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Moltiplicazione del virus

Studio del meccanismi di moltiplicazione virale

[

Individuazione delle modalitdi interazione fra virus €
cellula

{

Sviluppo di farmaci che bloccano la replicazione del
Virus




Moltiplicazione del virus

A Alcuni degli studi sulla replica virale hanno
consentito di identificare funzioni cellulari e
RSffQ2a4LIAGS RA 3IN) YR
I Retrovirus: Oncogeni
I Adenovirus: ProcessazioneRNA(splicing
1LY @GFNRAR YSOOIFIYAAaYA R

e adattativa



Moltiplicazione del virus

A Parassitismo endocellulare obbligato

A Tropismo
I QAYEaASYS RSA GALWA OSft
replica di un determinato virus
A{ LISGUNZ RQ2AaLIAGS
I QAYaASYS RStEf{S &aLISOAS
replica di un determinato virus



La moltiplicazione dei virus e studiata In
coltura cellulare

\._/*—Wz

Mince tissue; digest with collagenase

Filter out clumps; - : Primary cells

pellet & wash cells :
grow in culture
medium with serum,
antibiotics, vitamins,
amino acids

Growth transformed
cells

grow out during
prolonged culture as
normal cells senesce

Continuous cell
line
Immortalized cells;
often have genetic or

chromosomal
abnormalities




La moltiplicazione dei virus e studiata In

coltura cellulare

Property

Primary cells

Continuous cell lines or
tumor-derived cell lines

Derivation

Normal tissue

Tumor tissue, or by exposure
of primary cells to a mutagen
or transforming agent

Chromosomes

Normal

Aneuploid. Abnormal
chromosomes. and/or altered
chromosome numbers

Lifespan

Finite. After 5-20 generations,
the cells will senesce and die.

[mmortal. [t fed. the cells will
orow forever.

Serum dependence

Require high amounts of serum
to grow.

Need little serum.

Contact inhibition

Cell growth 1s arrested when
cells touch each other.

No contact inhibition of cell
orowth or movement

Anchorage dependence

Require adherence to a solid
support for growth rexcept for
lvinphoid cells)

Grow 1n suspension

Differentiation state

Fully differentiated

De-ditferentiated

Reintroduction into animals

Can reintroduce into the
original host species without
causing a tumor

May cause tumors in the
original host species




Definizioni

A Cellulaospite (hostcell)
I La cellula infettata dal virus

A Cellulasensibilead un virus
I La cellula che ha I recettori per quel virus

A Cellulapermissivagper un virus
i OSftfdAd Il OKS LISNXSUIU.
ciclo di replica di quel virus
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A Infezioneproduttiva: la cellula & permissiva per la replica
virale, sono generati e rilasciati nuovi virioni
I Morte della cellula e fine della produzione di virus
I Sopravvivenza della cellula e persistenza della produzione di

VIFUS

A Infezioneabortiva la cellula non & permissiva per la replica
virale oppure il virus e difettivo, non sono prodotti nuovi
virioni

I Possibile persistenza di (parte del) genoma virale
A Infezionerestrittiva; la cellula & permissiva

transitoriamente o solo in determinate condizioni
occasionall

I Permanenza del genoma virale (infezione latente) e possibilita o
riattivazione



Fasi del ciclo di replica

A Adsorbimento sulla superficie
cellulare

At SYSUNI T A2YS | ff
cellula

Perdita A Esposizione del materiale genetico
RSttt QAvyi S

strutturale E\SIH'[GSI delle proteine virali e del
genomi virali

_ A Assemblaggio
A Rilascio dei virioni neoformati
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pludml culture

1000

100

Replica virale in coltura cellulare

Singleburst type of experiment for a
Picornavirus (e.g., Poliovirus)

— Yield
i Latent
period
1 | | | |
0 2 4 3 2

Time after infection (h)



Replica virale in coltura cellulare

Conteggio virale relativo

(unita formanti placche)

Eclissi Maturazione

Enzimi
precoci

\

I I
Rivesti-

Acido menti
nucleico proteici

[—4

\

Aggiunta ey
del virus blaggio
* Periodo latente e rilascio

Tempo

Ciclo di replica da-8 ore(FPoliovirug a >40 ore (alcuni herpesvirus)

Progenie virale da 100 a >100.000 virioni per cellula




Adsorbimento

Recettore cellulare Antirecettore viraIe}

B --|,|—:,|—|—|,-|—|,—|-|, S T

A

Interazione temperaturandipendente, non richiede energia

A La cellula che presenta il recettore per un viruseasibilea quel
virus

A La sensibilita non implica necessariamepmemissivita
A La maggior parte dei recettori identificati sono glicoproteine

A 1 virus pill complessi possono avere pitl di un antirecettore
A Alcuni recettori sono costituiti da piti componenti proteici



Adsorbimento

Al QAY G SNI T A 2yeCettdreyprovbddts O S
molti casi cambiamenti conformazionali

a2 RS{réttadian@ Gad Y2ZRSE T 2
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legame Cambio Legame Inserzione Fusione
gpl20CD4 conformazione  CCR5 gp4l membrana

HIV
R

..

citoplasma



Adsorbimento

A 1 recettori assolvono a compiti fisiologici di riconoscimento
(mediatori solublli, contatti intercellulari)

A | virus evolvono favorevolmente se utilizzano molecole

iIndispensabili
Virus recettore Funzione biologica
HIV CDA4 Riconoscimento MHO
CCR5, CXCR4 Recettori per chemochine
EBV CR2 (CD21) Recettore per complemento
Vaccinia EGFr Recettore per EGF
Virus della rabbig Recettore acetilcolina  Recettore per acetilcolina
Rhinovirus ICAM1 Adesione intercellulare
SV40 MHCI Presentazione antigene




Recettori cellulari utilizzati dal virus

(O S eod 3,-‘
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Figure 4.7 Schematic representation of some virus receptors; arrows indicate virus
attachment sites. (1) Poliovirus receptor (PVIL). (2) CDd: HIV. (3) Cnrcinoemhw—
onic antigen(s): MHV (coronavirus). (4) [CAM-1: most rhinoviruses. (Note that 1
to 4 are all immunoglobulin supertamily molecules.) (5) VLA-2 integrin: ECHO
viruses. (6) LDL receptor: some rhinoviruses. (7) Ammopeptidase IN: coronaviruses.
(8) Sialic acid {on glycoprotemn): influenza, reoviruses, rotaviruses. (%) Cationic
amino acid transporter: murine leukaemia virus. (10) Sodium-dependent phosphate

transporter: Gibbon ape leukaemia virus.



Antirecettori virall

A Proteine del capside (virus nudi) o
glicoproteine del pericapside (virus con
envelope)

I Proiezioni sporgenti dal virione
AEmoagglutinina virus Influenza

Agpl20 HIV
AFibra Adenovirus

| Strutture di superficie non sporgent

AVP7 Rotavirus
AComplesso VRYP2VP3 Poliovirus



Esempi di antirecettormMral attachmentproteins VAP)

e recettori cellulari

Virus VAP Cellula bersaglio Recettore
Rhinovirus Complesso Cellule epiteliali ICAM-1 (proteina della superfamiglia delle immuno-
VP1-VP2-VP3 globuline)

Rotavirus VP7 e VP4 Enterociti Acido sialico cellulare e altri recettori cellulari

Virus dellinfluenza gpHA Cellule epiteliali Acido sialico cellulare

Virus di Epstein-Barr gp350 e gp220 Cellule B Recettore CR2 del frammento C3d del complemento
(CD21)

Virus dell’herpes simplex  gB, gC, gb Diversi tipi cellulari  Eparansolfato [componente dei glicosaminoglicani pre-

virus (HSV) senti nella matrice extracellulare (glicocalice)], seguito
dalla interazione con i corecettori HVE (herpesvirus
entry mediator) appartenente alla famiglia di recettori
del TNF (tumor necrosis factor) e nectina 1 e 2, mole-
cole di adesione della superfamiglia delle immunoglobuline

Poliovirus VP1 Cellule epiteliali Proteina della superfamiglia delle immunoglobuline

Virus del morbillo gpHA Diversi tipi cellulari  CD46 o, in alternativa, moesina (membrane-argani-
Zing extension spike protein)

Virus della rabbia gpG Neuroni Recettore nicotinico per 'acetilcolina

Virus dell'immunodefi- gp 120 Cellule T helper, Molecola CD4 e co-recettori chemochinici (CXCR4,

cienza acquisita (HIV-1)

Adenovirus

Virus dell'epatite B (HBV)

Virus dell’'epatite C (HCV)

Porzione distale
delle fibre e poli-
peptide Il della
base del pentone

PreS1

E2eEl

macrofagi

Cellule epiteliali

Epatociti

Epatociti

CCRb)

Proteina CAR (recettore coxackievirus e adenovirus)
della superfamiglia delle immunoglobuline o CD46
seguito dall'interazione del polipeptide Il con alcune
integrine

Mon ancora identificato

CD81 (proteine della famiglia delle tetraspanine) seguito
da altri co-recettori




Penetrazione

A Processo che richiede energia e deve preservare
la vitalita della cellula

A Tre modalita:
| Traslocazionattraverso la membrana cellulare (raro)
A Solo alcuni virus nudi
I Endocitos(viropess] pHdipendente)
A Possibile per virus nudi e con envelope

I Fusiondra membrana cellulare e pericapside (pH
Indipendente)

A Solo virus con envelope



Penetrazione per traslocazione

Call mambrana
Cytoplasm

Farticle is translocated
acnoss cell membrane by
recapior

7

Farticle is released inko
cytoplasm ard receptor
is recycled by call

@

|WI
A "

)




Penetrazione per fusione

> .
Spikes =~ N
> =
Capsid protein > -
' >~ =2
> =»-| &
> -o-| 4
. > -
b oo o -
> > P
Nucleic > =P
acid -
Envelope /; g
Receptor 7~ -

w0y Direct uncoating
/ (e.g. Paramyxoviridae)

\ @ Partial uncoating; nuclear import

(e.g., HIV-1)




Penetrazione per endocitosl

Cell Membrane

Acidification
of vesicles

Membrane
fusion

Cytoplasm




Penetrazione per endocitosl

Virus con envelope S
Fusione in
H-

vesicle

Virus nudo

Capsid

>
3>~
Nucleic

acid /)-’

Receptor




Endosomi e virus

A Gli endosomi sono
utilizzati dalla cellula pe
f QFl aadzyl A2y
e fattori di crescita

A Una caratteristica degli
endosomi € la loro

progressiva
acidificazione-dovuta | & \
I' f f QI IHNIQTV&' u|t| Recycling
vacuolari s:cular endoso
. .- carrier body
A | virus utilizzano questo

meccanismo cellulare
per

I Penetrazione

I Spoliazione

Elsevier Science (USA) items and derived items copyright © 2002, Elsevier Science (USA).
All rights reserved.



Penetrazione

fusione fusione Endocitosi Endocitosi

1. HSV 2. HIV 3. Orthomixovirus 4. Picornavirus

O

{L Citoplasma

©

] @ Rottura
AlieleE “ vescicola
=) my“@’ FEt QAY G SNY
della cellula
3 ﬂ @ della cellula
¢
@ - = RNA () — mMRNA (+)

Nucleo

Il <=
G=
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Uncoating (esposizione acido nucleico)

Fase Immediatamente successiva alla penetrazione, necessaria
perché il genoma virale possa essere espresso

Gli involucri proteici devono essere demoliti ma le attivita
enzimatiche eventualmente presenti devono rimanere funzionali

A Per molti virus consegue direttamente alla penetrazione (es.

PicornavirusParamyxovirus

Al fOdzyA @GANHzA O2YLX Sily2 f QSaLl

membrana nucleare dopo essere stati trasportati lungo |l
citoscheletro (esHerpesvirusPapovavirusAdenoviru$

A Il genoma deReovirugstruttura a doppio capside) esplica le sue

funzioni senza essere mai del tudoapsidato

A Il genoma dePoxvirus® esposto in due fasi successive, la prima

mediante enzimi cellulari, la seconda per azione di prodotti virus
specifici



Uncoating (esposizione acido nucleico

Uncoating at the plasma membrane

Uncoating

Cytoplasm
Uncoating é
—_—> >
Docking onto
- nuclear
Cytoplasm membrane

Uncoating within endosomes

Cytoplasm

Docking onto
> 7 nuclear /
Cytoplasm B —<& &, _ membrane
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della cellula ospite
» ...
"3 ® (@ s

e e o o

| capsidi (0 nucleocapsidi) si leganeitdscheletroe utilizzano proteine
dinamiche associate aicrotubuli (i.e. dineina) per facilitare il loro trasporto
intracellulare




Es. ADENOVIRUS

A
A

Uncoating e movimento dei componenti virall
Ffft QAYUSNY2 RS f!|

Cell surface binding

Trasporto mediato da dineina

Presenza di sequenze di localizzazione
nucleare (NLS) in proteine del capside (100 _.
nm)

RSH
Endocytosis l 10 min

» T
\.J

I5m

| capsidi vengono trasportati fino al pofil X
la massima grandezza funzionale del poro

nucleare e di 26im pcidned 7~
\ ° af
] ] \ Acid-dependent
Il capside si lega al poro nucleare, subisce | penersten

20—30 min

disassemblaggibnale e il DNA viene g
GAYASOOLrG2¢ ySt ydzOf

Binding to nuclear
pore complex




Sintesi del componenti

A Genoma
A Proteine

O
oS

ProteineTARDIVE
Genoma della (strutturali)
PROGENIE
w (neosintetizzato)

~
~
~
~
~
~
~
~
Genoma %

PARENTALE

(virus in ingresso) ProteinePRECOCI
(attivita regolativa)



NUCLEUS

Sintesi del componenti

mﬁ/

Free Amino Acids

TRASCRIZIONE
(DNA-> RNA)

_O_

tRNA Bringing

{HJ-I E pNyﬁg Am ia?b’:‘g ,i:,dn-:g P rcﬁ;ﬂ:vgr?ain
DMNA In

Amino
Acids

RIBEOSOME incorporating
amino acids into the
growing protein chain

CYTOPLASM TRADUZIONE

(RNA-> PROTEINA)




Sintesi del componenti

A La sintesi dei componenti virali & in
competizione con quella dei componenti
cellulari
I 1 virus hanno evoluto meccanismi di sopraffazione

garantendo la vitalita della cellula almeno fino ad
avvenuta generazione della progenie virale



% Radioactivity incorporated

80

60

40

20

Replica virale in coltura cellulare

Cellular DNA synthesis
(uninfected control

6

10 14
Time after infection (h)

cells)
Cellular DNA synthesis
infected cells)
Viral DNA synthesis
|
18

Biochemistry of
virus infection.

This graph shows
the rate of
cellular
and virus DNA
synthesis in
uninfected and
Herpesvirus
infected cells.

J7




Gli acidi nucleicl

GuaHnina

Appaiamento di guanina

con citasina :,CitOSil’la

PURINE PIRIMIDINE

Adenina

Appaiamenta di adenina

| A
H H con timina H Timina



Gli acidi nucleicl

Sugar-Phosphate Backbone

I 5! I 3 0

3 an: 1
L Polar, Hydrophillic - o g 0 J
4-|3O2'_A T —Q -/ Phosphates g \ /

P, - g = / 1 BASE asvg
_Po, 5! CH; |
ke~ G c—<—3 7\ :
1

\

= l N _0d - deoxyribose l ?_ OMdm0
-_PO,,_ s sugar \..1 /
Q— CG —Q ; /3. " “‘ e/
-3 - -"0d - 0 : Y »4'.
= PO, - l - O-l / \
p_ TA<_>_ i Ppay
“pPo.” ="0d - 1 BASE / \
= PO - . 3,| e S 0 sve ‘
> CG Dy N :
3 5 4' I'!' o.i-o

|
Non-polar, hydrophobic %
Interior Bases

auoqydeg aeydsoyd-1ebng



Gli acidi nucleicl

L
% T = timina
“o—fuo 3\/ C = citosina
8 G = guanina

‘o=t A <o A= adenina
N I o
Y
S L
g K}I(:\I/ \"/‘ ‘,c-é-b\

e Yy Fpe

A Le due eliche del
DNA sono

I Complementari
I Antiparallele



Gli acidi nucleicl

-. POd _-

= —

- CG )

3 ‘ 5
Non-polar, lydrophobic

Interior Bases



Trascrizione e traduzione nella cellula
eucariotica

Nucleo
2 TRASCRIZIO
DNA- RNA

= E

T

Citoplasma
TRADUZIONE
RNA- PROTEIN

DMNA mRNA



Polarita degli acidi nucleici

P t
POSITIVA ISR

Sense Strand

Messenger RWA
Synthesized Here

Transcription

U-A-G-C-G-C-U-G-U-A-C-C~
m-RENA 5 S - '

Polarita POSITIVA
(per convenzione)




DNA e RNA Polimerasi

A Enzimi che catalizzano la formazione di un acido nucleico
(DNA o RNA)

A Hanno bisogno (dipendenza) di un acido nucleico che fa dz
stampo femplate)

I il prodotto e un acido nucleiccomplementareed antiparallelo
rispetto allo stampo

A Denominazione in basemodotto e template
I DNApolimerasi DNAlipendente
I RNApolimerasi DNAlipendente
I RNApolimerasi RNAlipendente
I DNApolimerasi RNAlipendente (trascrittasi inversa)




Enzimi virali per la produzione daRNA

DdRp DNAdependent
RNA polymerase

Virus Enzymes

dsDNA —_DdRp

dsRdRpdoublestranded
dsRNA —-—m-—-_._.!_*____________* RNAdependent RNA
(+) RNA ’:;R/d::l]////’i MANA polymerase
ssRARP
CYTOPLASM ssRdRpsinglestranded
RNAdependent RNA
polymerase

NUCLEUS

DdRp
dsDNA } (Cell RNA pol 1)

ssDNA }

= mMRNA

Enzymes used by viruses to transcribe their genomes to MRNA. A (+) RNA genome hqs the same sequence
GANYzAZ Ywb! @ !' ob0 wb! 3ISy2YS KIFa GKS &aSldzsSyoS 02
dsDNAIN the nucleus applies not only to thodsDNAviruses that replicate in the nucleus, but also to the reverse

as
Y L

transcribing viruses (retroviruses) following their integration into the host cell genome.




Replicazione del materiale genetico

A DNAvirus: il genoma deve entrare nel nucleo per utilizzare la RNA
pol cellulare per la trascrizione

A RNAvirus: la cellula non puo fornire RN#ol RNAdipendente, la
replica avviene interamente nel citoplasma

RNA virus replication DNA virus replication

Transcription

Translation

Replication




Replicazione del materiale genetico

A Ecceziongei PoxvirusdsDNA hanno una loro RNA
pol DNAdipendente, replicano prevalentemente nel
citoplasma

DNA
viral

RNA polymerase

viral RNA polymerase



Replicazione del materiale genetico

A Eccezionegli
Orthomyxovirus
(influenza,
ssRNAutilizzano
dei ccape cellulari
per proteggere |
proprimRNA

Emoagglutinina
(HA) Neuroaminidasi e =
N\

nnnnnnnnnn

A Devono pertanto
replicare nel
nucleo della
cellula

©

::_-.'.'_'_'_:'._.'._-'-'-. RNA virale

Citoplasma



Replicazione del materiale genetico

A Cappinglel
MRNA

I Protezione da
RNasi

I Trasporto dal
nucleo al

: citoplasma
Guanosina P

trifosfato metilata I Inizio |

o2y f SABRYS pQ traduzione
ad MRNA A 1 virus ad RNA
(CAPPING provvedono da

soli tranne
mRNA nascente Orthomyxovirus




Sintesi del componenti

A Punto chiave
At OANMzZ RSOYUS LINBaASyudl |
proteosintetico cellulare un RNA che possa essere

riconosciuto comemessaggere quindi tradotto
In proteina



Polarita degli acidi nucleici e classi di
replica virale

° Classi di replica secondo Baltimore



Il dogma centrale della biologia

a. Central Dogma

transcription translation

DNA » RNA » protein

genome
replication

DNA

b. Modified Central Dogma

transcription :
translation
DNA protein
genome genpme
replication repljcation
Retrovirus :
Virus ad RNA

Hepadnavirus
DNA P eccetto

Retrovirus




Classe
di virus

Genoma

nel virione

Classi di replica secondo Baltimore

Virus Virus
a DNA a RNA

/

DNA ss DNA ds RNA ss

RNA ds

RNA — DNA
virus

/

ss RNA
(retrovirus)

ds DNA
(epadnavirus)

Examples
Class Description of genome and replication strategy Bacterial viruses Animal viruses
| Double-stranded DNA genome Lambda, T4 Herpesvirus, pox virus
Il Single-stranded DNA genome bX174 Chicken anemia virus
] Double-stranded RNA genome b6 Reoviruses (€@ Section 21.10)
v Single-stranded RNA genome of plus configuration MS2 Poliovirus
' Single-stranded RNA genome of minus configuration Influenza virus, rabies virus
W Single-stranded RNA genome that replicates with DNA intermediate Retroviruses
Wil Double-stranded DNA genome that replicates with RNA intermediate Hepatitis B virus



Classi di replica secondo Baltimore

NN \NNN AVAVAVARVAVAVAN \N\/\/\

Classe | Classe lll, Classe IV, Classe V, Classe VI,
(e Classe VII), Classe I, virus a RNA virus a RNA virus a RNA retrovirus (RNA
virus a DNA virus a DNA a doppio a singolo a singolo a singolo filamento
a doppio filamento () a singolo filamento filamento (1) filamento (+) filamento (-) positivo)
Sintesi dell’altro filamento I
Trascrizione Usato direttamente Trascrizione Trascrizione
Intermedio a DNA del filamento come mRNA del filamento inversa
a doppio filamento meno meno
Trascrizione
—del filamento —
meno

Intermedio a DNA

A\N\NN N/ \S\S\  Trascrizione del 2 doppio flamento

mRNA () mRNA (+) Pl IANY NI\ AN
Replicazione del Replicazione del
genoma: Classel, classica, semiconservativa  geénoma: Ciasse lll, replicazione classica semiconservativa, ma di RNA e non di DNA
Classe ll, classica, semiconservativa, Classe IV, sintetizzano RNA a singolo filamento a polarita negativa che viene
il filamento — & eliminato trascritto nei nuovi genomi a RNA a singolo filamento polarita positiva
Classe VII, trascrizione seguita Classe V, sintetizzano RNA a singolo filamento a polarita positiva che viene
: da retrotrascrizione ’ trascritto nei nuovi genomi a RNA a singolo filamento polarita negativa
Virus Virus  ciasse VI, sintetizzano ’RNA genomico a singolo filamento polarita positiva
a DNA a RNA mediante trascrizione del filamento — del DNA provirale integrato

nel genoma della cellula ospite



Replica del virus a DNA bicatenario

), ) "
DNA-dependent
dsDNA RNA polymerase o
—7 vira
viral transcription > translation protein
genome Copies (-) DNA
strand.
(+) RNA
(viral mRNA)
()
dsDNA
viral
genome

Classe | di Baltimore




Replica del virus a DNA bicatenario

G DNA Trascrizione Traduzione
Adenovittie . — mRNA O—> Proteine
Herpesvirus precocissimi precocissime

Innesco

« '3

Traduzione

mRNA
precoci o

Proteim_e
precoci

.

Replicazione DNA

« 5}

) 4 Trascrizione Traduzione

DNA di mRNA Proteine
Ty )

;

l Assemblaggio

¢ Progenie _ :
 Vvirale Classe | di Baltimore




Replica del virus a DNA bicatenario

RNA Sensitivity to Cellular genes Virus genes
polymerase  o-amanitin transcribed transcribed
I Unaffected Ribosomal RNAs —
@ Highly sensitive ~ Most single-copy genes @ DNA virus gen@
I Moderately 5S rRNA, tRNAs Adenovirus VA RNAs
sensitive

| Poxvirus hanno una loro RMalimerasi DNAlipendente che usano in buona parte per la
trascrizione dei loro geni




Replica del virus a DNA monocatenario

{(+) RNA
(viral mRNA)

(+) (+)

viral
genome

DNA-dependent
dsDNA DNA polymerase
intermediate copks (-) DNA
strand.

viral

translation protein

(+)

55 (+)
DNA

viral
genome

Classe Il di Baltimore




Replica Hepadnavirus
(DNA circolare parzialmente bicatenario)

Riparazione

DNA circolare Catena DNA +

incompleto 1
Hepadnavirus l
DNA
circolare

5

l Trascrizione

Traduzione

mRNA
sub-genomici

Traduzione Assemblaggio e
retrotrascrizione

O

Proteine dell’envelope
proteina X

| v
Assemblaggio & Q—E
l

“Progenie "\

 Virale

Classe VIl di Baltimor




Attachment

and entry /—

O —r-

Replica Hepadnavirus
(DNA circolare parzialmente bicatenario)

\

Nucleus
Uncoating

Assembly Maturation

_...©_

Reverse
Tran5cripricm

ccc DNA

Proteins

Release

~O

/




NN %?@J - RTRIN— Strategia replicativa dei
il \\/\/\/ virus ad RNA

(d) Retroviruses (e.g., HIV)



ssRNA positivo ssRNA negativo

Picornavirus Rabdovirus

Flavivirus Paramixovirus .
Calicivirus Orthomixovirus Strate g I a
Astrovirus Bunvyavirus

Togavirus

Coronavirus repllcativa dei
virus ad RNA

Genoma virale
funziona da mRNA \ Vvirdle

Classe |V di Classe V di
_ Baltimore Baltimore

mRNA (+)

RNApolimerasi

( wrae ) i RNAdipendente

“RNA pol Il
. cellulare

dsDNA

Classe/ldi
Baltimore
AT DNApolimerasi

( Vifa'eji RNAdipendente
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Replica del virus ad RNA positivo
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Replica del virus ad RNA positivo
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Replica del virus ad RNA positivo

Singole unita

Scissione della Eﬂpﬁ'dlch? €

Poliproteina roteasi
p oten: Pl’ﬂ[ﬁ'll’lﬂ. F'
— 850686 9 © ©
Traduzione

o @@

e g

...... wntt '!i

RINA polimerasi )
I .
Proteine

@ del capside

|"; , ) _H'E} ﬂ_,-""
) Replicazione L
\ @ In Ldp‘:lddllt]nt’
i

| SJI'II'E'SL catena |
Intermedio

della replicazione Tlﬂdulmﬂt’

In PIEHEII’IE

(b) 90@9@ ‘

Virioni
maruri

—, _.-'"'\_.-'_\-

Classe |V di Baltimoré




Replica del virus ad RNA positivo
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Replica del virus ad RNA negativo
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Replica del virus ad RNA negativo
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Replica del virus ad RNA bicatenario
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Replica del virus ad RNA bicatenario
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Replica del retrovirus
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retrovirus
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Le tre attivita della trascrittasi inversa

Attivita DNApolimerasi
RNAdipendente
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Replica del virus con genoma ambisenso

mEINA

= NSs

vENA  vcRNA T RINA

What is meant hy Amhbisense Replication? ol

1.
2
3.

An open reading frame at 3' end of vyRNA is transcribed and acap is stolen from the host.

The mRNA is translated intothe N protein.
The genome is replicated.

MNow, an open reading frame at 3' end of vcRNA can be transcribed and a cap is golen from the host.

The mRNA is translated to NSs protein.



Replica del virus con genoma ambisenso

Arenaviridae: genomic organisation
L vrotein (vol Codifica in
ARENAVIRUS 3~p_(p)._. . direziones
Virus dei roditori | | LRNA o Z protein
,occasional[nente N protein
UNF ayYSaahn 3 < Codifica in
S RNA +-3kb TN | direzione +
GPC protein
Virus: Disease
Lymphocytic choriomeningitis virugLymphocytic choriomeningitis
Lassa virus Lassa fever
Junin virus Argentine hemorrhagic fever
Machupo virus Bolivian hemorrhagic fever
Guanarito virus Venezuelan hemorrhagic fever
Sabia Brazilanrhaemorrhagidever




Replica del virus con genoma ambisenso
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Assemblagqgio

A Aggregazione spontanea dei componenti (strutture
autoassemblanji

A Strutture intermedie, nucleocapsidi, virioni possono
accumularsi in specifici compartimenti cellulari (nucleo,
citoplasma) costituendonclusionidi aspetto caratteristico,
di possibile utilita diagnostica

Al aSO2yR2 RSftfl Y2RIfAOL R
completarsi
i LY o0dz2yl LI NIS fftQAYISNY2 R!
I Nel citoplasma
I Alla membrana plasmatica durante la fase di rilascio
|

" Dopo il rilascio dalla cellula



Assemblagqgio

Nascent p()lypm’rem

l Autocatalytic cleavage

P1

i Protease (3CD)

1AB C

i

Protomer o
Mature virion

(155S, M antigen)

l Protease (3CD)

1AB

1C

1D

| — protomer
(5S antigen) Pentamer

(14S antigen)

Provirion
(N antigen)

POLIOVIRUS

The nascent
polyprotein
undergoes several
cleavage steps to giv
the "Monomer
protomer". Five
protomersassociate
to form apentamer
Twelvepentamers
associate to form the
Icosahedratapsid.
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Organizzazione del capside di Picornaviru

VP1 ' VP3
VP3 P
VP1 '
vp3 VP VP1
VP1 VP1 VP3
VP3 VP3
VP1 VP3 VP3

Picornavirugarticles arecosahedraktructures with triangulation
number T = 3. Three virus proteins (VP1, 2, and 3) comprise the surface of the
particle. A fourth protein, VP4, is not exposed on the surface ofriten but is
present in each of the 60 repeated units that make up the capsid.




Inclusioni nucleari da
Adenovirus

Assemblagqgio

Inclusioni citoplasmatiche
da Reovirus

Inclusioni nucleari da
Papillomavirus




Rilascio delle particelle virali neoformate

At NRPOSaaz2z 02yasS3adzsSSyidsS 2 02y
(maturazione)

A A seconda della modalita di replica, il rilascio avviene per
I Lisidella cellula (soluzione obbligata per virus nudi?)
I Gemmaziondtipico per virus con pericapside)

A Per i virus con pericapside, la membrana & acquisita da

I Membrana plasmatica (es. Orthomyxovirus, Paramyxovirus,
Rhabdovirus, Retrovirus)

I Reticolo endoplasmatico e/o complesso di Golgi (es.
Coronavirus, Bunyavirus)

I Membrana nucleare (es. Herpesvirus)



Host cell proteins
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Cell membrane

Budding del virus
con envelope

Enveloped virus particles are
formed by budding through a host
cell membrane, during which the

particle becomes coated with a
lipid bilayerderived from the cell
membrane. For some viruses,
assembly of the structure of the
particle and budding occur
simultaneously, whereas in others
a preformed core pushes
out through the membrane.



Budding del virus con envelope

Plasma
membrane

Hemagglutinin

Ribonucleoprotein ™=
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Rilascio delle particelle virali neoformate

Particelle di HIV gemmano da un linfocito




Rilascio delle particelle virali neoformate

A Durante la gemmazione il rilascio della particella virale puc‘)
essere ostacolato dal legame con gli stessi recettori
dzGAE AT T FOGA LISNI Af NARO2y2a

ciclo di replica

ALET NBOSGG2NB LISNI A OANMHza A
abbondante sulle glicoproteine della membrana cellulare.
I Il'virus si libera dal possibile blocco sui recettori durante la
ASYYIT A2yS LISNI YST T2 RSt Ql (i
neuraminidasi

I Cio e alla base del meccanismo di azione degli antinfluenzali
zanamivire oseltamivir(inibitori di neuraminidasi)



Attivita della neuraminidasi

Neuraminidase activity

Budding virus

Neuraminidase cleaves receptor

Hemagglutinin
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2N 9 ¢ Pa

2.5 ( ° Neuraminidase
=2 / 4, €~ inhibitors

Receptor « 2 1]
containing —— —— e’
sialic acid \ / : A ..) 7 t Halted 0y
o virion
—x. = r;I:as-e- = ’ replviicr:t'ion ..

Cell
membrane







Replica del virus a DNA bicatenario
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Rilascio delle particelle virali neoformate

neuraminidasi
>






Penetrazione per fusione



