Molekularna biologija
VIirusov



,Virusi so paraziti, sestavljeni iz nukleinskih kislin v zasCitnem ovoju.
Razmnozujejo se z uporabo encimskih sistemov gostiteljskih celic.”

Hé& (Hemagglutinin)

- nimajo lastnega metabolizma
- jih ne pristevamo med ziva bitja

- nukl. kisline so DNA ali RNA o Gesraminidaso

- ,genom’ zapisuje za 1 ali veC proteinov _ S
(do vec sto) b T . TN

- gostitelji so arheje, bakterije, glive, rastline T RS NRE = -
ali zivali . /V 000, | .

- posamezen tip virusa ima ozek nabor e g ' ‘
gostiteljskih organizmov c;‘ /P

Ilustration: Chris Bickel/Science. Reprinted with permission from Science Yol, 212, page 3580
(21 April 2006) @ 2006 by AAAS
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Bacteriophage T4 Rabies virus
* P 170 x 70 nm
Adenovirus
90 nm Rhinovirus B’“;En';"p:':g“ M13
30 nm XA
Chlamydia elementary body
. == 300 nm
Bacteriophages Tobacco mosaic virus
f2, MS2 250 x 18 nm
24 nm Viroid
\ 300 % 10 nm
& Prion i
Poliovirus 200 X20nm
30 nm Vaccinia virus Ebola virus
300 x 200 = 100 nm 970 nm

= l.'.'dﬂ Plasma membrane
e biacuariian) of red blood cell
3000 x 1000 nm 10 nm thick

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.



Virion = virusni delec = (nukleinska kislina + proteinska kapsida)
Kapsidni proteini (kapsomeri) so lahko vsi enaki, lahko pa so razlicni.

ompleksni virioni imajo kapsido obdano z ovojnico, ki izhaja iz membrane gostiteljskih celic

Fiber protein
(with knob for CAR)

Pentone base
(for integrins
a,B; and a,Bs)

Icosahedron
60-90 nm diameter
240 “hexon” monomers
+ 12 “pentons”=
252 capsomers
Capsid proteins
(capsomers)

DNA genome

Adenovirusni virion



Glede na strukturo kapside (ki je sestavljena iz enoliCnih proteinov) razlikujemo:

- helikalne viruse
- ikozaedralne (kroglaste) viruse
(- kompleksne viruse)

Med osnovnimi proteinskimi molekulami plasca (kapside) so lahko umesceni drugi
proteini = bodice in repi, ki sodelujejo pri prepoznavanju gostiteljskih celic in vezavi
nanje.

Tobacco mosaic virus

(+) RNA  Coat protein
subunit

Coat protein
subunit

VP4 VP2 VP3 VPI
Vesicular stomatitis virus nucleocapsid

(<) RNA Nand M
protein subunits

180 nm

w
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Nukleinska kislina je vedno v sredini viriona.

Lahko je ss ali ds, DNA ali RNA - zelo razlicni naCini podvojevanja genoma.
* DNA-virusi lanko nukl. kislino podvojujejo avtonomno ali pa jo vgradijo v gostiteljsko DNA

(pri evkariontih torej v citoplazmi ali v jedru).

* Pri RNA-virusih se RNA podvojuje direktno ali preko DNA.

ssRNA-virusi imajo genom kot + (ekvivalent mRNA) ali — verigo (komplementarna mRNA).

Need to make mRNA

PLUS (POSITIVE) SENSE RNA GENOMES

proteins

MINUS (NEGATIVE) SENSE RNA GENOMES

protTeins

* (+ve) sense mENA

f

(-ve) sense genomic RMNA

)

http://pathmicro.med.sc.edu/virol/polio.htm

RETROVIRUSES

Reverse transcriptase must
be packaged in virion.




RNA VIRUS STRATEGIES

RNA viruses that do NOT have DNA

RNA -> RNA phase
RNA-dependent RNA polymerase Genome RNA-dependent | Infectivity of | Initial event in
RNA RNA cell
lymerase
> po
RNA D NA (=transcriptase)
RNA-dependent DNA polymerase IN VIRION
- reverse transcriptase Plus.-stranded _ |
RNA No Infectious Translation
Host cell DNA -> mRNA
DNA-dependent RNA polymerase gt{?g:égs-RNA Yes Non-infectious | Transcription
Double- : . .
stranded RNA Yes Mon-infectious | Transcription
RETROVIRUSES
Genome DNA- Infectivity of | Initial eventin
dependent RNA cell
RNA
polymerase
(=reverse
transcriptase)
in virion
Plus-stranded Yes Non-infectious Reverse
RNA ) transcription

http://pathmicro.med.sc.edu/virol/polio.htm




The monocistronic mMRNA problem

mRNA DODNNRNNN DRNNNNNY

RIBOSOMES . ------------------------------- ..
PROTEIN

Make one monocistronic mRNA per protein
Make a primary transcript and use alternative splicing

Make a large protein and then cut it into smaller
proteins

Find a way to make mRNAs function in a
polycistronic fashion

etc (viruses have come up with some other solutions




Virus mozaika tobaka (TMV)

18 nm (overall dame I.ur]—l
I rd I'I|'|'|-]

(hide)

Helical RMA core
(single-stranded)

A, )
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> Pratain coat

Vikram K. Mulligan
RNA+, 6400 nt (2 MDa), kapa, 4 ORF
protein ovojnice: 158 AK (17,5 kDa), veze 3 nt, 17 podenot na zavoj RNA, 2130-mer (129 zavojev)
ORF1/2: 126/183 kDa, od RNA odvisna RNA-polimeraza
ORF3: 30 kDa, transportni protein za virione (preko plazmodezem v rastlinski steni)
skupaj 40 MDa
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Sestavljanje ovojni¢nih proteinskih podenot TMV v odvisnosti od pH in ionske moci



5se¢ ————— P 15 min ——— A few hours
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Inner virion Quiter virion
surface

Healical bundle

Dve podenoti ovojnice TMV na osnovi rentgenske strukture (2,9 A) paralelno orientiranih
virusnih ovojnic, ki oblikujejo gel, s prikazanimi 3 nt RNA.



Sestavljanje viriona:

- nukleacija
- rast strukture

Nukleacijski kompleks: RNA + proteinske podenote
V pogojih in vivo poteka interakcija med RNA in protoheliksi

Travelling Toop

R4 binds to disc 5 5

Iniation region
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Iniciacijski segment RNA TMV, kjer se zaCne pripenjati proteinska ovojnica



Ikozaeder: 20 enakih ploskev (enakostranicnih trikotnikov), pri Cemer vsaka omogoca po tri ekvivalentna mesta
(skupaj 60 enakovrednih elementov). V naravi virusni ikozaedri niso idealni, saj so proteinske podenote lahko
razporejene nekoliko nesimetricno.

Ilustration, Irving Geis/Geis Archives Trust, Copyright Howard Hughes Medical Institute. Reproduced with permission Ilustration, Irving Gels/Gels Archives Trust, Copyright Howard Hughes Medical Institute. Reproduced with permission



Struktura TBSV

RNA-virus (4800 nt), ikozaeder (2r = 175 A), kapsida iz 180 x 43 kDa (386 AK)
Razen (+) verige RNA kapsida ovija Se 1 kopijo proteina z 85 kDa.

Rentgenska struktura (1978): prva struktura virusa z visoko locljivostjo.

Protein ovojnice ima tri domene: P, S in R: -
P: gleda iz strukture kapside, C-koncna, |
S: oblikuje osnovno povrsino kapside,

R: notranja, veze RNA preko Arg/Lys, N-koncCna.
Domeno S sestavlja antiparalelni beta-sodcek |
(topologija rolade): taka struktura je pogosta |
pri vecCini proteinov plasca ikozaedrskih virusov.

—10 A—
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C/C interaction

R — P domain

' —S domain
N—t, \_ J

A/B interaction

Stiki med podenotami so raznoliki zaradi razmestitve podenot
v simetriCnih ploskvah ikozaedra (60 orientacij A, 60 B, 60 C).
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© 1985 Academic Press

(a) SBMV coat protein _
Exterior

RNA interior

Primerjava struktur domene S plascnega proteina TBSV in SBMV (virusa mozaika juznega fizola).



Satelitni virus mozaika tobaka (STMV)

Ikozaedrski virus, ki lahko spremlja okuzbo z virusom mozaika tobaka (TMV; nitast).
Eden od najmanjsih virusnih genomov (RNA, 1063 nt), 1 ORF (za protein ovojnice).
Sistem za razmnozevanje prevzame od gostiteljske celice in TMV.

Protein ovojnice nastopa v 60 kopijah.
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Zvitje RNA znotraj virusnega delca STMV



Opicji virus 40 (SV40)

* skupina poliomavirusov

* napade predvsem opice in Cloveka, lahko povzroCa tumorje, a je obiCajno latenten

* |kozaedrski, 2r~50 nm

* dsDNA, 5243 bp, krozni ,minikromosom* vsebuje tudi histone

* kapsida je iz proteinov VP1, VP2 in VP3

* 360 kopij VP1 (361 AK), razmeScenih v 72 pentamerov

* VP1 je glikoprotein

* SV40 okuzi celice, ki imajo na povrsSini receptor za VP1

WT
E330K C.‘\ 1. cell surface recepior binding

MHC class | GM1

4, translocation to ER region and
calcium removal from the capsid
by ER calcium adsorption

O wr ﬂcB 5. capsid disassembly
.EE.E{JI( utilizing ER isomerases
R

/c_ —

€. nuclear translocation of the genome
Mucleus ‘/ o

JBC 284(50), 2009



VP2 and VP3

Regulatory Region

T-antigen
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EMBO J. (1998) 17, 3233 - 3240

Na pentamer VP1 se veze VP2 ali VP3, ki sta veCinoma umaknjena pod povrsino kapside.
C-koncne rocice segajo v obmocje sosednjih pentamerov in stabilizirajo kapsido.



http://www.pdb.org/

Strukturni elementi T-antigena: helikaza, vezavna domena za regulatorno regijo na lastnem
genomu in interakcijska domena za celiCne proteine (uravnavanje zivljenjskega cikla).
12 podenot T-antigena se sestavi vzdolz DNA v obliki cevi.



Origin of replicayj,
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J. Clin. Oncol. 24, 4356-4365 (2006)

Genska karta minikromosoma SV40




Bakteriofag lambda

- kolifag z ikozaedrsko glavo in fleksibilnim repom

- linearna dsDNA, 48.502 bp, ~50 ORF

- eden najbolje raziskanin kompleksnih virusov

- uporaben tudi v DNA-tehnologiji kot vektor

- zapleten zivljenjski cikel

- temperatni fag (obstaja v dveh Zivljenjskih oblikah)

55 nm
-
* -
E'HB V'VC 55 nm 910 | head
' G, H pum3
M
A
150 nm tail
y
]
el —

12 nm



Vezava viriona in vstop DNA

Fag A se s proteinom J adsorbira na protein LamB (receptor) v zunanji membrani E. coli.
Protein LamB je trimerni porin, ki je receptor tudi za nekatere druge fage.
Skozi notranjo membrano DNA potuje s posredovanjem proteina PtsG (sicer transporter za manozo).

B,B¥* C
FII, W

E,D

o
=2

u,Z \Y

50 nm




Cell lysis and
release of progeny
phages

Synthesis of
viral proteins

Integration of /
phage DNA into Induction
host DNA

4 v 8

\,\

UV radiation

Lizogeni in litiCni del zivljenjskega cikla faga lambda



A phage
profag: fagna DNA vkljuCena v kromosom

lizogen: gostiteljski kromosom (organizem) za profag

- Attachment site

- i =.... E. colf
gal l c chromosome

Integration enzymes

3, integrated into E. colichremosomg

gal :—%tﬂ:?:%

E. coli chromosome

Phage
‘ DNA Bacterial

chromo-

Prnphaggcog@

Cell division

Lysogenic
~ cycle

Lysogenic
bacterium
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Integracija profaga lambda v lizogenem ciklu



Litiéni cikel

3-stopenjski proces: zgodnja, zapoznela
zgodnja in pozna faza transkripcije

zgodnja faza:

transkripcija se zacne na treh
promotorjih, pL (gen N), pR (geni cro,
delno pa tudi cll, O, P) in p‘'R (R4), in

se konca pri razlicnih terminatorjih

Sib | int xis cll iN cl coi|ldl O P Q { SR Head Tail
N O O O O O O O AT oSS oo oo
-« : =-(— = )-r - ):; -
; i P P, Py
- e
P P

RE Q

http://splasho.com/blog/essays/bacteriophage-lambda/




zapoznela zgodnja faza:

ko se je sintetiziralo dovolj proteina N (deluje kot antiterminator), nastajajo
daljSi transkripti s promotorjev pL (clll, xis, int + geni regije b) in pR (O, P, Q)

faza traja do ~15. min po okuzbi in se konCa, ko se sintetizira dovolj proteina
Cro, ki je represor promotorjev pL in pR

Sib i int xis an i cl CroE di 0o P Q S R Head Tail
N S O O O O O S S O T OO T OO AT IO
i 6 S gk .
e =g
pHE PU
5ib E ¥is clll EN cl Crui cll o P Q i 5 R Head Tail
o e e e e e e
i R e %] e
P P

http://splasho.com/blog/essays/bacteriophage-lambda/



pozna faza:

e antiterminator Q povzroCi podaljSanje transkripta s promotorja p'R do R5in S
(liziranje celic)

* hkrati se sintetizira ze ~30 kopij DNA, kar pospesi sintezo proteinov glave in
repa

* prvifagi se sestavijo po ~22. min
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http://splasho.com/blog/essays/bacteriophage-lambda/



(a) Early transcription
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) Late transcription = e
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Transkripcijski procesi v liticnem ciklu bakteriofaga lambda



_RNA polymerase

7 NN

mRNA”

MNINONONINY,

DNA

Transcription bubble

Antiterminacijski kompleks in vloga proteina N



1 Adsorption Host cell wall

3 DNA
injecton circularization

Q 4 Ligation
5 Supercoiling ©
6 ©0-mode e

"

8 Rolling circle
replicatio
9 Packaging of DNA
N ™
'.ll II'ul EII|I |:I| Ve
10 Addition of tail
cos cleavage site

CGGGGCGGCGACCTCG
GCCCCGCCGCTGGAGC

Replikacija fagne DNA v liticnem ciklu bakteriofaga lambda



Head assembly

OB + gpVud
Tall assembly GroEL
gl l GroES 1

Gonnactoe

Sestavljanje fagnega delca
pri bakteriofagu lambda
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Virofagi

* Virus Sputnik se naseli znotraj mimivirusa (Nature, 2008)

* satelitski virus, v evoluciji prevzel nekatere gene ,gostitelja’
* dsDNA, 21 ORF

* ikozaedrska kapsida, 50 nm

Sputnik Virion
T=i?

o iralZone 2009
Swiss Institute of Bicinformatics

Sputnik virus

Sputnik Virion Erbcps'ldat-ed in it 1 8,343 bp

Helper Mimivirus particle

http://expasy.org/viralzone/all_by_species/670.htm|
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