucijsku istoriju koja datira jos od nastanka celijskog
Zivota. Naprimjer, neki virusni enzimi su jedinstveni za
odredene viruse i postoje gotovo nepromijenjeni,
vjerovatno  milijardama  godina. Ipak, vecina
evolucionih biologa smatra da virusi nisu Zivi i da nisu
vrijedni ozbiljnog razmatranja kada se nastoji razumijeti
evolucija. Oni viruse smatraju odbjeglim domacinskim
genima koji su nekako pobjegli i stekli proteinski
omotal, te su postali degenerirani u parazite.
Iznenaduju¢e za one koji viruse smatraju samo
jednostavnim parazitima je da oni dine najvecu
komponentu biomase na planeti Zemlji (Bamford,
2003). Ustanovljeno je da je do sada svaki proucavani
organizam povezan s barem jednom vrstom virusa
(Ackerman, 2003). Svaki, do sada, sekvencirani genom
posjeduje veliki dio genoma koji je virusnog porijekla,
tako da je sasvim jasno da su virusi bitni igraci
evolucije, tj. onoga Sto se danas smatra Zivotom. Ne
samo da su virusi iznimno efikasni u propagiranju svog
genetskog materijala, oni su i odgovorni za bezbrojna
kretanja i mijeSanje genetskog koda izmedu drugih
organizama.

Sve je veci broj virusnih (i cCelijskih) sekvenciranih
genoma. Nastoji se da se dobijene informacije koriste
u svrhu shvatanja organizacije virusne Zivotne forme.
Uporedivanje genoma i gena je rezultiralo velikim
bogatstvom informacija koje se mogu koristiti za
posmatranje sloZenih odnosa izmedu virusnih genoma.
Medutim, jasno je da je ovaj pristup primjenjiv samo
na sisteme koji su blizu po evolucijskom vremenu i/ili
razmjenjuju geneticki materijal. Ako je evolucijsk
vrijeme veoma dugo, moguce su poteskoce. Strukture i
funkcije mogu biti saCuvane tokom vremena, ali
sekvence evoluiraju (Nisbet i Sleep, 2001). Kao Sto se
vijeruje da je molekularna organizacija bioloskih
makromolekula prethodila pojavi ranog oblika Zivota,
tako i oCuvanje strukture moze biti klju¢ za pristup
dubokoj historiji Zivota (DeFilippis i Villareal, 2000).

Ipak, virus ne dostize kriticnu sloZzenost. Moglo bi se
reCi da je Zivot nastojanje ka slozenom stanju, ali to
stanje je sacinjeno od nekoliko fundamentalnih, fizickih

10



Educa, Casopis za obrazovanje, nauku i kulturu

Godina X, Broj 10

blokova, koji sami po sebi ¢ine i virusnu Cesticu.
Polaze¢i od ove perspektive, virusi bi se mogli
posmatrati kao inertne tvari, tvari na granici Zivota.
Naime, nedavno je tvrdnja da su virusi Zivi organizmi
koji su imali znacajnu ulogu u evoluciji pojedinih bitnih
odlika celije, doZivjela renesansu zahvaljujuéi otkricu
neobi¢no velikih i sloZzenih virusa koji posjeduju neke
tipicne Celijske gene (Moreira i Lopez-Garcia, 2009).
Znacajno saznanje je otkrice i sekvenciranje najveceg
poznatog virusa, Mimivirusa. Ovaj virus veli¢ine
priblizne  veli¢ini  bakterije  afektira  amebe.
Sekvenciranje genoma ovoga virusa je otkrilo brojne
gene za koje se prije smatralo da postoje samo u
Celijskim organizmima. Ogromna genetska
kompleksnost Mimivirusa osporava utvrdivanje granica
izmedu virusa i parazitskih celijskih organizama.

Virofag:
Mimivirusa

Virusi uzivaju svoj jedinstven klasifikacijski sistem, ali
otkrice nove porodice virusa je znatno utjecalo na
kolektivni stav o njihovoj Kklasifikaciji.  Ovaj
novootkriveni virus nazvan je Mimivirus, i toliko je veliki
da su ga naucnici prvobitno smatrali bakterijom. Ovaj
sluaj zamjene identiteta otiSao je toliko daleko da je
Mimivirus kratak period nosio bakterijsko ime.
Medutim, daljim istraZivanjem je utvrdeno da je
Mimivirus prvi otkriveni divovski virus koji inficira
amebe. Divovski virusi su jedinstveni zbog svoje
goleme veli¢ine i zbog velike brojnosti gena.

Vecina virusa koji afektiraju protiste posjeduje veliku
Cesticu i opsezan genom, kao i mnogo lateralno
steCenih gena koji mogu biti povezani s neobicnim
intracelularnim Zivotom, ili prisustvom virofaga (Boyer i
sar., 2011). Divovski virus povezan s amebom,
Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (APM), prvi put je
opisan 2003. godine, nakon Sto je otkriven u vodi
prikupljenoj iz rashladnog tornja u Velikoj Britaniji (La
Scola i sar., 2003). Mimivirus je jedan od najvecih
poznatih virusa, a otkriven je kao rezultat potrage za
uzroCnicima pneumonijskog oboljenja.  Posjeduje
dsDNK genom i vidljiv je pod optickim mikroskopom
(Raoult i sar., 2004). Prirodni domacin Mimovirusa je
ameba koja je potencijalni ljudski patogen (Agnes i
sar., 2009). Mimivirus posjeduje 1.185 kb dvolancani
linearni hromozom diji je kapacitet kodiranja veci nego
kod brojnih bakterija i arhea (Koonin, 2005). Novi soj
APM (Mimivirus), zajedno s APM virofagom otkriven je
u vodi iz rashladnog tornja u Francuskoj (La Scola i
sar., 2008). APM virofag je virus koji afektira velike
viruse. Medutim, patogenost velikih virusa je jos$ uvijek
predmet rasprave (Raoult, 2007).

Nakon izolovanja Mimivirusa iz amebe i otkrivanja
malog virusa koji je povezan s njim dodijeljeno mu je
ime Sputnik (La Scola i sar., 2008). Sputnik je DNK
virus, nazvan virofag jer interaktira s Mimivirusom na
veoma specifian nacin (Zhang i sar., 2012). To je
mali, ikozahedralani virus, veli¢ine od 50 nm. Sputnik
se ne moze multiplicirati u Acanthamoeba, ali brzo
raste, nakon ,eklipsa" faze, i to na racun fabrike
velikog virusa pronadenog u amebi koja je infektirana
od strane APM (Suzan-Monti, La Scola, Barrassi,
Espinosa i Raoult, 2007). Sputnikov rast je Stetan za
APM i rezultira produkcijom neuspjesnih formi i
abnormalnih kapsida domacinskog virusa (Rusch i sar.,
2007). Navodi se da Sputnik predstavlja do nedavno

jedinstvani parazit divovskog

nepoznatu porodicu virusa. S obzirom na funkcionalnu
analogiju s bakteriofagom ovaj virus se klasifikuje kao
virofag. Virofag bi mogao biti sredstvo koje posreduje
lateralni transfer gena izmedu divovskih virusa.
Mimivirus i Sputnik su produkovani u istoj virusnoj
fabrici, ali s razlicitom kinetikom i na razli¢itim
specificnim lokacijama. Sputnik se produkuje prije APM
(slika 1). Povezan je s formiranjem abnormalnih
Mimivirusnih viriona Sto je okarakterisano djelimicnim
zadebljanjem kapsida. Kod normalnih viriona debljina
kapsida je oko 40 nm, a u prisustvu Sputnika debljina
kapsida moze doseci i 240 nm. U vecini slucajeva,
nekoliko kapsidnih slojeva akumulira asimetricnost na
jednom dijelu viralne Cestice. Neke od ovih
abnormalnih Cestica pomijeraju fibrile samo na
normalni dio kapsida. Medutim, interakcija Mimivirusa i
Sputnika rezultira s oko 70% smanjenom produkcijom
infektivnih Mimivirusnih Cestica, i na 24 h trostruko
smanjuje lizu amebe (La Scola i sar., 2008).

Slika 1. RazmnoZavanje Sputnika u Mimivirus afektiranoj
. amebi (www.nature.com)

Celije A. castellanii su zarazene mjeSavinom Mimivirusa i
Sputnika. Indirektno imunofluorescentno oznacavanje je
izvedeno sa zeCijim anti-Mimivirus serumom (crveno) i
misijim anti-Sputnik serumom (zeleno), a nukleinska
kiselina je obojena sa 4,6-diamidno-2-fenilindolom (plavo).
(a) Brojni virioni Sputnika su usli u citoplazmu, 30 minuta
nakon infekcije; (b) 4 h nakon infekcije, prva virusna
fabrika je oznacena intezivnom mrljom. Virusne Cestice
nisu vidljive u ovim Celijama, Sto ukazuje na "eklipsa"
fazu. (c) 6 h nakon infekcije, virusna fabrika je proSirena.
Proizvodnja Sputnika je detektovana na jednoj strani
virusne fabrike, ali tu nema produkcije Mimivirusnih
viriona. (d-f) 8 h nakon infekcije. (d) Produkcija
Mimivirusa je opazana, intezivno se povecala nakon 12h,
(e) i nakon 16 h. (f) Nakon infekcije.

Dakle, Sputnik moZe opstati samo u koinfekciji s
Mimivirusom. Amebu, kao domacina, infektiraju i
Mimivirus i Sputnik. Cesto je prisutna u vodi, i
konzumiraju je akvati¢ni organizmi, te ulaskom u lanac
ishrane moZe rezultirati pojavom oboljenja kod ljudi
(Parola i sar., 2012). Produkcija Sputnika, kao Sto je
ve¢ navedeno, znacajno umanjuje proizvodnju
normalnih APM viriona, $to ukazuje na to da je Sputnik
pravi parazit. Ova pojava da virus koristi virusnu
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fabriku drugog virusa nije prethodno opisana (Faruquet
i sar., 2005). Uzajamni odnos ova dva virusa podupire
naziv ,virofag" (Krupovic i Cvirkaite-Krupovic, 2011).
Studije ukazuju da Sputnik koristi virusnu fabriku
Mimivirusa (Desnues i Raoult, 2010). Ovo opazanje je
podrzalo eksperiment koji ukazuje na to da Sputnik
replicira svoj genom u virusnoj fabrici (Desnues i
Raoult, 2012). Ostali virofagi kao Sto su mavirusi i
sorganic lace® virusi, povezani s velikim dsDNK
virusima, tek su nedavno otkriveni (Fischer i Suttle,
2011). Glavno pitanje, koje su pokrenula saznanja
virofagu je kako bi virus, kao navodni nezivi entitet,
mogao parazitirati na Mimivirusu? Otkrie virofaga se
moZe smatrati renesansnim za spoznaju virusne
prirode. Dalja istrazivanja o samoj prirodi parazitskog
biotickog odnosa su nephodna da bi se neki aspekti
mogli detaljnije razjasniti.

ZAKLIJUCAK

Iako virusi nisu celularni oblici, posjeduju obiljezja
Zive materije. Oni se repliciraju, zahtijevaju energiju
(od Zivih, domacinskih, celija), adaptiraju se, reaguju
na podraZzaje i nose nasljedni materijal. Ovime, virusi
zadovoljavaju neke od osobina Zivih bi¢a i zbog toga su
na granici klasifikacije kao zivi organizmi. Mozda je
~maglovitost® koja okruzuje samu definiciju Zivota
odgovorna za neprihvatanje virusa kao zivih. Neki
biolozi ve¢ dugo preferiraju misljenje da su virusi puke
Jkutije hemikalija". Ipak, veéina tih naucnika koristi
aktivnost virusa u Celiji domacina da utvrdi mehanizme
pomocu kojih nukleinske kiseline kodiraju proteine.
Moderna molekularna biologija pociva na temeljima
informacija dobijenih od virusa. Virusi utjeu na sav
Zivot na Zemlji, od jednocelijskin organizama do
ljudskih populacija, uvjetujuci prirodnu selekciju. Oni
stalno mijenjaju granicu izmedu svijeta biologije i
biohemije. Nobelovac Salvador Luria navodi da su
virusi i njihovo spajanje s celijskim genomom doveli do
stvaranja uspjesnih genetskih uzoraka koji su temelj za
Zive Celije. Bez obzira hoéemo li ili ne smatrati viruse
Zivim, vrijeme je da ih priznamo i prouc¢imo u njihovom
prirodnom smislu — kao bitnu komponentu mreze
Zivota.
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