Virusler ve
Replikasyonlar:

Prof. Dr. Bektas TEPE

Mikrobiyoloji
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Virotajlarin Kesti ve Dev Virtsler

- Virisler genellikle bakterilerden ¢cok daha kiiciik olsa da, baz1 dev viriisler
0,75 pm’ye ulasan caplariyla 1s1k mikroskobunda bile goriilebilir.

- Bu megavirisler, 6zellikle Amoeba gibi protozoonlari ¢esitli sucul
ortamlarda enfekte eder.

- Dev viriislerin kesfi, hiicre ile viriis arasindaki sinirin boyut bakimindan
belirsizlesmesine yol acar.

- Megavirisler, arastirmacilarin viriis biyolojisine bakisini degistiren yeni
ozellikler sergiler.
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Megavirislerin Hiicre Icindeki
“Fabrika” Yapilar:

- Enfekte olmus amip hiicreleri, megaviriislerin cogalmasi i¢in sitoplazmada
cekirdek buyukliigiine ulasabilen 6zel “viral fabrikalar” olusturur.
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- Bu fabrikalar, viriisiin cogalmasi ve yeni parcaciklarin montaji icin ayrilmis
metabolik alanlardir.

- Tlging bir bagka bulgu, bu fabrikalarin cevresinde gézlenen kiiciik viriis
benzeri yapilardir.

- Bu kiicik yapilar DNA ve kapsid icerir; ancak kendi kendilerine ¢cogalma
1cin gerekli proteinleri kodlamazlar.
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Virofajlarin Ortaya (ikisi

- Kiiciik viriis benzeri yapilar, kendi cogalmalarini saglayabilmek icin
megaviriisin viral fabrikalarini “ele gecirir”.

- Bu durum, ayni1 kaynaklara yonelen rekabet nedeniyle hatal
megaviriislerin olusmasina yol acar.

- Bu hatali megaviriisler, yeni hiicreleri enfekte edemeyecek durumda
oldugundan biyolojik dongiide islevsiz kalir.

- Megavirisleri parazitleyen bu kiiciik yapilar, 6zellikleri nedeniyle “virofaj”
olarak adlandirilir.
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Virofaj Etkilesimlerinin Biyolojik
Sonuclari

- Yandaki transmisyon elektron mikrografinda,
Amazon’daki bir nehirden izole edilen Samba
megavirisleri ve onlara eglik eden virofajlar
birlikte goriilmektedir.
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- Gorlintinin sag alt kismindaki koyu yapa,
biliylik bir viral fabrikanin varligim
gostermektedir.

- Ayrica, kiliciik gorselde yeni amip hiicrelerini
enfekte edemeyen kusurlu bir Samba viriisinin
olusumu gosterilmistir.

- Virofajin yasam dongiisii tamamen megaviriisiin %‘
cogalmasini parazitlemesine baghdir.
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Uclii Mikroorganizma Iligkisi

- Virofajlarin amip hiicresindeki rolii tam olarak bilinmese de, yasamlarini
stirdiirmeleri megaviriisii inaktive etme yeteneklerine baglidir.

- Megaviris cogalmasini sekteye ugratmalari, konak hiicreyi 6liimden
koruyarak virofaja secilim avantaj1 saglayabilir.

- Bu durum, amip—megaviriis—virofaj arasinda ilging¢ bir ti¢li 1liski ortaya
cikarir.

- Virofajlarin varligi, mikrobiyal ekolojide beklenenden daha karmasik
etkilesimlerin oldugunu gosterir.
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Viruslerin “Buyiumes1” Kavramina

Giris

- Virisler canli kabul edilmez; ancak cogalmalari icin canli bir hiicreye ihtiyac
duyarlar.
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- Bir viris yalnizca uygun bir konak hiicreye girdikten sonra cogalabilir.

- Viriislerin bu bagimliligi, onlari “zorunlu hiicre i¢i parazitler” olarak
tanimlar.
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Virtislerin Temel Ozellikleri

- Virisler enerji, metabolik ara lirtinler ve protein sentezi icin konaga
bagimlidir.

- Buna karsilik, kendi genomlarina sahip olmalari onlari genetik acidan
bagimsiz kilar.

- Hem prokaryot hem o6karyot hiicreleri enfekte edebilirler ve bircok
hastaligin etkenidir.

- Virisleri inceleyen bilim dali virolojidir; viriis genomlar: ve cesitlilikleri ise
1leriki bélimlerde ayrintili incelenecektir.
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Virion ve Viral Bilesenler

Virislerin konak disinda bulunan yapisina virion adi

Nucleic

verilir ve bu yap1 viral genomu korur. acid
(Capsid Pyr IS
o e . . . composed o L)
- Her virion, genomu saran protein yapida bir kapside capsomeres) Nak e
sahiptir.

Nucleocapsid —

- Bircok hayvan viriisiinde buna ek olarak, konak i
hiicre zarindan tiiremis bir fosfolipit tabakasindan {aeid

olusan bir zarf bulunur. Capsid

- Zarfh virtislerde genom + kapsid birlesimine Envelope
nukleokapsid adi verilir.

Enveloped virus
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Virionun Islevler: ve Enzimler:

- Virion yuzeyindeki proteinler, uygun konak hiicreye baglanmada kritik rol
oynar.

- Baz1 virionlar, enfeksiyon ve cogalma siirecinde gorev yapan 6zel enzimler
tasir.

- Virion, konagin disinda genomu fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi korur.

- Enfeksiyon ancak virion ya da genom uygun bir konak hiicre i¢cine girdiginde
baglar.
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Litik ve Lizojenik Enfeksiyonlarin
Temeller:

- Konak hiicreye girdikten sonra viral genom iki farkl siireci baslatabilir.
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- Litik enfeksiyonda viriis, hiicrenin biiylimesini durdurarak tiim
metabolizmay1 kendi cogalmasina yonlendirir.

- Hiicre parcalanir ve yeni virionlar cevreye salinarak dongi devam eder.

- Lizogenik enfeksiyonda ise hiicre 6lmez; viral genom konak genomuna
entegre olur ve hiicre genetik acidan degismis halde yagsamini stirdiirir.
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Viral Genomlarin Temel Ozelligl
§
T - Tlim hiticrelerde cift sarmalli DNA genomlari bulunurken viriislerde genom
O yapisi ¢cok daha cesitlidir.
(o=
=D - Viral genomlar DNA ya da RNA seklinde olabilir ve her iki form da tek
o0 sarmalli veya cift sarmall1 olarak gorilebilir.
g - Cok az sayidaki bazi sira dis1 viriisler yasam dongtilerinin farkli evrelerinde
°§ hem DNA hem RNA kullanir.
(aa) Viruses
Genome: DNA — DNA
A Toes:
ypes: ssDNA dsDNA ssRNA dsRNA ssRNA dsDNA

(Retroviruses) (Hepadnaviruses)
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Viral Genomlarin Fiziksel Yapisi ve
Polaritesi

- Viral genomlar dogrusal veya halkasal olabilir ve tek sarmalli genomlar baz
dizilimlerine gore plus veya minus yapida smiflandirilir.
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- Plus yapida genom, viral proteinlerin sentezlenecegi mRNA ile ayni baz
dizisine sahiptir.

- Minus yapidaki genom ise viral mRNA’ya tamamlayici bir dizilim tasir ve bu
nedenle genetik bilgi akisinda 6zel mekanizmalar gerektirir.
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Viral Genomlarin Buyukligu

- Viral genomlar, hiicresel canlilarin genomlarina kiyasla ¢cok daha kiiciiktiir.

- Bilinen en kiiciik bakteriyel genom yaklasik 139 kilobaz ciftidir ve yaklagik
110 gen kodlar.

- Cogu viris yalnizca birkac gen ile 350 gen arasinda degisen sayida gen tasir;
en kiiciik RNA viriislerinde genom buytlkligia 2000 niikleotidin altindadir ve
yalnizca 1ki gen icerir.

- Buna karsilik bazi ¢ok biliylik DNA viriisleri de vardir; 6rnegin protozoonlar:
enfekte eden Megavirus'un genomu 1.25 Mbp biytikliigiindedir.
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Genom Buyukligi ve Virius Tipler:

- RNA virtiisleri tipik olarak en kiiciik genomlara sahiptir.
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- Buna karsilik 40 genin lizerinde gen tasiyan genomlara yalnizca DNA
virislerinde rastlanir.

- Viral cesitlilik bu genomik farkliliklar sayesinde oldukca genistir.
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Viruslerin Siniflandirilmasi

- Viriusler hem enfekte ettikleri konak tipine hem de genom yapilarina gore
siiflandirilabilir.

- Bu nedenle bakteriyel, arkebakteriyel, hayvansal, bitkisel ve protozoan
virusleri gibi farkl gruplar bulunur.

- Bakteriyel virtuisler “bakteriyofaj” olarak adlandirilir ve viriis cogalmasinin
molekiiler biyolojisi icin model sistemler olarak yogun sekilde ¢calisilmistir.

- Bircok temel viroloji ilkesi, bakteriyofaj calismalarindan elde edilmis ve
daha karmasik organizma viriislerine uyarlanmaistir.
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Konak Cesitliliginin Arastirma
Yogunlugu 1le Iliskisi

- Tibb1 acidan kritik olduklari icin hayvan viriisleri tizerinde cok sayida
calisma yapilmistir.
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- Bitki viriisleri modern tarim i¢in biiyiik 6neme sahip olmalarina ragmen
daha az calisilmistir.

- Bu farklilik, viroloji bilgisinin gelisiminde konak tiirlerinin 6nemini yansitir.
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Virionlarim Boyutlar:

- Virionlar cok cesitli sekil ve boyutlara sahiptir ve cogu prokaryot
hiicrelerden ¢cok daha kiicliktiir.

- Genellikle 0.02—-0.3 pm arasinda degisen boyutlara sahiptirler.

- Ornegin cicek hastalig1 viriisii yaklagik 200 nm ¢apindadir; bu, bilinen en
kiiciik bakteriyel hiicrelerin boyutuna yakindir.

- Buna karsin polioviris yalnizca 28 nm capindadir ve bir ribozom
buytkliigindedir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Envelope

Enveloped virus

Virion Yapisinin Temel Unsurlar:
§
L - Virionlarin yapilari b(?y1:1t,. sekil ve kimyasal bilesim P
O acisindan oldukca cesitlidir. acid
o Capsid .o.'._:..
= - Her virionun niikleik asidi mutlaka kapsid adi el Naims
o0 verilen bir protein kilifla ¢evrilidir.
Nucleocapsid —

‘;, - Kapsid, kapsomer adi verilen tekrarlayici protein alt .
°§ birimlerinin ¢ok diizenli bir dizilimiyle olusur. {aeid
° Capsid
(e
(aa)
A
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Genom Kiciikliginin Yapisal
Sonuclari

- Viral genomlarin kiicliik olmasi, viriisiin kodlayabilecegi
protein cesitliligini siarlar.
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Structural subunits
(capsomeres)

Virus RNA

- Bu nedenle baz1 viriislerde kapsid yalnizca tek tip bir
proteinle olusturulur.

- Ornegin, tiitiin mozaik virtisit (TMV) tek sarmalli RNA
yapisina sahiptir ve 2130 adet kapsomer proteini
helikal bir diizen icinde yer alir.
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Kapsid Olusumu ve Kendiliginden
Birlesme

- Bircok viriiste kapsomerlerin dogru katlanmasi ve kapsid ile diizenli sekilde
birlesmesi, viral proteinlerin amino asit diziliminde gémiili olan bilgiden
kaynaklanir.
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- Bu durumda virion bir araya gelme stireci kendiliginden gerceklesir ve “self-
assembly” olarak adlandirilir.

- Ancak baz1 viriis proteinlerinin dogru katlanmasi konak hiicreye ait
yardimci proteinleri gerektirir.

- Ornegin bakteriyofaj lambda’nin kapsid proteini, aktif haline katlanabilmek
1cin K. coli’ye ait GroE gsaperonuna ihtiyac duyar.
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Virionlarda Simetrinin Temel

Ozellikler

- Virionlar yliksek derecede simetrik yapilardir ve belirli acilarla
dondurildiigiinde ayn1 goriiniimii yeniden sergiler.
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- Viriislerde 1ki ana simetri tipi bulunur ve bunlar temel viral gsekillere, yani
cubuk ve kiiresel formlara kargilik gelir.

- Cubuk seklindeki viriisler helikal simetri, kiiresel viriisler ise ikozahedral
simetri tasir.
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Helikal Simetri ve TMV Ornegi
2
- - TMV, helikal simetriye sahip tipik bir viristir.
- Bu tip virtislerde uzunluk, niikleik asidin
uzunlugu tarafindan belirlenir. A
- Virionun genigligi ise kapsomerlerin boyutu ve sl e e
paketlenme diizenine baghdir. Symmetry
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Cluster of
5 units

Tim Baker and Norm Okon
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[kozahedral Simetrinin Genel Yapisi

. Tkozahedral viriislerde 20 ticgensel yiizey ve 12

kose bulunur; bu yapi1 virionu neredeyse kiiresel
bir forma getirir (Figiir a). )\

- Simetri eksenleri ikozahedronu 5, 3 veya 2 es

segment haline ayirir (Figiir b). 5-Fold  3-Fold 2-Fold
Symmetry

- Bu simetri, kapali bir kilif olusturmak i¢in @ ®)
gereken kapsomer sayisini en aza indirdigi icin
oldukca verimlidir.

Cluster of
5 units

Tim Baker and Norm Okon

N . - S 8
W. F. Noyes
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Kapsomer Diizeni ve Ornek Bir Viriis &
- - En basit ikozahedral diizen, licgensel yiiz basina
3 kapsomer icerir ve toplam 60 kapsomer olusur.
- Ancak cogu viriis, yalnizca 60 kapsomerlik bir ‘ )F /‘\*—’
kilifa sigamayacak kadar fazla niikleik aside
sahiptir. 5-Fold  3-Fold 2-Fold
Symmetry

- Bu nedenle 180, 240 veya 360 kapsomer iceren @ ®)
virisler daha yaygindir. ;
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. Ornegin, insan papillomaviriisiiniin kapsidi 360
kapsomerden olusur ve kapsomerler 5’11 kiimeler
halinde 72 grup olusturur (Figir c, d).

. Cluster of
& | Sunits

Tim Baker and Norm Okon
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W. F. Noyes
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Kompleks Viral Yapilar

- Bazi virisler birden fazla boliime sahip olup her boliim
kendi simetrisini gosterebilir.

- En kompleks yapilardan biri, E. coli’y1 enfekte eden
bas-arti-kuyruk bakteriyofajlaridir.

- T4 faj1, ikozahedral bir bas ile helikal bir kuyruktan
olusur.

Tail pins

Base plate
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Okaryot Viriislerinde Komplekslik

- Buytik bazi1 okaryot virisleri de kompleks yapilar
sergiler.

- Mimivirus ve vaccinia virusu buna ornektir ve vaccinia
virisiinin bir gorseli yanda verilmistir.
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Zarfl Viriuislerin Genel Ozellikleri

- Zarfl virtislerde niikleokapsidi
cevreleyen bir lipoprotein ook Eaid ¢
membran bulunur. PR SR L | S L Sl PA AL R

SR 5. A ¥ s ol

- Bu viriisler hem RNA hem DNA
genomu tasiyabilir.

Timothy Booth

- Ebola gibi bircok zarfh viriis, zarf
uzerindeki proteinleri kullanarak
konak hayvan hiicrelerine
baglanir (Figir a, b).

B v 5 v,
P.W. Choppin and W. Stoeckenius
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Zarth Virislerin Konak Etkilesimi

- Hayvan hiicrelerinin dis ortamla dogrudan temas eden sitoplazmik
membranlari, zarfli viriislerin girisini kolaylastirir.

- Buna karsilik bitki ve bakteri hiicrelerinde hiicre duvari bulundugundan
zarfli viriis 6rnekleri bu organizmalarda oldukca azdir.

- Enfeksiyon sirasinda, eger zarf varsa, virionun tamamai hiicre i¢cine girer ve
zarf konak zariyla kaynasarak girise katki saglar.
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Zartl1 Viruslerin Hucreden Cikisi

- Zarfli viriisler hayvan
hiicrelerinden daha kolay cikar;
cikis sirasinda viris, hiicre
membranindan zarf materyali
alir.

A § ‘\:_ .
wl

- Zarf esas olarak konak
membranindan olusur ancak
virise 0zgu yuzey proteinleri de
zarfa yerlesir (Figir a, b).

- Zarf, viriisiin konak hiicreye
tutunmasinda ve hiicreden
ayrilmasinda kritik rol oynar.
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Enfeksiyon Spesifikliginde Zarfin
Rolu

- Zarfh virtiislerin konak seciciligi, zarfin biyokimyasal 6zelliklerinden énemli
Olclide etkilenir.
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- Bu zarf proteinleri, hem virionun konak hiicreye baglanmasini hem de
cogalma sonrasi virionlarin hiicreden ayrilmasini kontrol eder.
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Virion Icindeki Enzimler

- Virisler metabolik reaksiyonlar: gerceklestirmez ve metabolik olarak inert
yapilardir.

- Ancak baz virisler, enfeksiyon siirecinde gerekli olan enzimleri virionun
icinde tasir.

- Baz1 bakteriyofajlar, peptidoglikan tabakasinda delik acarak niikleik asidin
hiicre i¢cine girmesini saglayan lizozim benzeri bir enzim icerir.
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Enzimlerin Cogalma ve Salinimdakai

Rolu

- Bakteriyofajlar, enfeksiyonun gec¢ evrelerinde hiicreyi
parcalayarak yeni virionlar: serbest birakmak icin
benzer bir protein tretir.
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- Bazi1 hayvan viriisleri de konaktan ayrilmayi
kolaylastiran enzimler tasir; 6rnegin influenza virisi,
konak dokudaki glikoprotein ve glikolipidleri
parcalayan néoraminidaz enzimlerine sahiptir.

A - > Y,
P. W. Choppin and W. Stoeckenius
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RNA Viriuslerinde Polimerazlar

- RNA virtisleri, RNA genomlarini cogaltmak ve viriis-spesifik mRNA
uretmek icin RNA’ya bagimli RNA polimerazlar tasir.

- Bu enzimler gereklidir ¢clinkii DNA polimeraz RNA sentezleyemez ve
hiicrelerde RNA’y1 RNA’dan yapabilen herhangi bir enzim bulunmaz.
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Retroviriislerin Ozgiin Replikasyon
Mekanizmasi

- Retroviriisler, RNA genomlarini DNA araciligiyla kopyalayan hayvan
virusleridir.
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- Hicreler RNA’dan DNA sentezleme kapasitesine sahip olmadigindan,
retroviriisler virionlarinda revers transkriptaz tasir.

- Bazi viriisler icin bu 6zel enzimler, basarili enfeksiyon ve cogalma icin
kesinlikle gereklidir.
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Virus Yasam Dongiisiine Giris

- Virislerin cogalabilmesi icin canli bir konak hiicrenin, yeni virionlarin
yapimi icin gerekli tiim bilesenleri sentezlemesi gerekir.

- Oli hiicreler enerji ve biyosentetik kapasiteye sahip olmadigindan viriis
cogaltamaz.

- Aktif bir enfeksiyon sirasinda viral bilegenler bir araya getirilerek yeni
virionlar olusturulur ve hiicreden salinir.

- Replikasyon stiirecleri cogu viriiste benzer olsa da enfeksiyonun ilk adimi
prokaryot ve okaryot hiicrelerde belirgin sekilde farklidir.
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Prokaryot ve Okaryot Enfeksiyon
Farklari

- Bakteri ve Archaea hiicrelerinde enfeksiyon cogunlukla yalnizca viral
nikleik asidin hiicre icine girmesiyle baslar.
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- Bitki ve hayvan hiicrelerinde bunun aksine tiim virion hiicre tarafindan
1cer1 alinir.

- Bu farklara ragmen bakteriyel viriislerin yasam dongtisi ¢ok 1y1
calisilmigtir.

- Bu nedenle viral cogalma basamaklari genel bir model olarak bakteriyel
viriusler lizerinden aciklanmaktadar.
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Permissive Hiicre ve Replikasyon
Basamaklari

- Tam bir viral cogalma dongiisiini destekleyen konak hiicreye “permissive”
hiicre denir.
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- Permissive bir konakta viral yasam dongiisii bes temel adimdan olusur.

Protein coat
remains outside

Viral DNA enters
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Permissive Hiicre ve Replikasyon
Basamaklari

- Ilk basamak virionun konak hiicreye tutunmasidir.
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- Ikinci basamak virion niikleik asidinin hiicre i¢cine girmesi, yani
penetrasyonudur.

Protein coat
remains outside

Viral DNA enters
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Replikasyonun Devam Eden
Basamaklari

. Uclincii basamakta hiicre makinasi, viriis tarafindan yoénlendirilerek viral
nikleik asit ve proteinleri sentezler.
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- Dordiincii basamakta kapsitler olusturulur ve viral genomlar bu kapsitlere
paketlenir.

Protein coat
remains outside

Viral DNA enters
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Replikasyonun Devam Eden
Basamaklari

- Besinci basamakta yeni virionlar hiicreden serbest hale gecer.
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- Bu bes basamak, viriisiin konak icinde ¢cogalmasini saglayan temel dongiytu
olusturur.

Protein coat
remains outside

Viral DNA enters
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Tek Adimli Biyime Egrisi

Viral cogalma sirasindaki biiyiime tepkisi tek adimli Eclipse  Maturation
bliiylime egrisi ile ifade edilir. | | |

Early Nucleic Protein
enzymes acid coats

\

- Replikasyon boyunca ortamda virion sayisi hiicreler
parcalanana dek artmadan sabit kalir.

\

Assembly
and
release

Virus
added

Relative virus count
(plaque-forming units)

- Enfeksiyonun ilk dakikalarinda viriis, genom
kopyalanmasi ve protein sentezinin basladig: “eclipse L Latent period
donemi’ne girer.

Time

- Bu sirada hiicre disindaki virion sayis1 azalir ¢linki
bagl virion artik yeni bir hiicreyi enfekte edemez.
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Eclipse Donemi ve Enfekte Hiicrenin

Durumu

- Eclipse doneminde viral genom kapsit icinde degildir,

bu yiizden hiicre parcalanirsa virion enfektif 6zelligini
kaybeder.

- Virisin niikleik asidi hiicreye girdikten sonra kapsitsiz

bir formda bulundugu ic¢in tespit edilemez.

- Bu donem hem replikasyonun hem de protein

sentezinin basladigi kritik agamadir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Relative virus count

(plaque-forming units)

Eclipse Maturation
| | |
Early Nucleic Protein
enzymes acid coats

\

Virus
added

N

\

Assembly
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Latent period release

Time
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Maturation (Olgunlasma) Asamasi

ve Latent Donem

- Maturation asamasi, sentezlenen viral genomlarin
kapsit icine paketlenmesiyle baslar.

- Bu asamada hiicre icindeki enfektif virion sayis1 hizla
artar fakat ortamda heniiz gériinmez.

- Eclipse ve maturation dénemlerinin toplami latent
donemi olusturur.

- Latent donem, yeni virionlar dis ortama cikana kadar
devam eder.
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Virionlarin Salinimi ve Replikasyon
Suresl

- Maturation (olgunlagsma) sonunda virionlar hiicreden lizis, tomurcuklanma
veya ekzositoz yoluyla serbest kalir.
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- Hicre basina tliretilen virion sayisi, ilgili viriise ve konak hiicreye bagh
olarak cok degiskenlik gosterir.

- Replikasyon dongiistiniin siiresi bakteriyel viriislerde 20—60 dakika, hayvan
viruslerinde 8—-40 saat arasinda olabilir.

- Bu stireler viriisiin biyolojik 6zelliklerine ve konak tipine gore belirlenir.
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Viruslerin Kulture Edilmesi

- Virislerin cogalabilmesi icin konak hiicrelerin biiyliyebilir halde olmasi
gerekir.

- Bakteriyel konaklar sivi kiiltiirlerde veya agar ytizeyinde “lawn (homojen
bakteri tabakasi-bakteri ¢cimi)” olusturarak yetistirilir.

- Hayvan virisleri ise uygun besin iceren steril doku kiiltiirlerinde cogaltilir.

- Bu kiltir ortamlari genellikle serum ve zengin besleyiciler icerir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Viruslerin Tespiti ve Sayimai:

Plak Test1

- Bir viris stispansiyonundaki enfektif virion sayis1 “titer” olarak adlandirilir
ve plak testi ile olciliir.
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- Bakteriyofajlarda, virionlar bakteri iceren erimis agar ile karistirilip ylizeye
yayilir ve enfekte bolgelerde plaklar olusur.

1. The cell-phage mixture
> » is poured onto a solidified
_— nutrient agar plate.
a
2 Mixture containing / Nutrient agar plate

molten top agar,
bacterial cells, and 1

diluted phage 2. The mixture is left

suspension to solidify.
=
- A
) €al
Sandwich of top agar =
‘J/ and nutrient agar g
= +
X 4
3. Incubation allows for ()
bacterial growth and aa
phage replication. =
Phage )
plaques\ Lawn of host cells & =
S = 5 2
g A
D S
(@ (b)

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

Dol

[an)

—~q
[}
o
£~

[an)

3
=
0
—
&
g
n
-
=
<
o0
~
o
e
o
Q
g

Plak Deney1

- Her plak, hiicre lizisinin gerceklestigi tek bir ;{:»,:,:g;*«‘m ._;
LEEATS R Jetini it SAE N, R

enfeksiyon olayini temsil eder ve bu sayim titer ssissss wnie-
Y L
hesaplamasinda kullanilir. e PO R

Viruslerin Tespiti ve Sayimai:

o . . . . x_ = 1
- Hayvan virtslerinde de benzer bir sekilde doku  @%ufe fui-scidad &

. ce ee ee . . . . K iay?“\.} v
kiiltiira tizerinde plak olusumu izlenir ve titer g;ﬁgfgg};:‘ ‘.:;::,-_;z{a
. . Q: o d B $02 ..p“tc;._:‘a{'__.-

bu verilere gore hesaplanir. 2wl T e

Confluent monolayer of tissue
culture cells

T.D. Brock

Viral plaques
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Plak Olusum Verimliligi (Plating
Efficiency) Kavrama

- Plak olusum verimliligi, tiim viris tiplerinde viris titrelerinin nicel olarak
degerlendirilmesinde 6nemli bir kavramdir.
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- Elektron mikroskobuyla sayilan toplam viriis partikiilleri, plak olusturan
birim sayisindan her zaman daha ytiksektir.

- Bunun nedeni, virionlarin konak hiicreyi enfekte etme verimliliginin hicbir
zaman tam (%100) olmamasidir.

- Bu nedenle, bircok virion konaga baglanamaz, uygun sekilde cogalamaz
veya enfektif bir genom icermez.

=)
(=)
e
(= -
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Disuk Plak Verimliliginin Nedenleri

- Baz1 virionlar olgunlagsma sirasinda tam olarak baglanamadigi i¢cin konak
hiicreyi enfekte edemez.

- Virionlar, genomundaki bir kusur veya mutasyon nedeniyle baglanma ya da
replikasyon asamalarini gerceklestiremeyebilir.

- Uygun olmayan biyltme kogullar1 plak verimliligini diigtirebilir.

- Tasima veya depolama sirasinda virionlar hasar gorebilir ve enfektifliklerini
kaybedebilir.
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Plak Verimliliginin Nicel Virolojideki
Onemi

- Bakteriyel virtislerde plak verimliligi genellikle %50’nin lizerinde
olabilirken, bircok hayvan viriisiinde bu oran %0.1 veya %1 diizeyindedir.
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- Plak verimliligini bilmek, arastirmacinin hedeflenen plak sayisi i¢cin gerekli
titreyl tahmin etmesine yardimeci olur.

- Titre cok diislikse, viral slispansiyonun konsantrasyonu santrifiijleme veya
filtrasyonla artirilabilir.

- Ozellikle hayvan viriislerinde hiicre kiiltiirii maliyetleri yiiksek oldugundan
bu bilgi kritik 6neme sahiptir.
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3¢5, single-stranded; ds, double-stranded
In bases (ss genomes) or base pairs (ds genomes). These viral genomes have been sequenced and thus
their lengths are known preasely. However, the sequence and length often vary slightly among differ-
ent isolates of the same virus. Hence, the genome sizes listed here have been rounded off in all cases

B 3
Viral Replikasyon Déngiisiine Genel ¥
iral Replikasyon Donguisiine Gene
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o — ’ L.ltﬂ.{ rephkasyon Eiéngiisiine 11151?11’% Some bacteriophages of Escherichia coli
Q bilgilerimizin buiyik kismi E. coli’yi enfekte
o eden bakteriyofajlardan gelir.
. a MS2 Icosahedral ~ ssRNA Linear 3,600
m - Hem RNA hem DNA yaplslndaki blI'QOk faj, &X174 Icosahedral  ssDNA Circular 5,400
3 E. coli icinde cogalabilir. M13,f1,andfd Filamentous  ssDNA Circular 6,400
—N Lambda Head & tail  dsDNA Linear 48,500
— - Bu stlirecte bakteriyofaj T4, yasam T7 and T3 Head & tail  dsDNA Linear 40,000
i donglisiinliin agamalarini detayli incelemek 1 Head & tail  dsDNA Linear 169,000
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Faj T4’te 11k Asamalar:
Tutunma ve Giris

- Her bakteriyofajda ilk adim, konagin ylizeyine tutunma ve ardindan
genomun hiicre icine girisidir.

Gy
o
>
on
[©)

—
o

Do

[an)

o
(9]
o
~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Tutunma, virion yiuzeyindeki 6zgil proteinlerin konak hiicredeki reseptor
molekiilleriyle etkilesmesiyle gerceklesir.

- Uygun reseptor yoksa viris hiicreye baglanamaz ve enfeksiyon
gerceklesmez.

- Reseptordeki bir mutasyon konak hiicreyi o virtise karsi direncli hale
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Viral Reseptorlerin Dogasi

- Viral reseptorler protein, karbonhidrat, glikoprotein, lipid veya lipoprotein

gibi ylizey bilesenleridir.

- Bu reseptorler hiicrenin kendi biyolojik islevlerini tagirlar 6rnegin, faj T1'in

reseptori bir demir-alim proteinidir.
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L ') L o/ 2 g
Viral Reseptorlerin Dogasi “F
§
L - Bakteriyofaj lambda, maltoz alimiyla iligkili bir reseptori tanir.
Q
F= - Bakteriyofaj T4, gram-negatif bakterilerin LPS tabakasindaki
=D karbonhidratlar: reseptor olarak kullanir.
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Yiuzey Cikintilar: ve Reseptor
Etkilesimler:
§
L - Flagellum ve pilus gibi ylizey cikintilari da bircok bakteriyofaj icin reseptor
O gorevl gorur.
(o=
=D - Kiciik ikozahedral viriisler genellikle bu yapilara yandan baglanir.
(-
S
E‘ Chi i
_~ Chi M13 T4
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Yizey Cikintilar: ve Reseptor
Etkilesimleri

- Filamentoz fajlar ise cogunlukla pilusun ucuna tutunur.
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- Dogru reseptore baglanma gerceklestiginde enfeksiyon i¢cin gerekli zemin
hazirlanmis olur.
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Penetrasyon Asamasi

- Virislin hiicreye baglanmasi hem viriiste hem de hiicre ylizeyinde
degisikliklere yol acar.

- Bakteriyofajlarda kapsid genellikle hiicre disinda kalir yalnizca viral genom
hiicre icine girer.

- Bazi1 RNA viriislerinde genomun okunabilmesi i¢cin belirli viral proteinlerin
de hiicreye giris yapmasi gerekir.

- Genom hiicre icine girse bile, verimli bir enfeksiyon ancak genomun
okunabilir olmasiyla miimkiindiir.
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Faj T4'te Penetrasyonun

Mekanizmasi

- Faj T4in uzun kuyrugu, u¢ kisimdaki lifler ve
1gne benzeri yapilarla konagin ylizeyine temas
eder.

. Tk temas, kuyruk lif uclarinin E. coli LPS
tabakasindaki polisakkaritlerle etkilesmesiyle
gerceklesir.

- Ardindan kuyruk lifleri geri ¢cekilir ve kuyrugun
kendisi hiicre duvarina kuyruk pimleri
araciligiyla temas eder.

- T4 lizozimi, peptidoglikan tabakasinda kictlik bir
por olusturur ve kuyrugun kilifi biiziilerek
DNA’y1 hiicre icine enjekte eder.
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DNA Enjeksiyon Stirecinin
Ozellikler:
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TN - Faj T4 DNA’s1 kuyruk tupu tizerinden hiicre }
O sitoplazmasina, bir siringanin ¢alisma seklini sk
g andiran bir mekanizmayla aktarilir. SHOR. R
E - Bu sirada faj kapsidi hiicrenin disinda kalir. -
g - Faj DNA’s1 kapsid icinde yiliksek basing e
.= altindadir, hiicre icindeki ozmotik basing e
i nedeniyle enjeksiyon islemi birkac¢ dakika siirer.
E‘ - DNA hiicre icine girse bile enfeksiyonun bagarith =" L
olmas1 garanti degildir; bazi hiicreler viral __Outer it A
A saldiriya karsi koruyucu mekanizmalara sahiptir. I Y ‘ T

Peptidoglycan - y ‘lysozyme

activity
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Konak Savunmasi ve Fajlarin Kacis
Stratejilerine Giris

- Bakteriyofaj genomu hiicre icine girdikten sonra bile enfeksiyonun basarila
olup olmayacagi kesin degildir.
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- Prokaryotlar, viral saldiriy1 onlemek i¢in ¢esitli savunma stratejilerine
sahiptir.

- Fajlar, bu savunmalari asmak icin zaman icinde cesitli kacis mekanizmalar:
geligtirmistir.
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Bakteri ve Archaea’da Viral
Saldirilara Karsi Savunma

- Bakteri ve Archaea, hayvanlardaki gibi gelismis bagisiklik sistemlerine
sahip olmasalar da virtslere karsi ¢esitli savunma mekanizmalari kullanar.
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- Toksin—antitoksin modiiller:1 ve CRISPR sistemi, hiicrelerin viral saldirilar:
smirlamasina yardimeci olan 6nemli araclardir.

- Bu hiicreler ayrica cift sarmalli viral DNA’y1, belirli dizileri kesen
restriksiyon endoniikleazlarla parcalayarak yok eder.

- Bu stirec “restriksiyon” olarak adlandirilir ve hiicreye giren yabanci
DNA'nin ¢cogalmasini engelleyen genel bir savunma mekanizmasidir.
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Restriksiyonun Etkinl
Modifikasyonu

Restriksiyon sistemlerinin ise yarayabilmesi i¢cin
hiucrenin kendi DNA’sin1 kesilmekten korumasi
gerekir.

Hicre, bunu genellikle kesim bélgelerindeki
nikleotitler: metilleyerek basarir; boylece

restriksiyon enzimleri kendi DNA’sin1 taniyamaz.

Restriksiyon enzimleri sadece cift sarmalli DNA
uzerinde etkilidir, bu nedenle tek sarmallit DNA
virusler:1 ve tim RNA virisler: bu enzimlerden
etkilenmez.

Baz cift sarmalli DNA virisleri, restriksiyondan
kacmak icin kendi DNA’larini modifiye ederek bu

korumayi1 asmanin yollarimi gelistirmistir (Figir a).
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11 ve DNA
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T4 Fa] 1nin Re StI’lkSl Y Ondan Kag:ma Elp
£
g
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o0 ° S g
Stratejisi
o
o
~
2
. . . . . .. . Cytosine 5-hydroxymethyl-
4—N - E. coli faj1 T4, viral DNA’daki sitozinin yerine 5- cytosine
Q hidroksimetilsitozin kullanarak restriksiyon . L stoot o, R
— . . | Sy glucosylation | SN
o enzimlerine kars1 korunur. o o
e h }
o= - Bu modifiye bazin hidroksil grubu glukoz eklenerek ==
m glikOZile edi].ir ve DNA, bi].inen tum E. COll E E_ Endor?uclease %
. . . . . . . cut site
) restriksiyon enzimlerine karsi direncli hale gelir ol g :
== (Figir a). /o |F q
: Nearly replicated E ‘E‘ E g
. coples O G %
- Bu koruma sayesinde T4 genomunun kopyalari, gorams /| o 5 5
© wo=n . - e e e s g
on replikasyon dongiisiiniin ilerleyen agsamalarina kadar : 1 Bl T genomes =
b One | generated have ol
bozulmadan kalir. I ‘oo gl aeanitomin =
A g D DMNA g g
. . . E El E 3
- Genomlar daha sonra kapsidlere paketlenir ve hiicre 9 I 3
lizisiyle sal k 1 K. coli hiicrelerini enfekt s 3 1 5
1zisiyle salinarak yeni E. coli hiicrelerini enfekte s & g 5 A
c - D ) |(C o
eder. E Recombination E Concatemeris| |2 g
F of genome F cut by T4 E ol
G copies forms %—q— endonuclease. Ei
A concatemer. B
E —

(b) Circularly permuted T4 DNA
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T4 Faj Replikasyon Donglisiine Giris

- T4in konakciya baglanma ve penetrasyon adimlarinin ardindan, bu fajin
genom yapisina ve replikasyon basamaklarina 6zgi bazi 6zellikler ortaya
cikar.

- Viriis hiicreyi enfekte ettikten sonra ilk olay yeni genom kopyalarinin
sentezlenmesidir.

- Farkli viral genom tiirlerinin bulunmasi nedeniyle viriislerde birden fazla
replikasyon stratejisi vardir.

- Kiiciik DNA viriislerinde konak hiicrenin DNA polimerazi kullanilirken, T4
o1b1 kompleks viriisler kendi DNA polimerazlarini kodlar.
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T4 Genomunun Kend1 Replikasyon
Makinesi

- T4 genomu; primerazlar, helikazlar ve diger replikasyon proteinlerini de
kendi DNA’sinda kodlar.
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- Bu faj, genomun kopyalanmasini kolaylastirmak icin sekiz proteinden
olugsan kendi DNA replizom kompleksini tiretir.

- T4in kendi enzim setine sahip olmasi, konak hiicreye bagimlilig1 azaltir ve
hizl1 replikasyon saglar.

- Bu o6zellik, T4lin kisa slirede yiuksek sayida virion liretebilmesini destekler.
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T4 Genomunda Dairesel
Permitasyon

- T4 genomlar1 ayni gen setine sahip olmasina ragmen, genomlardaki genlerin
dizilimi viriondan viriona farklilik gosterir.
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- Bu durum “halkasal permiitasyon” olarak bilinir ve bircok viriis genomunda
gorilen bir ozelliktir.

- Halkasal olarak permiite edilmis DNA, ayn1 halkasal genomun farkl
noktalardan kesilerek lineer hale getirilmis gibi goriinmesine neden olur.

- Bu genomlar ayrica “uclardan tekrarli” olup, DNA uclarinda tekrarlayan
dizilere sahiptir.
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. . .. Cytosine 5-hydroxymethyl- =
H— - T4 genomu once tek bir birim olarak kopyalanir ve cytosine
(= ardindan birden fazla genom birimi uc¢ uca eklenerek HIATZN Ste ot —— oy Z“H%HZN
. . . . . glucosylation
o “konkatemer” ad1 verilen uzun bir DNA zinciri olusur L _L_ Lo
> o e | |
E (Flgur b) (@ An :Inusual base In T4 DNA "
S - DNA kapside paketlenirken belirli bir diziye gore s Al _moucess (3
. e e . [ cut site
= kesim yapilmaz; kapsidin alabilecegi uzunluk kadar ol g :
= DNA kesilerek paketlenir. /1o e T
0= & A G A
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L4 . . copies of T4 -y
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A - T4 kapsidi bir genomdan biraz daha fazla DNA : D ow | g
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T4’te Transkripsiyon ve
Translasyonun Baslamasi

- Enfeksiyondan kisa siire sonra T4 DNA’s1 transkribe ve transle edilmeye
baslar ve yeni virion sentezi tetiklenir.

- Birkac dakika icinde konak hiicrede DNA ve RNA sentezi durur; bunun
yerine T4’e 6zgu genlerin transkripsiyonu baslar.
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T4’te Transkripsiyon ve
Translasyonun Baslamasi

- Viral mRNA’nin translasyonu hemen devreye girer ve daha 4. dakikada T4
DNA replikasyonu baglamais olur.
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- Enfeksiyon yaklasik 30 dakika i¢cinde yeni virionlarin hiicrenin lizisiyle
serbest birakilmasiyla tamamlanir.
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Erken, Orta ve Gec Proteinler

- T4 genomu, zamanlamaya bagli olarak erken, orta ve gec¢ proteinler olmak
lzere Ui¢ set protein lretir.

- Erken proteinler arasinda 5-hidroksimetilsitozinin sentezi ve glikozilasyonu
1cin gerekli enzimler ile T4 replizomunda goérev alan enzimler bulunur.
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Erken, Orta ve Gec Proteinler

- Orta ve gec proteinler; RNA polimeraz modifikasyon proteinleri, bas ve
kuyruk yapisal proteinleri ve hiicre lizisinde gorevli enzimleri icerir.

- Bu zamanlamali tiretim, viriisiin asamali olarak yapi1 taslarini
olusturmasini saglar.
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T4tin Konak RNA Polimerazini
Yonlendirmesi

- T4 kendi RNA polimerazini kodlamaz; bunun yerine konak RNA
polimerazinin 6zgulliigiini degistiren proteinler tiretir.
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- Bu erken proteinler, RNA polimerazin artik sadece faj promotorlerini
tanimasini saglayarak konak gen transkripsiyonunu durdurur.
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T4tin Konak RNA Polimerazini
Yonlendirmesi

- Ayrica faj tarafindan kodlanan bir anti-sigma faktorii, konak sigma
faktoriine baglanarak konak promotorlerinin taninmasini engeller.
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- Enfeksiyon ilerledikce, T4lin tirettigi ek modifikasyon proteinleri polimerazi
orta ve gec gen promotorlerini taniyacak sekilde yonlendirir.
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Gec Genlerin Ekspresyonu ve
Virusin Montaj Asamasi

- Gec genlerin transkripsiyonu i¢cin T4 tarafindan kodlanan 6zel bir sigma
faktoria gerekir; bu faktor konak RNNA polimerazini yalnizca bu genlerin
promotorlerine yonlendirir.

- Bu noktadan sonra virionun bas, kuyruk ve diger yapi proteinlerinin tiretimi
tamamlanir.
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Gec Genlerin Ekspresyonu ve
Virusin Montaj Asamasi

- Ardindan montaj siireci baglar ve genomun kapsidlere yerlestirilmesi
gerceklegir.
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- Son asamada hiicre lizise ugrar ve olgun T4 virionlari cevreye salinir.
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- Paketleme siireci tic temel asamadan
olusur ve bu asamalar yanda
gosterilmistir.

o
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T4 Genom Paketlenmesinin Genel
=~ @
° § '%
A §
Cercevesi
5
. .. Prohead \ s==a, Mot Packagi
i - T4 fajinin DNA’s1, 6nceden olusturulmus ones P;”*\ o motor
. . .o - . o 0
(=) bir kapside enerjiye bagh bir paketleme us *n : complex
e . .. e, 20 0
o motoru tarafindan zorlayici bir bicimde I "’f/ S
o aktarilir. +>
. .. +°s o Scaffold proteins Packaging motor
=S - Motorun bilegsenleri viral genlerce kodlanir |°: P attaches to
. . % ¢ i i .
— ancak hem protein sentezi hem de ATP "o Capsidproteins | prohead
°§ {iretimi icin konak metabolizmasina ihtiyac | % Peral protins
g
duyulur. l Scaffold proteins
Mature virion discarded
(ol — .3
A

- Bu stirec, DNA’nin kapside dolmasi ve
sonrasinda virionun tamamlanmasi i¢in
gerekli temel mekanizmayi olusturur.
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Prohead (Bas Onctller:) Olusumu ve g
Paketleme Motorunun Kurulumu
§
- . Ik agamada, “prohead” ad1 verilen bas énciilleri | g2, 3 G — Pora
olusturulur ve bu yapilar gecici iskelet N ; o8 & Ko
proteinleriyle birlikte bos halde bulunur. g
- Bu prohead’lerin i¢inde hem yapisal bas proteinler: £ , & il ;
hem de sokiilecek gecici iskelet proteinleri yer alir. Gt Co e O ) < :
a ATPase g

. Tkinci asamada, paketleme motoru prohead’in
acikligina kurulur.
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- Ardindan cift iplikli dogrusal T4 DNA’s1 ATP
enerjisi kullanilarak prohead i¢ine basincla
pompalanmaya baglanir.
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DNA Giris1 Sirasinda Prohead
(Genigslemesi ve Kapsidin Kapanmas1 &
5
: - DNA girisinin olusturdugu basincla prohead | g2, 3 G — Pora
genisler ve ayni anda gecici iskelet proteinleri N ' old S Xy
yapiyl terk eder. :
- DNA tamamen doldugunda paketleme motoru 53 ; 4 il ;
1slevini tamamlayarak prohead’den ayrilir. e e O ) < :
a ATPase g

o
-~
-~
-~ -

- Motorun ayrilmasiyla kapsid bas1 mihiirlenir ve
T4 virionunun bas kismi tamamen olusmus olur.
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- Bu i1slem, paketleme silirecinin liciincii ve son
agsamasinl tamamlar.
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T4 Kuyruk ve Aksesuar Yapilarinin
Eklenmesi
§
- - Kapsid dolduktan sonra kuyruk, kuyruk
lifleri ve diger virion bilegenleri kapside
eklenir. | @ 2% _—
- Bu eklemeler cogunlukla kendiliginden
gerceklesen 6z-diizenlenme Phage head Tail, collar, base Mature T4 virion
reaksiyonlariyla tamamlanir. proteins plate, and tail T4 lysozyme

fiber proteins oroduction
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- Faj genomu, konak hiicrenin zar ve
peptidoglikan tabakasini asindiran
enzimleri kodlar.

- Bu yapilarin bozulmasiyla hiicre
ozmotik lizis ile parcalanir ve yeni
virionlar disari salinir.
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T4in Cikis1 ve Patlama Buyuklugi

- Her replikasyon dongiist yaklasik 25 dakika stirer.

- Her bir konak hiicre lizis sonrasi 100’den fazla yeni virion serbest birakir ve
bu say1 “patlama buyukligi” olarak adlandirilir.
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T4in Cikis1 ve Patlama Buyuklugi

Serbest kalan bu virionlar cevredeki diger konak hiicreleri enfekte etmeye
hazir hale gelir.

- Boylece T4iin hizli yayilimini destekleyen ardisik enfeksiyon dongiileri
olusur.
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Virulant ve Temperate (I1liml)
Fajlarin Karsilastirilmasi

- T4 faj1 her zaman litik dongiliye girer ve konagini 6ldiiren viriilant bir
virustir.
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- Buna karsin baz c¢ift iplikli DNA fajlari, viriilant dongiliye girebilseler bile
uzun sireli stabil bir iligski de kurabilir.

- Bu tiir fajlara “temperate (1limli) viriisler” denir.

- Temperate fajlar, konaga zarar vermeden uzun siire birlikte var olabildikleri
bir enfeksiyon modu gelistirebilir.
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Lizogen1 Kavrami ve Lizogen
Olusumu

- Temperate viriisler gerektiginde lizogeni adi verilen bir duruma gecebilir.
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- Lizogenide viriis genlerinin ¢cogu aktif degildir ve viral genom, konak
kromozomuyla eszamanli bir bicimde cogalir.

- Bu durumda viriisii tasiyan hiicreye “lizogen” ad1 verilir.

- Lizogenik durum, konaga yeni genetik ozellikler kazandirabilir ve bu
dontisim “lizogenik konversiyon (donlisiim)” olarak bilinir.
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Temperate Fajlarin
Replikasyon Dongiisiu

- Lambda ve P1 en 1y1 calisilmis temperat
fajlardandir ve yasam dongiileri yanda

gosterilmigtir.

- Lizogeni sirasinda viral DNA, ya konak

kromozomuna entegre olur (lambda)

ya da

sitoplazmada plazmid olarak bulunur (P1).

- Entegre edilmis ya da plazmid formundaki
viral DNA’ya bu asamada “profaj” adi verilir.

- Profaj, litik yolun aktive edici genleri

baskilandig1 siirece konakla birlikte cogalmaya

devam eder.
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Lizogeninin Stirdurilmesi
ve Induksiyon

- Lizogenik durumun korunmasi faj kaynakli bir
baskilayici proteinin varhgiyla saglanir.

- Baskilayici proteinin diisiik seviyede stiirekli
sentezil, virilant yolu baslatan genlerin kapali
tutulmasini saglar.

- Ancak baskilayici protein inaktive olursa veya
sentezi durursa profaj litik evreye gecebilir.

- Bu durumda viral DNA kromozomdan c¢ikar,
faj genleri yeniden aktiflesir ve yeni virionlar
olusturularak hiicre lizise ugrar.
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Lizogeniden Litige Gecisi Tetikleyen
Etmenler

- Hicre stresleri, 6zellikle konak DNA’sinda olusan hasar, lizogenik
durumdaki bir profajin litige gecmesini tetikleyebilir.
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- Lizogeniden litige gecis indiiksiyon olarak adlandirilir ve viral dongiliniin
yeniden baslamasini saglar.

- Bu stlirecte profaj, konak genomundan hassas bir bicimde kesilerek ayrilir.

- Ayrilan viral DNA’nin transkripsiyonu baglar ve litik evre olaylar: ardisik
sekilde gerceklesir.
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Lambda Faj1
- Lambda faj1, E. coli’yi enfekte eden cift iplikli DNA iceren B 7
bas ve kuyruktan olusan bir viriistiir (Figiir a). / e '

- Lambda genomunun her iki 5’ ucunda 12 niikleotid
uzunlugunda tek iplikli “koheziv (yapiskan)” uclar
bulunur.

1. Lambda genome cyclizes
at its cohesive ends.

bio moa

- Bu uclar birbirine tamamlayicidir ve hiicreye giriste
esleserek cos bolgesini olusturur (Figiir b).

2. A site-specific
endonuclease creates

- Boylece dogrusal genom halkasal forma doniisiir ve
replikasyon icin hazirlanir.

staggered ends of phage
and host DNA.

3. Lambda genome
integrates and gaps
are closed by DNA ligase.

gal cos bio moa

(b) Integration of lambda DNA into the host
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, . . . : b
Lambda’nin Litik Yola Girmesi ve Rolling
. .o . &8
Circle (Donen Halkasal) Replikasyon
5
- - Lambda litik yola girerse genomunun uzun s
dogrusal konkatemerleri rolling circle
replikasyonu ile tiretilir.
- Bu mekanizmada halka bicimli genomda bir iplik — T '
kesilir ve tamamlayici iplik sentezi i¢cin kalip Eamg - :" - ot
olarak disa dogru “acilir”. gerome 1\ /
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- Uretilen c¢ift iplikli konkatemer, cos bélgelerinde

o (c) Rolling circle replication of lambda genome
genom uzunlugunda parcalara ayrilir.

- Bu parcalar faj baslarina paketlenir ve kuyruk
eklenerek olgun virionlar olusturulur.
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Lambdanin Litik Dongtlide
Transdiiksiyon Roli

- Litik dongil sirasinda lambda, konagin bazi kromozomal genlerini
yanliglikla yeni virionlara paketleyebilir.
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- Bu genler ikinci bir konaga aktarilabilir ve bu siire¢ transdiiksiyon olarak
adlandirilir.

- Transdiiksiyon dogada énemli bir yatay gen transferi mekanizmasidir.

- Ayn1 zamanda bakteriyel genetikte kullanilan temel tekniklerden biridir.
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Lambdanin Lizogenik Yola Girmesi

s A
, cos \

- Lambda lizogenik yolu secerse genomunu E. coli ‘ ait ‘
kromozomuna entegre eder. Lambda genome

- Bu entegrasyon, faj kaynakli lambda integraz
enziminin att bolgelerini tanimasiyla gerceklesir.

1. Lambda genome cyclizes
at its cohesive ends.

- Entegrasyon viriise konak icinde kararli bir varlik
saglar.

bio moa

2. A site-specific
endonuclease creates
staggered ends of phage
and host DNA.

- Ancak konak DNA’sina zarar veren kosullar litige
gecisl yeniden tetikleyebilir.

bio moa
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3. Lambda genome
integrates and gaps
are closed by DNA ligase.

gal cos bio moa

e e e E—
i — e —

(b) Integration of lambda DNA into the host

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Entegrasyondan Litige Geri Dontis

- Litige donis tetiklendiginde lambda genomu integrasyondan sorumlu
enzimlerin tersine calisan eksizyon proteiniyle kromozomdan ayrilir.

- Ayrilan viral DNA’nin transkripsiyonu baglar ve litik fazin olaylari yeniden
1sler.

- Boylece yeni virion iiretimi icin gerekli adimlar ardisik olarak yurituliir.

- Bu durum, lambda fajinin iki farklh yagsam stratejisi arasinda gecis
yapabilmesini saglar.
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Lizis—Lizogeni Kararimin Onemi

- Bir E. coli hiicresi ilk enfekte oldugunda lambda’nin lizogeni mi yoksa litik
yolu mu sececegi kritik bir biyolojik karardir.

- Bu karar, fajin tiretim stratejisini ve konagin kaderini dogrudan belirler.

- Lambda tlizerinde yapilan calismalar, bu karar mekanizmasinin genetik ve
hiicresel temellerini anlamamizi saglamistir.

- Bu nedenle lambda, virtis—konak etkilesimlerinin incelenmesinde model
organizma niteligindedir.
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Lambda Enfeksiyvonunda Karar
Noktas1: Llizis m1 Lizogeni mi?

LAMBDA INFECTION

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
[©)
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Lambda enfeksiyonunun lizis ya da lizogeni !

w=—n
P . .. . . : Lambda
= 1le sonuclanmasi, hiicrede biriken cI ve Cro Lo =} cll= el E colicell oo= Ahclil =4 cl
(=) baskilayic1 proteinlerinin diizeylerine X . - A !I
= baglidir. % -y '
@ sz g >
o 4co s { Cro
. 1 . Cro not o 1 ‘ Cro
3 Enfel;s,l.yo-l-ldan sonra V}?angl bagkllaylcl oeed i o s
= proteinin once biriktigi, enfeksiyonun 1 ,
:g gidisatinmi belirler. I r v |
- cI erken ve hizli birikirse, diger tiim lambda . g
Pp— . R . Cell lysis B Lysogeny
on genlerinin transkripsiyonunu baskilar ve :
Cro’nun sentezini engeller.
A Cell lysis; release  Lysogenic

- Bu durumda lambda genomu konagin of new virions cell
genomuna entegre olur ve profaj haline gelir.
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° ° ° ° ° ° ° ° o '%
cl Birikimi ve Lizojeniye Gecis
§
L - c¢I'nin diger lambda genlerini baskilamasiyla | LAMEDA 'TFiSTION
O hiicre, normal sekilde buiyliyerek yeni boll =} cll= Jcl E colicell hic® Ahclil =4 cl
g lizogenler olusturur. )"< za - " !I )
< ¥
o0 - Lizogenler, lizisi tetikleyen bir durumla Ao f'.‘ | cro”
3 karsilasana kadar bu kararli durumu Cro not Cro
— stirdirir. repressed repressed
[ =
i - Cro 1se clI proteininin tiretimini baskilar; | I
cII'nin gorevi ise cl sentezini . 2
© vem— . . . ell lysis N Lysogeny
on aktiflestirmektir. £
A - Enfeksiyon sonrasi cl diizeyi distiik kalirsa Ty
Cro birikir ve stirec litik yola doner. of new virions cell
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Genetik Anahtar Mekanizmasi ve
Diizenleyici Basamaklar

- Lambda'nin lizis ya da lizogeni secimi, bir |
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LAMBDA INFECTION

= . 5y  eq o . . : Lambda
O “oenetik anahtar” gibi isleyen diizenli olay ol =} cll = Jcl E colicell iio™ Al = 4 :“
S dizilerine baghdar. X . .
= B 3=l
o - Normalde enfeksiyon lizisle sonuc¢lanir; 4 cro M { Cro
3 ancak yeterli clI birikirse, cI tiretimi artar ve cronot | [ - "
— lizogenik yol tercih edilir. P r/ '» ,/F ' i
b y
. : Co . : r
= - Hicredeki proteaz aktivitesi cII’yi yavasca I |
parcalar ve bu nedenle clI diizeyleri hassas . 2
© vem— : . . ell lysis N Lysogeny
on sekilde diizenlenir. 4§
A - clII proteini, cll'y1 stabilize ederek proteazin SR
saldirisindan korur. of new virions cell
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kosullarinda duraganliga girmesini engeller.

Lambda Diizenlemesinin
> E é
Karmasikligl
§
T . Diizenleme zinciri soyle igler: cITT — cIT — cI, | a2
O ancak siirece baska proteinler de katkida Jolll =} cll = }cl E colicell 500 Ahcil = 4 cl
o bulunur. X _ _ 4
> ‘{ (s ‘ cl 5'
E - Bu nedenle lambda enfeksiyonunun ilerleyisi fco | ._ | cro”
g oldukca karmasik bir olay dizisidir. fggrgg’jed r : - LF‘I rCergressed
.= - Lizogeni sirasinda ifade edilen az sayidaki ;'/
i lambda proteininden biri, lizogeninin stres
)
A

Cell lysis % Lysogeny
. .o 5 (;:. m
- Bu mekanizma, karisik popiilasyonlarda 5 E
lambda viriisiiniin yayiliminin devamini SR g
sag';lar. of new virions cell é
=
E
ol
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Hayvan Viriusiu Enfeksiyonlarina -
m g
3
Genel Bakis ;
3)
=
H— » Tim virtslerde ortak olan temel 6zellikler, Representative viral diseases of humans
_ . . . . .
o metabolizmasinin ele gecirilmesi ve yeni
.Z virionlarin hiicreden g1k1$1d1r. Corli f;:;fs.fgenital Herpes simplex dsDNA 152,000
m .o . ... e ey . smallpox Variola major dsDNA 190,000
3 - Hayvan V1¥:US1€I’1 de bakteri virtsleri gibi genom . e —— s e
= tiplerine gore siiflandirilir. Rabies T SSRNA () 12,000
Z g . Influenza Influenza A virus ssRNA (=) 13,600
’ - Onemli insan hastaliklarinin cogu RNA Measles Measles virus SSRNA (=) 15,900
virusleri tarafindan olusturu]ur. Ebola hemorrhagic Ebola virus ssRNA (=) 19,000
@ == fever
m ... . ey . Severe acute SARS virus ssRNA (+) 29,800 5
- Hayvan virislerinde iki temel fark vardir: tim e E
A virionun hiicre i¢cine girmesi ve 6karyot syndrome GAR) z
hﬁcrelerde nijkleusun bulunma81 Infant diarrhea Rotavirus dsRMNA 18,600 %
’ Acquired Human ssRNA/dsDMNA (a 9,700 m
immunodeficiency immunodeficiency retrovirus) (+) A
syndrome (AIDS) virus (HIV) o
[
oW

355, single-stranded; ds, double-stranded. +, plus-strand virus; —, negative-strand virus (Section 8.1)
In bases (s5 genomes) or base pairs (ds genomes). These viral genomes have been sequenced and thus
their lengths are known precisely, However, the sequence and length often vary slightly amang differ
ent isolates of the same virus. Hence, the genome sizes listed here have been rounded off in all cases.
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Hayvan Hicrelerinde Viral
Enfeksiyonun Baslamasi

- Pek cok hayvan viriisi, calismalarda hiicre kiiltiirlerinde ¢cogalabilen
tirlerdir.
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- Enfeksiyon, virtisiin konak hiicre yiizeyindeki 6zgiil reseptorlere baglanmasi
1le baglar.

- Bu reseptorler normalde hiicre—hiicre iletisiminde veya bagisiklik
sisteminde gorev yapan proteinlerdir.

- Farkli dokulardaki hiicrelerin farkli ylizey proteinleri tagsimasi, viriislerin
doku 6zgiulliigiini belirler.
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Hayvan Virislerinin Hiicreye Girisi
ve Uncoating (Zarfin Acilmasi) Stireci
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- Viris baglandiktan sonra hiicreye zarla
flizyon ya da endositoz yoluyla girer.

- N -
.
. :
w -
- e . L
. : a T VN,. -
' -

- Giristen sonra viris, genetik
materyalini sitozole serbest birakmak
1cin dag kilifin1 kaybeder (uncoating).

(b)

- Zarfh virisler cogunlukla sitoplazmik
membranda uncoat edilir, endositozla
girenler ise sitoplazmada uncoat olur.

Stephen C. Harrison

- DNA virtslerinin genomu, cogalma icin @ ©
niikleusa gecer; cogu RNA virilisi ise
genomunu sitoplazmada replike eder.
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Hayvan Viruslerinde Virion
Olusumu

- Virion montaji, niikleokapsid proteinlerini kodlayan viral mRNA’larin konak
tarafindan cevrilmesiyle baslar.
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- Genom kopyalari dis kilifla birlikte paketlenerek olgun virionlar olusur.

- Pek cok hayvan viriisi, hiicreden ¢ikarken konak hiicre zarinin bir kismini
alarak zarflanir.

- Virionlar hem tomurcuklanma hem de hiicre lizisiyle disari ¢cikabilir.
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L4 X X L gﬁi
Hay valn VH‘U.SU. En ekswonlarmda EF
4 B
Farkli Sonuclar
2
& rn - Bakteriyofajlarda iki sonug (lizis veya Formation of proviral
© mm—— state and transformation
o lizogeni) gortliirken hayvan viriisleri into tumor cell :
— daha cesitli sonuclar dogurabilir Cell Tumor cell  Transformation
o (; s (; g . X S ™, division 2 i
— : : 3} : Virus J =) ) ——) -
o - Virulant enfeksiyon, konak hiicrenin - - AN
(@ a) lizisi ile sonuclanir ve en yaygin )
. S I Death of the
m enfek81y0n tlpldlr' cell and release Lysis
p— ST of the virus F
— - Latent (gizli/sessiz) enfeksiyonda, viral , . | —
= DNA konak genomunda sessizce multiplcation — gt |
bulunur ve virion uretilmez; tetikleyici wes i
L] bir Olay Olana kadar hiiCI'e zarar Slow release of Persistent :
- virus without infecti
m gormez. causing cell death g ic Ién : E
. ) =
A - Baz1 zarfl viriisler yavas e g
tomurcuklanma ile hiicreyi 6ldiirmeden - Ce ' 3
e . . e . t .
surekli virion liretir; bu durum o Lateit 1 Moo .
. . i) infection 1 ytic infection )
persistan (kalici) enfeksiyon olarak o™, replicating = . "
) i <
adlandirilir. & J — J - 2

Bektas Tepe
gezimania_tr



= g
> K
[ N J [ N ] on .
'_O‘ 0
Transformas on ve TUmor 5
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Olusturma
o
o
~
2
T - Baz1 hayvan virisleri, normal bir i e s O
o hiicreyi tiimor hiicresine Lk e | ————  Transformation
—y A Ay . Cell , o _
o dontgtiirebilir; bu stlireg R ) (division ha
i —] ~—= ST
= transformasyon olarak tanimlanir. Vinis % ‘J - g,) RN
- Transformasyon, viral enfeksiyonun Death of the ,
m . ’ Yo cell and release Lysis
) en dramatik sonuclarindan biridir ve oM, of thevirus T
. : : .2 ) | Eeee——)> ‘==
°§ konak hiicrenin biyolojik davranisini Virus £~ '-&j VT
© . - e o« e multiplication - N oo gl
kokten degistirir. *s%e !
|
@ vmmn .. . . Slow release of Persistent 1
on - Bu tiir enfeksiyonlarda hiicre virus without infection ! .
e e . 7. A . causing cell death = . o
bliylimesi diizenlenemez hale gelir. \ ! B
A . . \Qd\. "‘I : éﬂ
- Hayvan viriisii enfeksiyonlarinin - t ce ' £
e Jeqe . . irus presen M )
cesitliligi, onlarin konak hiicrelerle but not Lebnt 1 =
> . o . e e replicating infection : L »
karmasik iligkiler gelistirdigini ‘J % O £
)} meeesss———) ==
oo . '
gosterir. L . gj
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Retroviriislerin Temel Ozellikleri

- Retroviriisler, RNA genomuna sahip ve yapisal olarak kompleks hayvan
virusleridir.

- Bu viriisler, genomlarini konak hiicre icinde bir DNA ara tiriini Gizerinden
cogaltir.

- Retro 6n eki, bu viriislerin genetik bilgiyi RNA’dan DNA’ya aktarmasi
nedeniyle “geriye dogru” anlamini tasir.

- Retroviriisler, bu sira dis1 siireci gerceklestirmek icin revers transkriptaz
enzimini kullanir.
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Retrovirislerin Hastaliklarla Iliskisi

- Retroviriisler, kansere neden olduklar:1 gosterilen 1lk viriis grubu olmustur.

- Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), bir retroviriis olup AIDS hastalifina
yol acar.

- Retroviriislerin konak hiicrede olusturdugu DNA ara trini, hastalik
stireclerinde kritik rol oynar.
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Retrovirislerin Yapisal Bilesenler:

- Retroviriisler zarli yapiya sahiptir ve virion
icinde cesitli enzimler tasir (Figir a).

- Bu enzimler arasinda revers transkriptaz,

integraz ve retroviriise 6zgi bir proteaz bulunur.

- Retroviral genom iki 6zdes art1 polariteli tek
1iplikli RNA’dan olusur.

- Genom, gag (yapisal proteinler), pol (revers
transkriptaz ve integraz) ve env (zar proteinleri)
genlerini icerir (Figiir b).
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Retroviral Genomun Ozellikleri

- Retroviral genomun her 1ki ucunda, cogalma ic¢in
zorunlu tekrar dizileri bulunur.

Surface envelope protein

Transmembrane
/envelope protein
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- Bu tekrar bolgeleri, DNA’ya dontlisiim ve konak Enzymes

. . o . . (reverse
genomuna entegrasyon sireclerinde kritik gorev Banecdntaes. ‘
. . Integrase, L
ustlenir. protease) ﬂ‘
- Genomun iki 6zdes RNA kopyasi, yeni virionlarin »
@ .. |
’ temelini olusturur. Lipid — g |
membrane 5
bilayer

Core shell

2
A
; €al
protein y =
o W -
Core protein P e e ™ S
“ - “ E
(@ 5‘
S
LR | | R | £
gag pol env
(b)
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Enfeksiyonun Baslangici
ve Ters Transkripsiyon

- Retroviriis cogalmasi, virionun konak hiicreye giris
yapmasiyla basglar.

- Hicre icinde zar uzaklastirilir ve revers
transkripsiyon siireci niikleokapsid icinde baslar.

. Tlk olarak tek iplikli DNA iiretilir ve revers
transkriptaz bu DNA’y1 kalip olarak kullanarak
tamamlayic1 zinciri olusturur.

-+ Son urin cift iplikli DNA’dir ve bu DNA
nikleokapsidden ayrilir.
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® 1. Entry and uncoating
of the retrovirus
ssRNA £
(viral genome) ' . 3
2. Reverse transcriptase activity
' (two steps)
dsDNA 2
l 3. Viral DNA enters nucleus and
Viral DNA integrates into the host genome.
L e
Y —
) |
4. Transcription by host RNA
Host DNA polymerase forms viral mRNA
and genome copies.
ssRNA — “
™ A 5. Translation of mRNA forms viral
i proteins; new nucleocapsids
assembled and released by budding.

/ )
' X
\;\N ' /4 “Host cytoplasmic

membrane
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Viral DNA'nin Konak

._

Genomuna Entegrasyonu
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@ -j’ 1. Entry and uncoating
of the retrovirus
@ - Cift iplikli retroviral DNA, integraz enzimi ile birlikte oSS €
. . o . . . viral genome) : _ =
o konak hiicre ¢ekirdegine giris yapar. : 2. Reverse transciptase acnity
I ) dsDNA =
— - Integraz, bu DNA’nin konak genomuna ‘
© mm—— . e . . o 3. Viral DNA enters nucleus and
m yerlestlrllme S1Nni1 Saglar. Viral DNA 4 l integrates into the host genome.
B .
— - Bu asamadan sonra retroviral DNA “proviriis” olarak & Tpectiption by Host ANA
Host DNA polymerase forms viral mRNA
= adlandlrlllr. and genome copies.
a
e S SSRNA i —— “
- _r 5. Translation of mRNA forms viral
: proteins; new nucleocapsids
% S assembled and released by budding.
) : e
(N - /3 host Cyioplasmic
A — mem
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Provirusun Hucredek: -

Kaliciligi ¥ @

|
l’l
® l T
¥
3

TE)

—w.

5‘.'

- Proviris, konak genomunda stliresiz olarak kalir. SSANA §

(viral genome) .

- Konak RNA polimerazi, proviriis DNA’sin1 kullanarak

Entry and uncoating
of the retrovirus

Reverse transcriptase activity
(two steps)

. Viral DNA enters nucleus and

integrates into the host genome.

Transcription by host RNA

polymerase forms viral mRNA

. . . dsDNA =
retroviral RNA genomu ve mRNA tretir. - :
. . Viral DNA\I
- Bu silire¢, hem yeni genom kopyalarinin hem de — —
proteinlerin sentezlenmesini miimkiin kilar. Host{m a.
and genome copies.
ssRNA

y

...».,'

assembled and released by budding.

J o

N @'/‘I’

S 4
S,
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Translation of mRNA forms viral

P 5.
? proteins; new nucleocapsids

— ——

N\ Host cytoplasmic
membrane
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Yeni Virionlarin

Olusumu ve Salinmasi
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® l 1. Entry and uncoating
of the retrovirus
o — - Nikleokapsidler, iki RNA kopyasini icerecek sekilde I
. o e viral genome) ’ . e
c hucre 191nde monte edlhI’. ' 2. Re:/erse transcriptase activity
———— ' (two steps)
- dsDNA =
= - Olusan niikleokapsidler, konak sitoplazma zarindan - e ——
s . . o . Viral DNA enters nucleus and
o0 tomurcuklanarak zarl virionlara dontisir. vira DNA\I integrates into the host genome.
— - Olgun virionlar, cevredeki yeni hiicreleri enfekte o 4. Tanscription by host RNA
. . polymerase forms viral mRNA
v edebilecek duruma gelir. toid e copie:
= —” |
- _r 5. Translation of mRNA forms viral
: proteins; new nucleocapsids
@ == assembled and released by budding.
f '
\@/ S Host cIOpisHI
7'\ s
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Viruslerin Konak Hucrelerle
Etkilesimler:

- Virislerin cogalmasi tamamen konak hiicrenin bliiytime ve aktivitelerine
baglidir.
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- Buna ragmen viriisler, konak hiicrelerin biiylimesini, hayatta kalmasini ve
genetik 6zelliklerini kontrol edebilir.

- Bu boliimde sadece viriislerin olagantistii bazi 6zelliklerine deginilmis,
konunun tiim kapsami heniiz acilmamaisgtir.

- Viral genomigi ele alan Boliim 10’da, bu mikroorganizmalarin genetik
cesitliliginin genigligi yeniden incelenecektir.
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