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I VIRUS

Esame orale sul programma del Corso:
Virologia generale, Virus influenzali, SARS-
CoV-2, Virus epatitici



CENNI STORICI

Geroglifico ritrovato a
Menfi (Egitto), datato ca
1400AC

Ritrae il sacerdote del
tempio Siptah con i tipici
segni di una poliomielite
paralitica

E' la prima testimonianza scritta di una infezione virale



IL CONCETTO DI VIRUS: ORIGINE DELLA
VIROLOGIA

* Nel 1892, Dmitri lvanowski, dimostro che estratti di foglie di
tabacco malate, passati attraverso un filtro di ceramica in
grado di trattenere i batteri, potevano ancora trasmettere la
malattia ad altre piante.

* Nel 1898, Martinus Beijerinick confermo ed estese i risultati
di lvanowski e sviluppo per primo il concetto di “virus” come
agente filtrabile infettante (contagium vivum fluidum)

* INIZIA U'ERA DELLA VIROLOGIA MODERNA



¢1892 - Ivanovsky — scopri il virus del mosaico del tabacco

e 1898 - Loeffler & Frosch — scoprirono che I’ agente della sindrome
“mani piedi” era filtrabile

e concetto chiave: i virus sono agenti non solo piccoli ma si:. replicano
solo nell’ ospite, NON nel brodo di coltura

¢1901 primo virus umano: il virus della febbre gialla (W. Reed)
e 1908 Rous sarcoma virus, poliovirus

e 1915 - batteriofagi

¢ 1933 - influenza virus

e il termine virus deriva dal latino “veleno”.



Impatto dei virus sulle forme di vita

e Virus sono gli organismi viventi piu abbondanti sul
pilaneta

 Studi di metagenomica di campioni ambientali
amplificati e sequenziati mostrano che i geni virali
costituiscono la maggior parte della geosfera

* Virus hanno un'importanza determinante, non
diversa dai batteri, sulla evoluzione, anche sull origine
del DNA e dei mammiferi



Definizione di virus

*Sono parassiti intracellular1 obbligati
*]] loro genoma ¢ costituito da DNA o RNA

*All’interno della cellula, 1l genoma virale s1 replica
¢ dirige la sintes1 di altre componenti virali,
sfruttando 1l sistema cellulare

[La progenie virale, virioni, rappresenta 1l veicolo di
trasmissione del genoma virale nelle cellule
adiacenti, avviando un nuovo ciclo infettivo



Difierenze tra virus ed organismi viventi

- Mancanza del sistema generatore di ATP
- Mancanza di attivita metabolica

- Mancanza di membrane interne e ribosomi (ecc.
Arenavirus)

- Un solo tipo di acido nucleico

(ecc. Poxvirus: virus a DNA, tracce di RNA
Retrovirus: virus a RNA, tracce di DNA)




Who gets them?

- Mammals and birds

- amphibians, reptiles and
fish

* Insects

- even bacteria are
infected by viruses
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DIMENSIONI DEI VIRUS

© The McGraw-Hill Companies, Inc. Permissi quired for reproduction or display. 2 L
Virus Sizes ~  RELATIVE SIZES OF SELECTED CELLS, VIRUSES, AND MOLECULES
Vaccinia virus— \&V Cells Largest Diameter (nm)
(cowpox) L (0 N
) Herpes simplex 130
Influenza virus |
_ R Rabies 125
Herpiﬁrilsmplex- '@ HIV-1~ 6. || Influenza 85
| (AA'ENS) | Adenovirus 75
Adenovirus ! | T2 bacteriophage 65 Q.
(respiratory virus) , . 2 SN
Rhinovirus & oo I Poliomyelitis 27 &
£ oliovirus |/ .
(common cold) 500 (p'o":,)u I Yellow fever 22 0
hanometers Foot-and-mouth 21 0
e ——d Tobacco mosaic 15 (but 300 in length) e—
Ebola virus
Molecules
Hemoglobin molecule 15 0

Egg albumin molecule 10 ’




IL GENOMA VIRALE

I genomi virali variano in lunghezza da 3500 nt (fago MS2) a 280 Kbp
(Cytomegalovirus) e a 1,2 Mb (mimivirus)

Comparison of Genome Size:
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RNA . Membranous
Capsomere

\ DNA envelope

Head
Capsid Tail
sheath

A g : A
: F | Capsomere
g of capsid

DNA

Glycoprotein Glycoprotein

70-90 nm (diameter) 80—200 nm (diameter) 80 x 225 nm
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20 nm 50 nm 50 nm 50 nm
- (a) Tobacco mosaic virus - (b) Adenoviruses (c) Influenza viruses - (d) Bacteriophage T4



Classificazione virale in basea:

- natura del genoma nel virione
- simmetria del capside
- presenza di envelope o pericapside

- dimensione del virione & capside



I
CLASSIFICAZIONE VIRALE

| a classificazione gerarchica dei virus prevede:
@ Ordine

® Famiglia (indicata dal suffisso viridae)

¥ Softofamiglia

@ Genere ( indicato dal suffisso virus)

& Specie * _

# Ceppol/Tipo Order —

-

— Family— — Strain/
— Genus— tYpe

FNA wirus
quasi species




ESEMPIO

Famiglia: Picornaviridae (picornavirus family)

Genere: enterovirus, rhinovirus, aphtovirus,
hepatovirus, cardiovirus

Gruppi del genere “Enterovirus’ : poliovirus,
coxsackievirus A -B, echovirus, enterovirus



Proteine
* Proteine strutturali
e Proteine di membrana (riconoscimento del Recettore)
Enzimi

Acido Nucleico genomico

« DNA
« RNA
« Envelope o pericapside presente solo in alcune famiglie

virali
« Membrana plasmatica — es. Paramyxoviruses
« Membrana Nucleare — es. Herpes viruses
e Membrana del Golgi — es. Bunyaviruses



Proteine virali

* Proteine Strutturali sono quelle che costituiscono la struttura del
virione

* Proteine non-strutturali sono per lo piu ad attivita enzimatica ed
hanno diverse funzioni



STRUTTURA DET VIRUS

alaro, Foundations in Microbiology, 3e Copyright & 1999 The Mc

(a) Naked Nucieocapmd Virus

CAPSIDE

. : (proteico) Capsid

RIVQST I menT Nucleic acid
NVELOPE

i (lipidico)
Vl r' | O n€< Envelope
Spike

AC. NUCLEICO Capsid

. Core

Nucleic acid

iInterno

PROTEINE
(enzimi)



IL CAPSIDE

‘Funzione: protezione,riconoscimento
recettori, trasporta il genoma al nucleo

-Struttura: strutture regolari a partire
da subunita irregolari

Economia di genoma: due simmetrie per
I’ architettura del virione

‘Simmetria elicoidale TMV,

Rhabdovirus

-Simmetria icosaedrica: adeno, herpes
, picornavirus

‘Le forze che legano insieme i

protomeri sono non covalenti.

I virioni sono dati dall " interazione
proteina-proteina,proteina-ac.nucleico,
proteina-lipidi

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or displa;

(a) Isometric (adenovirus)

Protein Nucleic acid
coat \ (inside the capsid)

(b) Helical (tobacco mosaic virus)

Nucleic acid Protein coat

(inside the coat)

(c) Complex (T4 bacteriophage)

Protein coat
(capsid)

Nucleic

Nucleocapsid - acid
(DNA)
Collar

Tail — /\

/Ebers

(protein)

& Base plate

N

Tail spike

100 nm

100nm



CAPSIDI ELICOIDALT:
VIRUS DEL MOSAICO DEL TABACCO (TMV)




DENATURAZIONE DI TMV

Disk
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Monomers
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TMV - ASSEMBLAGGIO

“locked washer” Travelling loap
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I CAPSIDI ELICOIDALI DI VIRUS ANIMALI
POSSONO ESSERE RIVESTITI DI ENVELOPE

RNA
spike

RNA

-
ot
L

—-4
e
—

capsid

envelope

50 nm 20 nm . :
c.Tobacco mosaic virus: An d. Influenza virus: An RNA virus
RNA virus with a helical capsid. with a helical capsid surrounded

by an envelope with spikes.




CAPSIDI ELICOIDALI: RHABDOVIRUS

»




INFLUENZA VIRUS

Kathleen Park Talaro and Arthur Talaro, Foundations in Microbiology, 3e Copyright & 1999 The McGraw-Hill Companles, Inc. All rights reserved.
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SIMMETRIA ICOSAEDRICA

CAPSOMERO CAPSOMERO

— ru:_-h'-u-_"::-"‘k-:".-l_l [‘_-n = = —
= FEiN I UNIE = ESONE



D E F

Fig. 1-3  (Top row) Icosahedron viewed along twofold (A), threefold (B), and fivefold (C) axes of
symmetry. (Bottom row) Various clusterings of capsid polypeptides are responsible for the char-
acteristic appearances of particular viruses as seen by negative contrast electron microscopy. For
example, when capsid polypeptides are arranged as 60 trimers, capsomers themselves are diffi-
cult to define: this is the case with foot-and-mouth disease virus (D). When capsid polypeptides
are grouped as 12 pentamers and 20 hexamers they form bulky capsomers as is the case with
parvoviruses (E). When capsid polypeptides form dimers on the faces they produce ringlike
features on the virion surface, as is the case with caliciviruses (F).



. Calcolo del numero di triangolazione* =

b &

Herpesvirus 16 Adenovirus 25
N=(10xT)+2
(es. Adenovirus T = 25 N = 252)

*tracciando delle rette che congiungono tutti i capsomeri adiacenti di una faccia

31



CAPSIDI ICOSAEDRICI: POLIOVIRUS

External surface of virus particle e
Pon =

O:) « helix
—r |5 sheet NH
© Academic Press, 2000,
unita strutturali: protomeri unita morfologica: capsomeri

Tioiq

© Academic Press, 2000.




Morfologie virali

! : ks
papillomavirus ;
parvovirus
adenovirus
:-1 . ° .
- . . morbillivirus
100 nm

1 nm = 1 millionth of 2a mm
100 nm =1 ten thousandth of a mm



1 nm =1 millionth of a mm
100 nm =1 ten thousandth of a mm

parainfluenza
VITrus

herpesvirus POXVIIUS




Complex viruses:
Vaccinia virus

Surface layer:

Outer membrane —__
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VIRUS COMPLESSI: I BATTERIOFAGI

protein unit

capsid
DNA
tail sheath

@ Robert CaugheyVizuals Unlimited & Michaet WurzBiczentrum
20 nm 200 nm
a. Adenovirus: A DNA virus b.T-even bacteriophage: A DNA
with a polyhedral capsid and virus with a polyhedral head

a fiber at each corner. and a helical tail.




IL BATTERIOFAGO T4




Proteine virali

* Proteine Strutturali sono quelle che costituiscono la struttura del
virione

* Proteine non-strutturali sono per lo piu ad attivita enzimatica ed
hanno diverse funzioni






IL GENOMA VIRALE: PROPRIETA’

DNA o RNA, singola e doppia elica, lineare e circolare, unico o
frammentato

trettamente fm’?,accheﬁa‘ro nel capside . =i ,
ssocijato oni+. o a protein gsiche . (virgli o cellulari) per
neutralizzare le cariche negative ael gruppi 1ostato

Sequenze di riconoscimento per il packaging nella struttura primaria e
secondaria

‘Necessita’ di un innesco per .la replicazione : Estremijfa ridondanti,

(r;n rﬁl“gﬁ nc%e%sésocua‘re a varie pr%’reme peP ’ Innesco deﬁfa cﬁjpllcazuone;’rlgmA

oSBT G Soilifg REARF o SiGme: APRRIGH (9o sovrappost

RNA genomico a pojarita (+) o (-) rispetto al messaggero
genor\% am %sensg Zmls‘ro +)e -S ) P 99

LE CARATTERISTICHE DEL GENOMA VIRALE DEFINISCONO LE DIVERSE
STRATEGIE DI REPLICAZIONE



Classification criteria

Properties

Nucleic acid DNA

| |

Symmetry Icosahedral Complex
of capsid l I l I ’
Naked or Naked Enveloped Naked/  Enveloped
<~ veloned | enveloped (cytoplasmic)
’ 0 (opaanid |
Genome ss linear ss ds ds ds ds ds ds ds
architecture (+) or () circular circular circular linear circle linear linear  covalently
gapped joined ends
| |
Baltimore class I I1 | | I I | I I

e o ® ©

Family name Parvo Circo Polyoma Papilloma Adeno Hepadna Herpes Irido Pox
Virion

polymerase (_) (_) (_) (-') (") (+) (_) (—) (+)
Virion 1826 12-26 40 55 70-90 0 150-200 125-300  170-200
diameter (nm) X 300-450




Nucleic acid RNA

| |

Symmetry Icosahedral Helical
of capsid I | |
Naked or Naked Enveloped Enveloped
enveloped |
| | | | | | | | | l
Genome ds ds (¥)ss (+)ss (¥)ss (¥)ss (¥)ss (F)ss

(<)ss (-)ss (-)ss (-)ss (-)ss
3 8 2
segments segments

architecture 10-18 2 2 copies
segments segments

Baltimore class 1l] 111 AY MY AY v VI

segments

Family name Reo Birna Calici Picorna Flavi Toga Retro Corona Filo Rhabdo Bunya Ortho- Para- Arena

| mylxo mylxo

Virion
polymerase (+) (+) -) -) -) -) (+) -) (+) (’|f) (+) (+) (+) (+)
V.i"i°" 60-80 60 35-40 2830 40-50 60-70 80130 80-160 80X 70-  90-120 90-120 150-300 50-300
diameter (nm) 790-14,000 85 X
130-380
) |
Genomesize 5, 5, 5 8 72-84 10 12 359 1621 127 13-16 135-21 136 16-20 10-14

(tatal in Ikh)



| replica virale

dsorbimento
*Penetrazione
*Uncoating
Trascrizione, traduzione
*Replicazione del genoma
«Assemblaggio

*Rilascio




Virus replication

Maturation

Release

Insertion of virus

proteins into
: membrane
Genomic
nucleic aC|d . Virion

Uncoa'rmg . SyntheSIS Assembly

Newly synthesised
virus proteins

<ﬁ,&{

rotein
Synthesis

Budding

Replication, of
Genomic

nucleic acid mRNA synthesi



. Attta;cco, Denetrazmme e
e j” U.nic?‘oatl 0 g

- {a) Attachment (b) Endocytosis (c) Penetration (d) Uncoating

 Figure1314



Receptor*

C3d complement receptor
CR2 (CD21)

CD4 molecule and che-
mokine co-receptor

ICAM-1 (immunoglobulin
superfamily protein)

Immunoglobulin super-
family protein

Immunoglobulin super-
family protein

Acetylcholine receptor

Sialic acid

Erythrocyte P antigen
(globoside)

TABLE 6-6. Examples of Viral Receptors

Virus Target Cell

Epstein-Barr virus B cell

Human immuno- Helper T cell
deficiency virus

Rhinovirus Epithelial cells

Poliovirus Epithelial cells

Herpes simplex Many cells
virus

Rabies virus Neuron

Influenza A virus Epithelial cells

B19 parvovirus Erythroid

precursors

* Other receprors for these viruses may also exist
ICAM-1 = Intercellular adhesion molecule.




Recettori virali

Coxsackie B
Adenovirus Murine Human
HIV-I Polio 2and5 Leukemia virus Corona virus virus

receptors
(CC and CXC)

CD4 Chemokine PVR CAR

Integrin Cationic amino  Amino-
ayBa/s acid transporter peptidase N

Measles Some
rhinoviruses

CD46 LDL-receptor




4. Picornavirus
A
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Penetrazione Scapsidamento

Endocitosi 1 Poliovirus D—b@-»( ®—-g Virus nudi a RNA
-3 2. Newrcastle =]= i
Fusione okt ( g: - & g 2 Virus con envelope a RNA
Virus 2

Endocitosi v @—» »@» &< . Virus con envelope a RNA

Fusione v @ - = > X o, o Virus con envelope a RNA

Fuslone: & Lo @" pq - B Virus con envelope a DNA
Endocitosi 5. Adenovirus 9—?—"1.—} .g _’@ Virus nudi a DNA

..' 7. Herpes (-
Fusione Virus ([l] —> _\Q —> [l]? —@  Virus con envelope a DNA



Modello di entrata di virus privo di pericapside: poliovirus
A

Wirion
1 605

o
e




Influenza virus entry

Plasma Membrane

Endosome !

Pore
Complex

¥
VRNPs & ﬂ'r

%

Attachment Coated pi'r

Nuclear

Extracellular Intracellular
Envelope




HIV Receptor Interaction

Fusion Peptide
Exposure

CD4 Binding == CCR5 Binding =»

IPAIAYE

Je 5 e b
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Pericapside o envelope

Tipico dei virus ANIMALI.

Il mantello pericapsidico o envelope & costituito da fosfolipidi e
glicoproteine

Deriva dalle membrane della cellula ospite per mezzo di un
processo di gemmazione .

Le glicoproteine che formeranno le spicole sono codificate dal
virus

Queste strutture sono importanti nella fase d’ attacco del ciclo
replicativo virale
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Lisi
cellulare

. Newrastle

. Herpes

VIE DI USCITA PER DIFFERENTI CLASSI DI VIRUS

. Poliovirus

Disease Virus

. Vaccinia Virus

. Adenovirus 'l:‘- i

o=

nucleus
wse[dopko

Virus

=
3. I;li?::ntu % - P — & e

g ©

Virus nudi a RNA

Virus con envelope a RNA

Virus con envelope a RNA

Virus con envelope a RNA

Virus con envelope a DNA

Virus nudi a DNA

Virus con envelope a DNA



Batteriofagi
Ciclo litico vs ciclo lisogeno

* Ciclo litico (fago virulento)
e Rilascio del virus e uccisione della cellula

e Ciclo lisogeno (fago temperato)

* || DNA fagico si integra con il genoma cellulare
Viene espressa una proteina fagica che
previene la trascrizione di altri geni fagici

* Puo essere trasmesso alla cellula batterica sorella
e Puo iniziare un ciclo litico in risposta a segnali ambientali



~ Ciclo litico
= Immediati precoci

| =Late o tardivi

si moltiplicano e alla fine lisano sempre la cellula ospite

possono produrre il fenomeno della LISOGENIA oppure lisare
la cellula come i litici.

Ciclo lisogenico

Inizialmente uguale
all'altro

* Geni litici repressi
da specifiche proteine
fagiche precoci e
attiva operon
dell'immunita.

- Espressione dei geni:

* Early o precoci

* Tl genoma fagico si
integra nel cromosoma



Fenomeno inizialmente identificate in celture batteriche che, pur contenendo

basse quantita di fagi infettivi, non andavane incontre a lisi.

Capacitda del DMA di alcuni fagi di integrarsi nel genoma del batterio e persistere
ndefnitamente senza essere trascritto.

Il DMA del fage lisogenice, allinterno della cellula (integrate o meno) viene detto PROFAGO:
5i puo’ integrare in posizioni a caso o in posizioni ben precise del cromosoma
Si integra per cross over fra il genoma fagico circolarizzato e il genoma dell'ospite.

5i pud escindere dopo induzione e andare incontro a ciclo litico.




o Attachment. The T4 phage uses
its tail fibers to bind to specific
receptor sites on the outer
surface of an E. coli cell.

1, L\/.(“

9 Release. The phage directs production
of an enzyme that damages the bacterial
cell wall, allowing fluid to enter. The cell
swells and finally bursts, releasing 100
to 200 phage particles.

-,

Phage assembly

n
e
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Q Assembly. Three separate sets of proteins
self-assemble to form phage heads, tails,
and tail fibers. The phage genome is
packaged inside the capsid as the head forms.

}

Tails  Tail fibers

9 Entry of phage DNA
and degradation of host DNA.
The sheath of the tail contracts,
injecting the phage DNA into
the cell and leaving an empty
capsid outside. The cell’s
DNA is hydrolyzed.
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9 Synthesis of viral genomes
and proteins. The phage DNA
directs production of phage
proteins and copies of the phage
genome by host enzymes, using
components within the cell.



The phage attaches to a
host cell and injects its DNA.
= = Many cell divisions
Phage DNA Y T Wi produce a large
circularizes DAY population of bacteria
infected with the
prophage.
Occasionally, a prophage
Bacterial exits the bacterial chromosome,

chromosome initiating a lytic cycle.

((j:ertain_ factor:s h The bacterium reproduces
etermine whether normally, copying the prophage

Lytic cycle Lysogenic cycle Prophage and transmitting it to daughter cells.
is induced is entered

New phage DNA and Phage DNA integrates into
proteins are synthesized the bacterial chromosome,

and assembled into phages. - becoming a prophage.
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Viral mechanisms to maximize coding
capacity:

2 UAA mRNA

R

‘ proteelysis ‘

in: picornavirus, flavivirus, alphavirus and retrovirus




Viral mechanisms to maximize coding
capacity:

UUAUGC| |6CCRCCAUCE A

in: sendai virus P/C mRNA, HIV type 1, simian virus
40



Viral mechanisms to maximize coding
capacity:

m7GLAUG  UAAL [AUG  UAG| [nana

in: influenza B RNA 7, cytomegalovirus gp48



Viral mechanisms to maximize coding
capacity:

117Gl GCCRCCALGE NA

1

in: alphavirus nsP4, retrovirus Gag-Pol



Viral mechanisms to maximize coding
capacity:

XXXY YYZ

mRMNA

XXX YYY £

in: coronavirus, human astrovirus, retroviral Gag-Pol



