Kolegij Molekularna biologija

VIRUSI, VIROIDI, PRIONI
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- e Zivotinjski virusi
- HIV

:‘B’ - Uloga u nastanku raka
L.&% e Viroidi

e Prioni

Glavna obiljezja virusa

e Sitne, infektivne cestice
e Genom - jedan ili viSe komada nukleinske
kiseline (RNA ili DNA, nikad obje)
¢ Nemaju stanic¢nu gradu
- nema membrane, citosola, organela
e Ovisni o domacinu

- nemaju metabolicku aktivnost niti se mogu
razmnozavati bez domacdina

e Izvanstanicni oblik — VIRION
- moguca kristalizacija




GOLI VIRION

* proteinski omotac - KAPSIDA

- - . NUKLEOKAPSIDA
* nukleinska kiselina (genom) } v ° s

kapsida

o Kapsida je izgradena od
podjedinica nalik
podjedinicama u
proteinu - KAPSOMERE

¢ Kapsomere mogu biti
izgradene od jednog ili
vise tipova proteina

nukleinska kiselina

VIRION S OVOIJNICOM

Kod Zivotinjskih virusa nukleokapsida je
cesto omotana ovojnicom nalik fosfolipidnoj
membrani

e ovojnica je dio membrane
iz stanice domacina u
koju su ugradeni
glikoproteini kodirani
virusnim genomom
kapsida | ® Ovojnica ne pokazuje

_ fizioloSku ulogu

membrane (endocitoza,

aktivni transport)
proteini i glikoproteini

ovojnice sudjeluju u

prepoznavanju stanice

domacina

ikoproteini
—

I~ P
ovojnica

Geneticki materijal virusa

DNA ili RNA, ali nikad obje

nukleinska kiselina moze biti jednolanc¢ana
ili dvolan¢ana

+RNA djeluje kao mRNA, usporedujemo je
s kodirajuéim lancom DNA

-RNA ne moze izravno posluziti za sintezu

roteina, usporedujemo je s nekodiraju¢im
ancom DNA
genom moze biti ¢jelovit ili segmentiran




Virusni domacini

e Svi tipovi organizama podlozni su napadu virusa

- Zivotinje, biljke, gljive, bakterije
- specifi¢nost je omogucena komplementarnim
Erepoznavanjem proteina ili glikoproteina na virusnoj
apsidi ili ovojnici s proteinima ili glikoproteinima na
povrsini stanice domacina

e Biljni virusi
- manje istrazeni iako je prvi
virus izoliran iz duhana
(virus mozaicne bolesti

duhana - TMV) 2
- inficiraju biljne stanice d
putem abrazija u stani¢nom .
zidu ili putem nametnika .
. Fe

e Virusi gljiva
- razli¢iti od ostalih virusa jer nemaju izvanstaniéni oblik

Virusni domacdini

e Zivotinjski virusi - neki inficiraju
- neki specifi¢no prepoznaju Joiofefe)
pojedine stanice domacina razlicitih

stanica u
(H1V, virus gripe) mnogim

domacinima

Kultiviranje virusa u laboratoriju

Virusi se ne mogu replicirati izvan stanice domacina pa se
stoga uzgajaju u kulturama stanica i tkiva
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virusni
plak

| bakterijska
livada
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Fagi se uzgajaju
u bakterijskoj

\

kuturi Zivotinjski virusi

uzgaJa&u se pilecem
zametku ili u kuturi
stanica




Velic¢ina virusnih cestica

Morfologija virusa

3 glavna oblika:
likalni, poliedars kompleksni

e Helikalni oblik

- virus mozaic¢ne bolesti
duhana

- kapsomere su spiralno
povezane tvoredi cijev
oko nukleinske kiseline

¢ Poliedarski oblik
virus prehlade
poliedar s mnogo stranica
- gotovo sferi¢ni oblik
najéesce ikozaedar (20)

Morfologija virusa
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e Kompleksni oblik
- ne moze se svrstati u prethodne dvije kategorije
- viSe razlicitih oblika

e

e virus malih boginja ¢ virus bjesnoce

e n.k. omotana s nekoliko e kapsida i ovojnica u
omotaca (ukljuéujudi i obliku metka
lipidni), bez vidiljive kapside
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Morfologija virusa

o bakteriofag T4 - kompleksni oblik
o ikozaedarska glava i rep koji
omogucava prihvaéanje i unos n.k.

Morfologija virusa

¢ koronavirus

e virus s
ovojnicom i
helikalnom
kapsidom

Kompleksni oblik

e togavirus

e virus s
ovojnicom i
poliedarskom
kapsidom

Klasifikacija virusa

e prema vrsti nukleinske kiseline
e prema prisutnosti ovojnice

e prema obliku

e prema velicini

e Medunarodni komitet za taksonomiju
virusa (engl. International Committee
on Taxonomy of Viruses — ICTV)

- zbog velike raznolikosti ne mogu se
organizirati u viSe taksonomske podjele

- tri razreda u koje su svrstane porodice i
rodovi




Klasifikacija ljudskih virusa

Porodica Tip n.k. Rod (bolest)
DNA virusi

Hepadnaviridae | dijelom dl, dijelom jl | Hepadnavirus (hepatitis B)

RNA virusi

jl+ segmentirana | Lentivirus, HIV (AIDS)

Filoviridae Filovirus, Ebola
(hemoragijska groznica)

dl segmentirana Rotavirus (diareja)

e Prihvaéanje na po
ificnost proteina na nitima repa s receptorima na

Unos nukleinske kiseline u bakteriju
- otpustanje lizozima
- kontrakcija repa i upos n.k. pod pritiskom
SCFER N EEREE]

- Razgradnja bakterijske DNA (nukleaze u kapsidi ili kodirane
virusnim genomom

- Koristenje stani¢ne masinerije za proizvodnju virusnih n.k. i
proteina
Sklapanje virusnih|cestica
- Spontano udruzivanje kapsomera
- Enzimsko ubacivanje n.k. u kapsidu

Otpustanje zrelih viriona
- Fag T4 - u 25 min. jotpusti 100-200 viriona
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,Zt Lizogeni ciklus bakteriofaga
Lizogeni ili umjereni fagi (fag 1)

¢ Prihvacanje na povrsinu bakterije
¢ Unos nukleinske kiseline u bakteriju
- Kao i kod faga T4, ali virusni genom ne preuzima
odmah kontrolu nad stanicom
Ugradnja virusnog genoma u genom domacina

- Inaktivni bakteriofag - PROFAG - replicira se zajedno
s genomom domacina kroz mnogo generacija

Indukcija

i
@ — Fizi¢ki i kemijski agensi koji uzrokuju otecenje DNA

e
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(UV-svijetlo, X-zrake, karcinogeni)
- Profag postaje liti¢ki virus
Sinteza dijelova faga
Sklapanje virusnih cestica
Otpustanje zrelih viriona

Lizogeni

s’ | QR/IKKS

25 ¢ Rani geni

- Ekspresija vrlo brzo nakon infekcije

- Sinteza proteina za replikaciju virusnog
genoma

e Kasni geni

- Kodiraju strukturne proteine viriona te
proteine za lizu stanice domacina




e Prihvac¢anje na povrsinu stanice
- nema repa kao kod bakteriofaga

.ﬁ - prepoznavanje receptora na stanici
- domacinu putem glikoproteina ili proteina
N na ovojnici ili kapsidi
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e Ulazak u stanicu
- goli virioni - izravna penetracija
- virioni s ovojnicom - fuzija s membranom
- fagocitoza

Virus bez ovojnice
- izravna penetracija -

VIRUSI S
OVOJNICOM

Fuzija s

membranom
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Sinteza DNA virusa

Dvolancana DNA (dl DNA)

a4
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,acg umnazanje slicno normalnoj replikaciji
<4 DNA i translaciji proteina u stanici

42% u stani¢noj jezgri oba lanca virusne
% DNA sluze kao kalup za replikaciju

>, DNA se prepisuje u mRNA, a proteini
ﬁ kapsomere sintetiziraju se u citosolu
:‘B, kapsomere se vracaju u jezgru i

I:&i- spontano udruzuju s virusnom DNA

herpes i papiloma virusi

A ) )
.}c Sinteza DNA virusa
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Jednolancana DNA (jl DNA)

e Enzimi domacina sintetiziraju novi
komplementarni lanac DNA koji
zajedno s jl DNA virusa tvori dl DNA

e dl DNA se prepisuje u mRNA itd.
¢ jl| DNA se pakira u nove virione
e Parvovirusi (eritem)




Sinteza RNA virusa

| |Pozitivna jednolancana RNA (+ jl RNA)

e +RNA djeluje izravno kao mRNA i
upravlja sintezom virusnih proteina

-RNA lanac se prepisuje s +RNA pomocu
virusne RNA polimeraze

-RNA sluzi kao kalup za sintezu jl +RNA
genoma koji se pakira u nove virione

prepisivanje RNA = RNA jedinstveno za
viruse

poliovirus

Sinteza RNA virusa

Retrovirusi

takoder j|l RNA genom, ali ne djeluje
izravho kao mRNA

na kalupu +RNA reverzna transkriptaza
sintetizira DNA intermedijar

DNA intermedijar je kalup za sintezu
novih +RNA molekula koje djeluju kao
mRNA i virusni genom za nove virione

DNA intermedijar moze se ugraditi u
genom domacina djelovanjem enzima
INTEGRAZE - nastaje PROVIRUS

HIV

Sinteza RNA virusa
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Negativna jednolancana RNA (-jl RNA)

%

'3% ¢ +RNA sintetizira se pomocu virusnog
2% enzima RNA-ovisne RNA transkriptaze
5 koja se otpusta iz kapside prilikom
_ﬂ&‘-g ulaska virusa u stanicu domacina

:‘b ¢ +RNA sluzi kao mRNA i kao kalup za
=¥ sintezu novih kopija —RNA koje se

.'@ pakiraju u zreli virion

®

e virus gripe, rabies
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Sinteza RNA virusa

3‘ Dvolancana RNA (dl RNA)
3% e + lanac sluzi kao mRNA za sintezu
25 proteina
.

¢ jedan od sintetiziranih virusnih
proteina je karakteristicna RNA
polimeraza koja proizvodi jos dl
RNA

- svaki lanac sluzi kao kalup za sintezu
komplementarnog lanca

e rotavirus (diareja)

o
,b Sklapanje zivotinjskih virusa

"

e DNA virusi - sklapanje viriona u
jezgri i otpustanje u citoplazmu

e RNA virusi — sklapanje u citoplazmi

e Broj proizvedenih viriona ovisi o tipu
virusa i velicini i stanju stanice
domacina

e Proizvodnja zivotinjskih virusa traje
dulje nego kod faga — herpes virus -

Otpustanje zivotinjskih virusa

Goli virioni:
Liza ili egzocitoza

Virusi s ovojnicom:
PUPANJE (perzistentna infekcija)
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Latencija zivotinjskih virusa

o latentni virusi ili provirusi (virus
malih boginja, herpes virus) mogu
ostati godinama u utiSanom
(dormantnom) stanju bez izazivanja
simptoma infekcije

e ugradnja u genom domacdina je
moguca, ali nije obavezna kao kod
lizogenih faga

e HIV - ugradnja u genom - trajni
provirus bez mogucnosti indukcije

HIV i AIDS

e HIV - engl. human immunodeficiency
virus
e Otkrice 1983. - Robert Gallo i Luc
Montagnier
e AIDS - sindrom stecene
imunodeficijencije (engl. acquired
immune deficiency syndrome)
- Nedostatak normalne imunosti
- Kao posljedica razvoj oportunistickih
infekcija
- Danas svjetska pandemija - 50 milijuna
zarazenih ljudi, umrlo 20 milijuna

Isbls 133 Dgpariunittic Infectieny and Tumery of A10% Patient
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e HIV-1 je retrovirus
koji svoju
geneticku
informaciju
pohranjuje u jl
molekuli RNA

e HIV inficira

— T4 limfocite

— Makrofage

— Stanice glatkih
misica

Proces prihvacanja i ulaska HIV-a u
stanicu

Fuzija lipidnih
dvosloja i unos
kapside u
citoplazmu

vezanje gp120 na CD4
receptor u staniénoj
membrani

Uklanjanje kompleksa CG4-gp120 omogucava gp41 prihvac¢anje na
membranu

Nakon prihvaéanja na stanicu domacdina (a), ubacivanja kapside u stanicu (b)
i otpustanja RNA i enzima, reverzna tranksriptaza katalizira 3 gotovo
simultane reakcije (d): prepisivanje komplementarne —jl RNA i stvaranje
DNA-RNA hibrida (kao ishodnica sluzi tRNA iz viriona; razgradnja RNA iz
hibrida; sinteza komplementarnog +DNA lanca i stvaranje dl DNA

13



Replikacijski
ciklus HIV-a

Razvojem bolesti HIV-1 mijenja strukturu
glikoproteina GP-120 te umjesto makrofaga
(CCR5 CD4 koreceptor) inficira T limfocite
(CXCR4 CD4 koreceptor)

Defektni CCR5 protein uzrokuje rezistenciju na
HIV-1 bez uodljivih posljedica po organizam

’; I

FREQUENCY OF

MUTANT ALLELE

W 8.0 percent or higher
0.0

¥ 0.1 to 7.9 percent 00

0.0 percent
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Uloga virusa u nastanku raka

Tabfica 15-2. Tumorskl virus

Paradica vinisa Ljudskel tnrmen Veliding genoma (kb

3
,b Virusi hepatitisa Bi C

B

e Kronicne infekcije jetre povecavanju
nastanak raka za 100 puta

e Trajna proliferacija jetrenih stanica
zbog kroni¢nog ostecenja tkiva i
upale potice nastanak raka

e Virus hepatitisa B — gen X utjece na
ekspresiju niza stanic¢nih gena i
dovodi do poremecaja proliferacije i
stanicnog prezivljavanja

SV40 i poliomavirus

Ot (o] ¢ ne izazivaju rak u

stanicama svojih
prirodnih domadina -
permisivne stanice

* nepermisivne stanice

- integracija u genom
domacina

- transformacija stanica
zbog ekspresije
virusnih gena

15



i M e proteini ranoga podrucja
A . ™, poticu replikaciju virusne
I g, \ DNA, ali i gena u stanici
I." i L domacinu - trajni poticaj
I W S | | proliferacije ukoliko dode
| B ™ 2 do ugradnje u genom
VA 45/ domadéina
R e T antigen veze i
P — - inaktivira tumor
i\ supresore p53 i Rb
EI | B = |
I jE—————— |
l A g rmali I
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Papilomavirusi

d

¢ 60 razlicitih vrsta
¢ infekcija epitelnih stanica
- dobroc¢udne promjene (bradavice)
- karcinom grli¢éa maternice
e rani geni E6 i E7 interferiraju sa stanicnom
proliferacijom
- E6 veze Rb
- E7 potice razgradnju p53

5
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Adenovirusi

e u nepermisivhim domadinima
izazivaju transformaciju (kao SV40 i
poliovirus)

e rani geni E1A i E1B interferiraju sa
stanicnom proliferacijom
- E1A veze Rb
- E1B veze p53
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Herpesvirusi

¢ najslozeniji zivotinjski virusi
e uzrokuju tumore u zivotinja i ljudi
o Epstein-Barrov virus

- Nekoliko vrsta raka, Burkittov limfom

- Mehanizam nastanka raka nedovoljno
razjasnjen zbog sloZzenosti genoma

e Herpesvirus povezan s Kaposijevim
sarkomom
- Nekoliko virusnih gena utjece na stanic¢nu
proliferaciju i prezivljavanje
- Jedan od njih djeluje na Rb i p53

e razliciti retrovirusi

Retrovirusi razlikuju se po onkogenim
= Y sposobnostima

a D & 8 - Rausov sarkomski virus

8 - (RSV) transformira stanice

pile¢eg embrija, dok srodni
virus pti¢je leukoze (ALV)

g e koji se replicira u istim
: stanicama ne uzrokuje
i transformaciju
l l e vecina retrovirusa nije
i L kancerogena, a nastanak
g e raka povezan je s
" mutacijom stani¢nih gena
4 oal uzrokovanom integracijom

virusnog genoma

e karcinogeni retrovirusi
vpkacia vins sadrze ONKOGENE

Genomi retrovirusa ALV i RSV

IR e 1T [
trarlriptars | | ghlepmtsind | |-tinsin-kinam

il
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Onkogeni i protoonkogeni

¢ Retrovirusni onkogeni nastaju rekombinacijom
DNA virusa i domacina
- potjecu od srodnih gena iz stanica domacina

(PROTOONKOGENTI - regulacijski stanicni geni; src,
raf, ras)

¢ Onkogeni su mutirani ili nenormalno
eksprimirani oblici stani¢nih protoonkogena:

- Transkripcija virusnog
onkogena je pod
kontrolom virusnih
promotora i pojacivaca

- Delecije ishodnih
protoonkogena

- Nastanak fuzijskih
proteina

- Tockaste mutacije

probe-onkogeni profein Raf

Viroidi
e izrazito male kruzne molekule RNA

- RNA se doima linearnom jer je povezana vodikovim
vezama

e nemaju kapside
e uzrokuju bolesti biljaka i gljiva

DNA faga T7 PSTVd viroid

e | =

Prion %

o Stanley Prusiner
¢ Proteinaste infektivne Cestice
e Uzrokuju tzv. prionske bolesti

- Govedi spongiformni encefalitis (bolest “lude
krave”)

- Skrepi bolest ovaca
- Creutzfeldt-Jakobova bolest u ljudi

e Degeneracija i gubitak mozdane tvari - stvaranje
vakuola koje daju “spuzvast” izgled
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protein Prp
¢ Jedan aminokiselinski slijed
moze se smotati u dvije
stabilne konformacije
¢ Normalna struktura - o
uzvojnice - stani¢ni Prp
¢ Oblik koji uzrokuje bolest -
nabrana ploca - prionski
rp
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Stanicni Prp ionski Prp

Prioni

Prionski Prp moze inducirati
konformacijsku promjenu u
stani¢nom Prp proteinu -
normalni Prp postaje
prionski Prp

U normalnim okolnostima
stanicni proteini i
polisaharidi poticu smatanje
Prp u pravilan stani¢ni oblik
Do pogresnog smatanja
moze dodi jedino u slucaju
pretjerane ekspresije ili
mutacije Prp gena

Ljudski Prp moze se krivo
smotati samo ako je na
polozZaju 129 aminokiselina
metionin (u 40% ljudi)
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