1.1. WAS SIND VIREN (DEFINITION UND EIGENSCHAFTEN)?
WIE UNTERSCHEIDEN SIE SICH VON ANDEREN INFEKTIOSEN
EINHEITEN (VIROIDE, VIRUSOIDE, PRIONEN)?



VIREN: DEFINITION

KLEINE INFEKTIOSE PARTIKEL MIT EINFACHEM AUFBAU
KEINE LEBEWESEN
KEINE AUTONOME VERMEHRUNG

NUTZUNG DER RESSOURCEN VON WIRTSZELLEN ZUR
VIRUSVERMEHRUNG

INFIZIEREN ALLE LEBENSFORMEN

AUFBAU: NUKLEINSAURE, PROTEIN, LIPID (IN EINIGEN FALLEN, NUR
FALLS HULLE VORHANDEN)



VIREN: EIGENSCHAFTEN

* INFEKTIOSE, OBLIGAT
INTRAZELLULARE PARASITEN

« GENOM AUS DNA ODER RNA

e IN WIRTSZELLE INDUZIERT VIRUSGENOM Herpes-Virus
SYNTHESE ALLER VIRUSBESTANDTEILE MITHILFE .
VON ZELLULAREN MECHANISMEN

e DE-NOVO AUFBAU DER VIRUS-NACHKOMMEN e
AUS DEN IN DER WIRTSZELLE NEU
SYNTHETISIERTEN VIRUSBESTANDTEILEN el

Ribosom
20 nm

* VIRUS-NACHKOMMEN TRANSPORTIEREN
VIRUSGENOM IN NEUE WIRTSZELLEN, WO
NACHSTER INFEKTIONSZYKLUS BEGINNT

Pandora-Virus

1um

Bakterium
1-5 um




VIROIDE

* RINGFORMIGE SSRNA

e BESITZEN KEIN PROTEIN/LIPID

* KEINE MRNA-SYNTHESE

« Z.T. RIBOZYMAKTIVITAT

* REPLIKATION MITHILFE ZELLULARER RNA-POLYMERASEN
« KRANKHEITSERREGER BEI PFLANZEN



VIRUSOIDE

* RINGFORMIGE SSRNA

« PROTEINHULLE (VON HELFERVIRUS KODIERT)

* KONNEN EIGENE PROTEINE KODIEREN

 REPLIKATION MITHILFE ZELLULARER RNA-POLYMERASEN
« Bsp: HEPATITIS D



PRIONEN

* INFEKTIOSES PROTEIN (VORKOMMEN IM TIERISCHEN KORPER)
 KONNEN IN 2 KONFORMATIONEN VORLIEGEN
e UNTERSCHIEDLICHE TENAZITAT

* KEINE NUKLEINSAURE
* VERURSACHEN TRANSMISSIBLE SPONGIFORME ENZEPHALOPATHIEN



infektios familiar sporadisch
Kuru, Creutzfeldt-Jakob, Creutzfeldt-Jakob Creutzfeldt-Jakob
Scrapie, BSE,
Chronic Wasting Disease
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Prpsc PrpCc mutiertes Prec

PrP¢
spontane
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Der Infektionszyklus

31.10.2022
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Wodurch unterscheiden sich
Variolation und Vakzination als
Massnahmen zur Bekampfung

von Pockenepidemien?




Meilensteine der
Virusforschung

1796
Pocken-Vakzine

1890er Jahre

Viren als eigenstandige infektiose
Agenzien anerkannt

1931

Sichtbarmachung von Viren dank
Elektronenmikroskop




Variolation ab ca. 1000 v. Chr.

Beobachtung

Individuen, welche die Pockenkrankheit
uberlebten, waren vor weiteren
Pockeninfektionen geschitzt.

Also

Gesunde Menschen mit Material aus Lasionen
von (menschlichen) Pockenkranken
inokulieren.




Vakzinierung ab 1796

Beobachtung

Patienten, die an einer milden Kuhpockeninfektion
litten, sind vor der humanen Pockenkrankheit
geschutzt (Melkerinnen).

Also

Edward Jenner verimpfte Material aus
Kuhpockenlasionen (sehr ahnliches Virus, ruft im
Mensch nur sehr milde Krankheit hervor).

Kreuzimmunitat!




Vakzinierung heute...

Louis Pasteur Tollwut Vakzine 1883: 1. lebend
attenuierter Impfstoff

Heutige lebend attenuierte Impfstoffe:
Mumps, Masern, Roteln

Inaktivierte Impfstoffe: immunisierende
Wirkung ohne Vermehrungspotential

—> Vorteil = biologische Sicherheit




Nachteile inaktivierte
Impfstoffe/Totimpfstoffe

Schwachere und enger begrenzte IA

Gegen inaktivierte Viren werden oft ,,nur’
AK gebildet

Man braucht mehr Virus Material

(

A. Lebendimpfstoffe
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Isolieren in Zellkultur
& Aftenuierung durch Passagen

starke Immunantwort
biologische Sicherheit?

B. inaktivierte Impfstoffe

Isolieren in Zellkultur
& chemische Inaktivierung

schwéchere Immunantwort
biclogische Sicherheit!




Fazit Immunitat gegen Pocken

Variolation

Lebende tatsachliche Erreger der
Krankheit in kleinen Mengen appliziert

Risiko, dass Krankheit tatsachlich
ausbricht

Vollumfangliche Immunantwort

Vakzination

Nah verwandte Erreger verabreichen
=>Bildung von Gedachtniszellen
=> Immunitat

Geringeres Risiko einer Erkrankung.

Kreuzimmunitat



Virologie 2022

Gillian Anesini, Rea Guggisberg
3.JK HS22



Welche Methoden zur

Strukturautklarung von Viren
stehen zur Verfiigung?



Lichtmikroskopie

- 300nm
- kleine Bakterien

- Pox-/Pandora-/Mimi-Viren



3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
* Negativ Kontrast
- Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
- Negativ Kontrast
« Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



Elektronenmikroskopie
negativ Kontrast

- beschichten/bestrahlen mit elektronendichten Substanzen
- Auflésung: 5-7 x 10"-9 m = 5-Tnm
- Haufigste Methode



Abb. 2-1 |

Elektrone emikroskopische

Aufnahmen verschiedener

Yiren, Negativiied !
Yiren (A),




3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
* Negativ Kontrast
- Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



Kryoelektronenmikroskopie

- gereinigte und konzentrierte Vironen

- schnelles einfrieren

- Verhindert Kristallisation vom Wasser - Strukturgehalt
- Mikroskopie bei sehr tiefen Temperaturen

- verbesserter Strukturgehalt

« Auflosung 1-2x 10"-9m = 1nm



3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
* Negativ Kontrast
« Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



3-D Kryoelektronenmikroskopie

- gereinigte und konzentrierte Viruspraparation

- schnell einfrieren - verhindert Kristallisation Wasser (Beschadigung)
- Mikroskopie < -160°C

- 2D Aufnahmen von vielen vers. Partikeln

- fir 3D: digitalisiert

- zuerst 3D mit kleiner Auflosung

- weitere Projektion: hochaufgeloste 3D Rekonstruktion






3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
* Negativ Kontrast
« Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



Rontgenstrahl-
Kristallographie

- Voraussetzung: Viruskristalle herstellen

- Viruskristall: viele, streng organisierte Viren
- mit Rontgenstrahlen beschossen

- Strahlen werden abgelenkt

- Diffraktionsmuster

- 3D Rekonstruktion auf Proteinebene



A wection of the polovirus electron The 1ame section of the mop throwgh one arton of the virus structure shown m
denaity map shawng pars af she repas plane of the YIrus partce web segments a ntban duagram, Wb e three protein
sroend the bvelald xur of symeetry of the structure busk to Iz the dectrons that foem the surface YPI, VPL and VPI
denuty. The double-nng structure with colored blus, yelow, and red, rewpectvely
e long alghatic chan (certer) is an
antreral drug that is Bound to the

pofoerus partickes in the oryaty

Elektronendichten Karte Aminosaurenkette basierend Funktionelle und strukturelle
(Position von C,N,O,S) auf Elektronendichten Karte Darstellungen




3 Methoden

- Elektronenmikroskopie
* Negativ Kontrast
« Kryoelektronenmikroskopie
+ 3-D Kryoelektronenmikroskopie

- Rontgenstrahl-Kristallographie

- Kernspinresonanzspektroskopie



Kernspinresonanzspektroskopie
nuclear magnetic resonance NMR

- physikalisches Phanomen
- Atomkerne absorbieren elektromagnetische Felder in Magnetfeld
- senden Strahlung aus

- Spektroskopische Methode zur Untersuchung der
- elektronischen Umgebung
- WW mit den Nachbaratomen

- Struktur und Dynamik von Molekiilen

- flir grosse Viren oder wenn keine geeigneten Kristalle



Fragen?



DANKE !



Die Grosse von Viren

Pandora-Virus
1 um

Herpes-Virus

200-300 nm @
@ Bakterium
1-5 pym

Corona-Virus
120 nm

Parvo-Virus

Ribosom
20 nm 8



Parvovirus

kleines Virus

¥ Kleines Genom mit wenigen Genen
¥ Wenig virale Proteine und Enzyme

¥ Von zelluldaren Mechanisen abhangig (S-Phase!)

S-Phase: Konzentration
der zelluldren Enzyme fiir
Nukleinsduresynthese am
hoéchsten



Herpesvirus

mittelgrosses Virus

¥ kodieren fiir viele Enzyme fiir Nukleinsdauremetabolismus
¥ Konnen praktisch in allen Phasen des Zellzyklus replizieren

- Sogar postmitotische Zellen des Nervensystems




Pandoravirus

grosses Virus

% Grosses Genom mit vielen Genen

% Viele virale Proteine und Enzyme

¥ Weniger abhangig von Wirtszellmechanismen

¥ besser auf Wirts- und Umweltbedingungen einwirken

& Abwehrmechanismen des Wirts inaktivieren



Nukleinsauresynthese

Normale Zelle: DNA
Viren: DNA oder RNA

bis zu 2.5 Mio bp

DNA-Polymerase-Korrekturfunktion
- Genom stabil kopierbar
(1 Fehler pro 108-10'! Nukleotide)

Korrekturfunktion

bis zu 30°‘000b

RNA Polymerase fehlt Korrekturfunktion
(1 Fehler pro 10%-10°>N.)



Nukleinsauresynthese
Korrekturfunktion

Ungenauigkeit kann bis zu einer bestimmten Genomgrdosse vorteilhaft sein denn
Mutation gilinstig fiir Anpassung an veranderte Bedingungen und Wirtsabwehr
aber

Ab 10kb kann Genom nicht mehr stabil kopiert werden
(Mutationen akkumulieren)

DNA RNA

2-2500 kbp 5-15 kbp



Coronavirus

¥ Ausnahme
¥ RNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion

% Stabile Replikation des 30 kb Genoms




Wie sind Viren aufgebaut?

anhand von Parvovirus, Tollwutvirus und Herpesvirus



Das Virion

Capsomere Lipoproteinhdille
| ' Nuclein- (Envelope)

Nukleinsauregenom + Kapsid
oder Nukleokapsid

Tegument oder Matrix

Lipidmembranhlle

Capsid ‘ I
(aus Capsomeren
zusammengesetzt)

nacktes Virus Virus mit Hillle (Envelope)



Parvovirus

Der einfachste Fall
e ssDNA, linear

* Kapsid

* |kosaedral mit T=1 Symmetrie

 Unbehillt, 16-26nm
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Tollwutvirus




Herpesvirus

e dsDNA, linear
* Kapsid

* |kosaedral, T=16 Symmterie
* Tegument
* Lipidmembran + Hullglykoproteinen
e 200-300nm




Im Vergleich

| e | Tolwuwins | Hewewins

Genom ssDNA (-) ssSRNA dsDNA
Kapsid + Nukleokapsid +
Tegument, Matrix - Matrix Tegument

Lipidmembranhille - + Glykoproteine + Glykoproteine

Elektronenmikroskop



Quellen

* Tobler/Ackermann/Fraefel (2021), Allgemeine Virologie, 2. Auflage
* Bilder:

e Viren - Kompaktlexikon der Biologie (spektrum.de)
e UA-BW | Die im Dunkeln sieht man ...

 The Super Striker: How herpesviruses dribble out the immune system | News
& Events | Helmholtz Centre for Infection Research (helmholtz-hzi.de)



https://www.spektrum.de/lexikon/biologie-kompakt/viren/12540
https://www.ua-bw.de/pub/beitrag_printversion.asp?subid=0&Thema_ID=8&ID=2083&Pdf=No&lang=DE
https://www.helmholtz-hzi.de/en/news-events/stories/the-super-striker-how-herpesviruses-dribble-out-the-immune-system/

2.4 Welche Kapsidformen kennt
man? Wie unterscheiden sich
diese?

Aysha Eichenberger, Madlaina Fetz



Definition Kapsid

=ldentische Untereinheiten eines oder weniger verschiedener viralen
Proteine

Funktion:

Schutz des Genoms, Attachment, Zelleintritt, intrazellularer Transport



Kapsid

Symmetrie
- Helikal

- Ikosaedral
- Triangulationszahl

- Komplex (helikale und ikosaedrale Anteile)

Bausteine
- Aus viralen Proteinen aufgebaut



Kapsid

Nukleokapsid mit
genomischer (+)RNA
linear, ss, ca. 9 kb, diploid
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- Kapsidproteine

genomische DNA
linear, ss, 4-6 kb

ikosaedrales Kapsid mit
T=1-Symmetrie

@ 16-26 nm




T=16, Herpesvirus

T=4, Alpha Viren




25, Adeno Viren

o




komplex

https://bioclips.info/wp-content/uploads/2020/06/viren-img2.jpg



Nukleokapsid

Symmetrie
- Helikal

Bausteine
- Nukleinsaure Genom
- Proteinanteil, Enzyme, Nukleoproteine

Funktion
- Virale Nukleinsaure interagiert mit Kapsidproteinen
- Tragen von wichtigen viralen Proteinen



Glykoprotein G2

Matrix-Protein M

RdR-Polymerase L

00®

&
A :
)’— Phosphoprotein P
F genomische RNA
’— Nukleoprotein N
&

Nukleokapsid mit
genomischer (-) RNA
linear, ss, 11 kb

000009

060000000000

Lipidmembran

komplexe Struktur
mit Membran, Matrix und helikalem Nukleokapsid



" ‘/' Neuraminidase (NA)
/e E""""‘ ———————— Hamagglutinin (HA)

Matrix-Protein (M1)
Nukleokapsid

mit genomischer (~) RNA, linear
ss, segmentiert, total 13.5 kb

Proteinkanal (M2)

RdR-Polymerase-Komplex

Kernexport-Protein (NEP)
Lipidmembran

@ 80-100 nm



Strukturtyp Nukleokapsid

* Nukleokapsid
* Definition:P=puxp

* u= Anzahl der Struktureinheiten pro Helixdrehung

» P=die Steigung der Helix pro Drehung

genomische (+) RNA
linear, ss, 6.4 kb

Nukleokapsidprotein

helikales Nukleokapsid

L 300 nm
@ 18 nm




2.5 Welche viralen Genome kennt
man? Wie werden die viralen
Genome nach Baltimore
klassifiziert?

Vera Birrer, Dominique Eggenberger



Welche viralen Genome kennt man?

DNA vs. RNA

- doppelstrangig vs. Einzelstrangig
- segmentiert vs. nicht-segmentiert

- linear (Adeno, Herpes, Pox) vs. Zirkular (Polioma, Papilloma)

- Polaritat: positiv vs. negativ vs. Ambisens



Welche viralen Genome kennt man?

- Doppelstrangige DNA

- einzelstrangige DNA +

- einzelstrangige DNA —

- partiell doppelstrangige DNA
- doppelstrangige RNA

- einzelstrangige RNA +

- einzelstrangige RNA + (Retroviren)

- einzelstrangige RNA —



4 Grundsatze

1. DNA-Viren, die im Zellkern replizieren = kdnnen die Replikations- und Transkriptionsmaschinerie der Zelle verwenden
2. DNA-Viren die im Zytoplasma replizieren = mussen viral kodierte Enzyme fir die DNA-Replikation und Transkription im

Virion mit in die Zelle bringen

3. Alle RNA-Viren (ausser Retroviren) sind abhangig von einer viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase, da Zellen nur DNA-
abhangige RNA-Polymerasen besitzen
a. Bei (+)RNA-Viren = reicht es wenn dieses Enzym kodiert ist, da die Ribosomen die (+)RNA direkt translatieren konnen

b. Bei (-)RNA und dsRNA-Viren = muss die RNA-abhdngige RNA-Polymerase im Virion mit in die Zelle gebracht werden

4. Retroviren besitzen eine Reverse Transkriptase = welche mitgrebracht werden muss



Baltimore-Klassifizierung

- Einteilung gemass ihrer Strategie der messenger (m) RNA-Synthese

e
11 VII
Nuklein- Polaritat ~ Baltimore- NSNS NN/ \Y/"%
saure Klassifizie- ssDNA DNA/RNA
rung T
DNA ds Typ | VI RdD Pol DdD Pol I
(RT) (RT) DD Pol
NSNS NN — | S ARNNT~
5s + oder - Typ Il (+) RNA (-) DNA | dsDNA
partiell ds Typ ViI
DdR Pol
RNA ds Typ Il
RdR Pol RdR Pol v RdR Pol
sS + Typ IV —P NN
(+) RNA (-) RNA mRNA (+)
RdR Pol
+ Typ Vi \Y,
- TypV
(-) RNA




Typ |

I. dsDNA

[Adeno-Viren
Herpes-Viren

Polyoma-Viren
Pox-Viren
Asfar-Viren
Irido-Viren

~N

Papilloma-Viren

>

DdR Pol
» NS\
( mRNA
SN
dsDNA
L ’ < CKE CK: ;o
DdD Pol

Protein

® —

Virion




Typ |l

I1. ssDNA

IS \r

Circo-Viren
Parvo-Viren

J (+) oder (-) DNA

DdD Pol

DdR Pol NS o ——>
mRNA

SRV ANZ

dsDNA

Protein |

]

Virion

e, ]
» (+) oder (-) DNA



Typ Il]

I1II. dsRNA

Birna-'Viren. &y \\ ANV

Picobirna-Viren

R . dsRNA
eo-Viren

RdR Pol

» @
( Protein
b NS NF

mRNA (+)

L y ANV N\
RdR Pol dsRNA




Typ IV

IV. (+) RNA

(Arteri-Viren
Astro-Viren
Calici-Viren
Corona-Viren
Flavi-Viren
Hepe-Viren
Picorna-Viren
Toga-Viren
Noda-Viren

.

J

» @ y =
Protein

NS\ ®
mRNA (+) Virion
k » y -/ J
RdR Pol RdR Pol Vs

(-) RNA mMRNA (+)



Typ V

V. () RNA RdR Pol
» S P 4
[Boma-Viren k \/\ '
Bunya-Viren MRNA (+) Protein
Arena-Viren
Filo-Viren . @
Orthomyxo-Viren (-) RNA Virion
Paramyxo-Viren
thabdo—\flren
» S Va > S
RdR Pol il RdR Pol

(+) RNA () RNA



Typ VI

NS\ — C
VL. (+) RNA DdR Pol ‘ mRNA (+) Protein 1
mit RT
(Retro-Viren ) A @
(+) RNA dSDNA Virion
o 4 J
DdR Pol g \/\/

(-) DNA (+) RNA



Typ VI

VII. partiell dsDNA

AN — @ —
DdR Pol
DdD pol

mRNA (+ Protein
mit RNA & RT *) Vn
part. ds S
S/A\Y/\\2
DdR Pol L part. dsDNA
. Y, U S
NS Nr RT RT

(+) RNA (-) DNA
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Virus-Replikation = die Gesamtheit

folgender sechs Schritte:

+ Attachment und Zelleintritt

+ Uncoating

+ Transkription und Translation
+ Replikation

+ Assembly

+ Austritt aus der Zelle

(i) Attachmen\
und Zelleintritt

(iii) Transkription
und Translation

(ii) Uncoating \é
)

(iv)IGenomreplikation \

v)
Assembly

(vi) Ze//austr/'kt




Zytoplasmatische
Vi ru Sfa m i I i e n Nuklein- Polaritait  Baltimore- Beispiele Virusfamilien

saure Klassifizie-
rung
DNA ds Typ | Adeno-, Herpes-, PapillomaZ-,
Polyomal-, Pox-, Asfar-, Irido-Viren
Replikationszyklus vollstandig oder s +oder- | Typll Circol-, Parvo-, Anello-Viren?
teilweise im Zytoplasma partiell ds Typ VII Hepadna-Viren% &
+Pox-Viren RNA ds Typ Il Birnas-, Picobirna®-, Reo-Viren®
sS + Typ IV Arteri-, Astro-, (alici-, Corona-,
+Asfar-Viren Flavi-, Picorna-, Toga-, Toro-, Noda-,
Hepe-Viren
+Irido-Viren + Typ VI Retro-Virend: T
- TypV Borna-, Bunya’-, Arena’-, Filo-,
Orthomyxo®-, Paramyxo-, Rhabdo-Viren
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e +dsDNA
+behdllt
+lineares Genom
+Grosse: 120 x 300nm
+gross und komplex
+direkte Fusion mit Zellmembran

+Bsp.: Vaccinia-Virus (Pocken)

EV envelope

MV membrane
Lateral body
Core wall

_,Nucleocapsid

ViralZone 2014

Swiss Institute of Bioinformatics

250nm
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+dsDNA
+mehrfach behullt

+hohe Tenazitat

+Durchmesser: 200-300nm

+Bsp.: Afrikanische Schweinepest Virus (ASP-Virus)
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+Durchmesser: 185nm A B cunzoenn GBESION ,'
) _ _ Naked virion .
+gehort zu den Riesenviren I
. . . . . // // /
+Replikation teilweise im Zytoplasma o /

+befallt Insekten




A Keine zellulare Enzyme fur die DNA-Replikation und -Transkription im Zytoplasma vorhanden

/,/DNA im Zytoplasma qilt fur Zelle als typisches PAMP -> Aktivierung des Immunsystems

Losung

virale DdD- und DdR-Polymerase

ASP-Virus: Kodierung fur Gene mit Einfluss auf Wirtsabwehr — TLR3-Inhibitor
Viroplasmen
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Pandora-Virus
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P Herpes-Virus
OX’ 200-300 nm
Irido
Corona-Virus

120 nm

Parvo-Virus
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20 nm

L

Elektronenmikrosk op
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lem miissen RNA Viren fiir ihre Rep

y
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RNA-Viren:

* Die RNA-Viren werden in die Baltimore-Gruppen lll, IV, V und VI klassifiziert

Nuklein- Polaritait  Baltimore- Beispiele Virusfamilien
saure Klassifizie-
rung
DNA ds Typ | Adeno-, Herpes-, Papillomal-,
PolyomaZ-, Pox-, Asfar-, Irido-Viren
5 +oder- | Typll Circo’-, Parvo-, Anello-Viren?
partiell ds Typ VIl Hepadna-Viren fT

Birna’-, Picobirna’-, Reo-Viren’

Arteri-, Astro-, (alici-, Corona-,
Flavi-, Picorna-, Toga-, Toro-, Noda-,
Hepe-Viren

Retro-Virend: kT

Borna-, Bunya®-, Arena®-, Filo-,
Orthomyxo®-, Paramyxo-, Rhabdo-Viren




Problem?

e Je ahnlicher das virale Genom dem der Wirtszelle ist, desto starker kann sich das
Virus fur die Replikation auf die Ressourcen des Wirtes verlassen

* Das «Ausgangsmaterial» der viralen Replikation ist aber RNA

* In den Wirtszellen existieren keine RdR- und RdD-Polymerasen



Wie |0sen sie das Problem?

(+)ssRNA-Viren:
» Kodieren fiir eigene RNA-abhangige RNA-Polymerase

* Die virale RNA wird von den zellularen Enzyme abgelesen und so die bendétigte RdR-Polymerase
hergestellt

e Oder sie bringen eine reverse Transkriptase mit

Doppelstrangige und (-)RNA Viren:

* miussen eine RdR-Polymerase als Bestandteil des Virions in die Zelle mitbringen, weil die
zellularen Polymerasen ihre RNA nicht translatieren kdnnen

* Die mitgebrachte RdR-Polymerase muss zuerst (+)ssRNA machen
* Diese kann dann translatiert werden



Baltimore Il

» @
[II. dsRNA ( Protein 1

| . A RdR Pol
Sfrna;Vlrer\; AN\ W, P
R'°° rna-viren dsRNA mMRNA (+) Virion
| Reo-Viren
\ P, L J
y AN/
RdR Pol dRNA

Doppelstrangige RNA kann von zellularen Enzymen nicht repliziert werden

Missen die RdR-Polymerase als Komponente des Virions in die Zelle mitbringen

MRNA-Synthese erfolgt im Virion

Die neu synthetisierten mRNA werden ins Zytoplasma ausgeschleust

Im Zytoplasma durch zellulare Enzyme Proteine translatiert

Diese bilden Virusfabriken im Zytoplasma, in welchen dann der Zusammenbau von Nachkommenviren stattfindet



Baltimore IV

4
IV. (+) RNA Trang lab o . @
Arteri-Viren -4 =5
Astro-Viren Protein 1
Calici-Viren
Corona-Viren NS Nor Tromslahon,
Flavi-Viren MRNA (+) Virion
Hepe-Viren
Picorna-Viren L G.QMOMI\,V\‘I'.'\CS e
Toga-Viren Zs ' —_— NS\
\Noda-Viren ) RdR Pol (_) RNA RdR Pol mRNA (+)

Einfachste Genomform -> nach Eintritt in die Zelle, direkte Verwendung als mRNA und Translation
Synthese von viraler RNA-abhangiger RNA-Polymerase in Zelle
Genomsynthese: Antigenoms(-)RNA -> als Vorlage fiir weitere Kopien der vRNA

Teilweise keine subgenomische mRNA-Molekile -> VRNA = mRNA



Baltimore V

V. () RNA RdR Pol o Tranjlakon
[ ) ™ » NS\ —————> C
[ Borna-Viren
Bunya-Viren ( mMRNA (+) Protein
Arena-Viren
Filo-Viren @
Orthomyxo-Viren (-) RNA Virion
Paramyxo-Viren
| Rhabdo-Viren L G'@'"“"\fy"\H\CSC
) . RdR Pol il RdR Pol
° (+) RNA ®  ()RNA

* Braucht die als Protein mitgebrachte RdR-Polymerase -> bereits im Virion vorhanden
e Muss fir Translation zuerst in RNA mit positiver Polaritat umgeschrieben werden -> mRNA (+)

* Genomsynthese: Gber (+)RNA als Vorlage fiir weitere (-)RNAs



Baltimore VI

Twond lahown

1{,“\4.&}' — @
DdR Pol ‘ MmRNA (+) Protein

AN/ N"h?"“’w‘
RNA dsDNA Virion

Retro-Viren

Gre womgynthese

'S
L4

DdR Pol

) ONA 2ehulir

(+) RNA

Reverse Transkriptase = RNA-abhangige DNA-Polymerase -> bereits Bestandteil des Virions
(+)RNA Genom durch virale Reverse Transkriptase in (-)ssDNA kopiert

Zweiter DNA Strang auch durch RT katalysiert -> (-)DNA als Vorlage

Einbau der dsDNA ins zellulare Genom mithilfe der Integrase-Funktion der reversen Transkriptase

Synthese von mRNA und genomischer (+)RNA durch zellulare DNA-abhangige RNA-Polymerase



VIELEN IIANK FUR EURE
AIIFMEBKSAMKEIT




/ellulare vs. Virale DdAD-
Polymerase



DdD-Polymerase

Primase

DNA-Ligase RNA-Primer
DNA-Polymerase (Pola)

Folge-
strang

Okazakl Fragment

Leit-
strang

DNA-Polymerase (Pold)

Helicase
Einzelstrang-

‘ln “'|||‘|I|||||I T

QWK
), w|||||;|||||||||| e,

MROT

Topoisomerase

|7
///ll|

bindendes Protein



Papillomavirus

* dsDNA (Baltimore 1)
* Replikation im Zellkern

* Benutzt zellulare DdD-
Polymerase

 Zellzyklusabhangige Replikation

4—@ Replikaticnsgabel
e . r

_0'*1 /Y




Adenoviren

* dsDNA (Baltimore 1)
* Replikation im Zellkern
* Kodiert eigene DdD-Polymerase

 Zellzyklusunabhangige
Replikation

Genom [deCMA)

& ANV~

Zirhularisierung

DZ2N\VZ2\VG N



Zellulare vs. Virale DdD-Polymerase

Vorteile der viralen DdD-Polymerase:
- Zellzyklus unabhangig -> hohere Produktivitat

- Hohere Mutationsrate: Fehleranfalliger, Keine Reparaturmechanismen
-> Selektion



Schone Pausel
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Vorhandensein eines spezifischen

Rezeptors
Bedingungen
far eme. Intrazellulare Faktoren
erfolgreiche
Infektion

Virion-Konzentration hoch genug

—> Aufeinandertreffen von Virus & Zelle




1. Enzyme

? — Transmembran-Protein

* Verandern spezifische Polysaccharid-Kette

Zelloberflachenproteine

Sialinsaure
* Verhindern Virusinfektion
Sialinsaure Galaktose
» Z.B. Behandlung mit Neuraminidase =
spaltet Sialinsaure von Glykoproteinen ab HO RGeS
=006
“/O\
OH

Spaltstelle flr
Neuraminidase



Virus A; unbekannter Rezeptor

2 . KO m petitionsexpe ri me nte &l Virus B; bekannter Rezeptor

|T’ Rezeptor Wirtszelle

» Zellen werden mit Virus gesattigt

» 2.Virus dazugeben = wenn gleicher Rezeptor
gebraucht wird, ist Infektion nicht moglich

PRPPY | | Peee

Infektion mit Virus A Keine Infektion mit

Virus A, durch
Kompetition mit Virus B




;@\

3. Monoklonale Antikdrper ttachment

Zelleintritt
* Binden an spezifische Zelloberflachenproteine / e

e Antikorper & Virus kompetitieren um Rezeptor
\A ﬁ Monoklonaler

/-




4. Molekularbiologische Methoden

1.

Nicht-infizierbare Zellen werden mit cNDA von infizierbaren
Zellen transfektiert

» CcDNA: alle proteinkodierenden Gene der Donor-Zellen in mehreren
Kopien
Zellen exprimieren cDNA
» einige Zellen enthalten, Plasmide, die das spezifische Rezeptor-Gen
exprimieren
Virusinfektion

» Viren binden an Zellen, die spezifischen Rezeptor exprimieren
» Zellen sind mittels Reporter identifizierbar

|dentifikation
» Infizierte Zelle produziert viruskodiertes Reporterprotein

» Rezeptor durch Sequenzierung des transfektierten cDNA-Klons
identifizierbar

1. Nicht infizierbare Zellen cDNA-Bibliothek
ezeptornegative Zellen

smid mit Gen A
Q Plasmid mit Gen B
'\ Pla
\ - «\\ "\ Plasmid r
\‘J\V/W

2. Zellen exprimieren Gene
der cDNA-Bibliothek

(/r\\ /}i\\ /r{\«/ L P
P\ S\ SF)\ 8

3. Virusinfe kt on
Viren b

? ,

(f\ f\ f'\\(

4. Infizierte Zelle produziert
viruskodiertes Reporter-Protein

L b L
* e \/ Y r\\
\__A_/ \ S/



3.2 WELCHES SIND DIE
ZELLREZEPTOREN FUR:
INFLUENZA A VIREN
HERPESVIREN

TOLLWUT VIREN

HI VIREN

FELINE IMMUNDEFIZIENZ VIREN
ADENOVIREN

MKS-VIREN?



ZELLREZEPTOREN

FUR VIREN




INFLUENZA A

VIRUSFAMILIE: ORTHOMYXO-
VIREN

(-)RNA
BEHULLT

REZEPTOR: SIALINSAURE
(OBERFLACHENMOLEKUL)

=> BINDET VIA
HAMAGGLUTININ AN
SIALINSAURE




HERPES

VIRUSFAMILIE: HERPES-VIREN
DSDNA
BEHULLT

REZEPTOR: HEPARANSULFAT,
TNFRSF14, NECTIN 1, 3-0S-
HEPARANSULFAT

BINDUNG DER GLYKOPROTEIN
EN DER VIRUSMEMBRAN AN
GLYKOSAMINOGLYKANE (Z.B
HEPARANSULFAT)

KO-REZEPTOREN:
NECTINE U.A MIT
IMMUNGLOBULIN-DOMANE

B. Heparansulfat




TOLLWUT

VIRUSFAMILIE: RHABDO-VIREN
(-)RNA
BEHULLT

REZEPTOR: INTERAKTION MIT GLYKOPROTEIN G

ACH-REZEPTOR, NCAM1 (NEURONALER ZELL-
ADHASIONSMOLEKUL-REZ.) PZSNTR (NEURONALER
WACHSTUMSFAKTOR-REZ.) PHOSPHOLIPIDE ,
GANGLIOSIDE

IN VIVO = IN VITRO?



HIV

*  VIRUSFAMILIE: RETRO-VIREN

* (+)RNA/RT

*  BEHULLT

*  REZEPTOR: CD4 (PRIMARREZEPTOR) UND CCR5/CXR4 (CHEMOKIN-REZEPTOREN)

*  CD4 = GLYKOPROTEN (IG)

e => BINDET MIT GP120 (VIRALES GLYKOPROTEIN) AN CD4




* VIRUSFAMILIE: RETRO-VIREN
« (+)RNA/RT
e BEHULLT

=== « AHNLICHKEIT MIT HIV
IMMUNDEFIZIENZ

* REZEPTOR: CD134 (PRIMARREZEPTOR) UND CXCR4
(CHEMOKIN-REZEPTOR)



1. Bindung

Fiber Protein-CA-Rezeptor

ADENOVIRUS

*  VIRUSFAMILIE: ADENOVIREN
« DSDNA
o BEHULLT

* REZEPTOR: CAR (IMMUNGLOBULIN, PRIMARREZEPTOR), INTEGRIN AS (KO-
REZEPTOR) | (6 4 Mikrotubul

Transport

* BINDUNG MIT FIBERPROTEIN AN CAR (=COXSACKIE- UND ADENOO-
VIRUS-REZEPTOR)

*  BINDUNG MIT PENTON-PROTEIN AN ALPHA-INTEGRIN

5. Bindung an Kernpore

*




* VIRUSFAMILIE: PICORNA- VIREN
. (+) RNA
» BEHULLT

MAUL- UND
KLAUENSEUCHE

 REZEPTOR: A5B6, ASB1, INTEGRINE

* BINDUNG MIT NACH AUSSEN GERICHTETER DOMANE
DES KAPSIDPROTEINS AN INTEGRINE AN
LELLOBERFLACHE



WELCHER VIRUS GREIFT AN REZEPTOREN DES
AN<e

Virus Rezeptor Vorkommen Rezeptor

BEHULLTE VIREN
Influenza A

Herpes Viren

Tollwut

HIV

UNBEHULLTE VIREN
FIV

Adeno-Viren
MKS




e

BEHULLTE VIREN
Influenza A

Herpes Viren

Tollwut

UNBEHULLTE VIREN
FIV

Adeno-Viren
MKS

CD4 (Glykoprotein)
CCRS5, CXCR4 (Chemokin-RZ)

CD134 (Glykoprotein)
CXCR4 (Chemokin-RZ)

CAR + Alpha-Integrin (Ko-RZ)

Immunoglobuline (T-Helferzellen, Makrophagen,
Monozyten)

Immunoglobuline (T-Helferzellen, Makrophagen,
Monozyten)

Immunoglobuline




WELCHER VIRUS GREIFT AN REZEPTOREN
DES NERVENSYSTEMS UND DER MUSKULATUR ANe

BEHULLTE VIREN
Influenza A

Herpes Viren

Tollwut

HIV

UNBEHULLTE VIREN
FIV

Adeno-Viren
MKS




L

BEHULLTE VIREN
Influenza A

Herpes Viren

Tollwut ACh-RZ Neuromuskuldre Endplatte
Phospholipide Nervensystem
Ganglioside
P75NTR

UNBEHULLTE VIREN
FIV

Adeno-Viren
MKS




WELCHER VIRUS GREIFT AN

LELLMEMBRAN AN?e

- SIALINSAURE
- HEPARANSULFAT b
- |NTEGR|N Herpes Viren

Tollwut

HIV

UNBEHULLT
FIV

Adeno-Viren
MKS

AN DER




L

BEHULLTE VIREN

Influenza A

Herpes Viren Heparansulfat + Ko-RZ (zB Nectin)

Tollwut

UNBEHULLTE VIREN
FIV

Adeno-Viren

MKS Integrine




Tab. 3-1 ‘ Virus-Zellinteraktionen und Zelleintrittsmechanismen

Virus Virusfamilie = Genom  Virusprotein Zellrezeptor Zelleintrittsmechanismus

Adeno-Virus A, (-F | Adeno-Viren | dsDNA Fiber-Protein (AR (lathrin-abh. Endozytose

Penton-Protein | Integrin a5

Fusion mit Zytoplasma-
membran oder
Endosomenmembran

VirusTyp 1 TNFRSF14, Nectin 1,

3-0S-Heparansulfat

Felines Panleuko-
penie-Virus

(uco-Viren ‘ssDNA Kapsidprotein | Heparansulfat,
Chondroitinsulfat B

Reo Viren dsRNA VP2 Sialinsdure

Porzines Circo-
Virus 2

Clathrin-abh. Endozytose

Blauzungen- (lathrin-abh. Endozytose

krankheits-Virus

Herpes-Simplex- J Herpes-Viren | dsDNA gpC, gpD Heparansulfat

Parvo-Viren ssDNA VP, 2 f TR l Clathrin-abh. Endozytose

Maul- und P|corna-Viren :(+)RNA X X a5p6, a5p1,...Integrine | Clathrin-abh. Endozytose
KIauenseuche-Virus

(aveolin-unabh. Endozytose

Influenza-A-Virus | Orthomyxo- | (- HA Sialinsdure (aveolin-abh., Clathrin- und

V|ren (aveolin-unabh. Endozytose

Tollwut-Virus Rhabdo—Viren | (-)RNA gpG AChR, NCAM1, Mechanismus nicht bekannt
p75NTR, Phospholipide,
Ganglioside

HIV1, 2 ‘Retro-Viren }(+)RNAIRT gp120 (D4 und (CR5/XXCRG ‘(Iathrin-abh.fndozytose

| Retro-Viren | (+)RNA/RT | Hiill-Glyko- (D134 und OX(R4 Mechanismus nicht bekannt
protein

Polio-Virus Picorna-Viren (+)RNA o 2 Poliovirusrezeptor (aveolin-abh., Clathrin- und

Felines Immun-
defizienz-Virus

Hepatitis-B-Virus
Viren

4

Hepadna- dsDNA/RT | L-Glykoprotein | Heparansulfat (aveolin-abh. Endozytose




/Zelleintritt

Unterschied zwischen behillten und unbehtillten Viren



Virus-Rezeptor-Interaktion

Attachement

» Def. Rezeptor = zellulare Oberflachenproteine oder spez. Chem. Modifikationen an solchen
e Haufig Proteine aus der Familie der Immunglobuline

* Andere Oberflachenmolekiile
* Sialinsaure (Influenza A Virus)
* Proteoglykane (z.B. Heparansulfat flir Herpesviren)

* Wechselwirkung relativ schwach

* Voraussetzung: Viruskonzentration genug gross
* Evtl. Co-Rezeptor > Herpesvirus

* Einer oder mehrere Rezeptoren

e Behiillt: Hillmembranproteine, meist Glykoproteine
* Unbehiillt: Bindung tber Kapsidproteine



Aufnahmemechanismen einer Zelle

Aufnahme von Molekulen
|

l

Phagozytose

Endozytose

I T | |

Pinozytose rezeptorabhangige Endozytose
\ |
Clathrip,abhangig Clathrin unabhangig

\ ‘L_—_fl

Cayeolin abhangig Cayeolin unabhangig




Rezeptor unabhangig Rezeptor abhangig

/

Phagocytosis
.8

Receptor-
mediated

endocytosis

o e

0.1-0.2 um

rF::anrrLarane Particle : wed 7 \
et B N R
membrane : @ @
I
I

Cytoplasm



Behiillt Unbehiillt




A. Behiillte Viren

' Fusion an der

Zytoplasma-Membran

Endozytose

B. Unbehiillte Viren

Endozytose

Porenbildung

direkter Zell-Zell-
Transfer



B. Endozytose u

A. Fusion

membran

und Endosomen

und Zytoplasmamembran

/Zelleintritt behullter Viren

| SN S N




Zelleintritt ¢

Membranfc

1. Bindung gp120-CD4

2. Chemokin-Bindungsstelle
in gp120 bindet an CCRS

3. Konformationsanderung,
Fusionspeptid penetriert
Zytoplasma-Membran

4. Fusion



Rezeptor- und
clathrinabhangige
Endozytose




