Perché studiare i batteriofagi e cosi importante ed
attuale?

1. La Phage-therapy o terapia fagica
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resistenti agli antibiotici per le piante
Antibiotic resistant Antibiotic resistant
infection infection

Before
antibiotic

After Before phage
antibiotic therapy

After phage
therapy

Inoculation

After treatment W/




2. Scoperta di nuovi sistemi importanti per lo studio e
modificazione del genoma negli eucarioti

Sistema CRISPR-CAS per correzioni del genoma e una
strategia di difesa del batterio verso i batteriofagi
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La scoperta dei batteriofagi

Nel 1896 Ernest Hankin osservo la presenza nelle acque
del Gange di particelle filtrabili in grado di uccidere
Vibrio cholerae.

Nel 1915 Frederik Twort ipotizzo la presenza di particelle
invisibili in grado di distruggere i batteri

Ma si deve a F. D'Herelle nel 1917 ( Istituto Pasteur di
Parigi) la definizione di virus specifici in grado di
degradare i batteri.
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ECLISSI:dopo I'absorbimento vi e la scomparsa delle
particelle virale infettive dovuto alla spoliazione (
rimozione del capside delle particelle virali)

PERIODO LATENTE: replicazione dell'acido nucleico e
sintesi delle proteine virali

MATURAZIONE:genoma e proteine virali vengono
assemblate in virioni maturi, se le cellule vengono
disgregate si puo rilevare virus maturo

RILASCIO: puo avvenire con o senza lisi della cellula
ospite
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periode di eclisse: periodo durante il quale non é possibile rilevare la presenza di particelle
virali infettive neanche all'interno dei batteri

periodo di latenza: periodo di sviluppo dei fagi nel batterio infettato. I fagi non sono
ancora liberati all'esterno. Nella fase finale sono presenti particelle mature nel batterio.

periodo di crescita: le cellule vanno incontro a lisi liberando i fagi infettanti. Quando tutti i
batteri infettati saranno lisati si raggiunge il plateau



In sequito all'aggiunta di un
- ~1 x 108 fago virulento come fago T4
'E- CELLS /ML ad alta molteplicita
= d'infezione in una coltura in
x crescita esponenziale si
= ‘3 osserva nel giro di qualche
= ADD generazione la completa lisi
— 2-3 x 108 delle cellule batteriche

T4 / ML

TIME

Il n° di particelle fagiche aumentera rapidamente dopo un periodo di
eclisse

Ogni cellula infettata produrra infatti una progenie fagica di circa 100
fagi che a loro volta infetteranno altre cellule. Sopravviveranno solo le
cellule resistenti al fago T4



I batteriofagi possono crescere su uno strato di
cellule batteriche producendo placche di lisi.
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Struttura di un batteriofago modello

Testa icosaedrica a cui e collegata
una coda complessa costituita da
un collare,

una guaina

e una piastra basale con

fibre caudali coinvolte nel
riconoscimento della cellula
batterica .




L'adsorbimento dei batteriofagi

I batteriofagi non aderiscono a un punto qualungue della superficie batterica
ma riconoscono recettori specifici

I recettori sono normali componenti della superficie dell'ospite quali proteine
della parete, polisaccaridi, lipopolisaccaridi, acidi teicoici, flagelli e pili

In assenza di siti recettoriali il virus non pud adsorbirsi

Se un recettore é alterato, l'ospite diventa resistente alla infezione da parte
del virus che usa quel recettore. Tuttavia, anche i virus possono mutare per la
struttura che riconosce il recettore tornando, cosi, capaci di infettare un
ospite resistente

Fago PBSI di 8. subfilis




Interazione batteriofago — cellula ospite
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La maggior parte dei fagi interagisce con la parete cellulare dei batteri
attraverso la parte terminale della coda.

La fase iniziale del contatto & mediata dalle estremita delle lunghe fibre della
coda. Dopo l'attacco la particella si avvicina alla superficie cellulare. Quando la
piastra basale si viene a trovare a circa 10nm dalla parete cellulare avviene il
contatto tra le corte spine che si estendono dalla piastra basale e la parete
cellulare



A differenza dei
fagi, i virus animali
non hanno mai
elaborato le code
necessarie per
I'iniezione dei geni
attraverso la parete
cellulare dei batteri.
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Attacco di numerosi fagi sferici a RNA al pilo sessuale di Escherichia coli. (

Alcuni fagi possono riconoscere come sito di legame i pili. Sono note due classi

che si legano ai pili : i fagi sferici con genoma ad RNA si legano lungo il pilo
mentre il fago M13 con genoma a DNASS si attacca alla punta dei pili.



Il fago M13 riconosce tramite alcune proteine localizzate
sull'estremita del fago (63P) la punta del pilo di F che ritraendosi
favorisce il contatto tra fago e parete cellulare
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Penetrazione dell'acido nucleico

MNella gran maggioranza dei batteriofagi & solo l'acido nucleico virale a entrare
nel batterio.

I meccanismi di penetrazione differiscono notevolmente tra i diversi fagi
finora studiati e sono in gran parte ancora oscuri.

MNei fagi T-pari l'adsorbimento € dovuto al contatto tra le fibre caudali e il recettore
(proteina della membrana esterna). La penetrazione del DNA si verifica dopo che la
placca basale si & adagiata sulla superficie cellulare e vi verificano cambiamenti
conformazionali sia nella placca che nella gquaina. Questultima si contrae permettendo
all'asse tubulare di penetrare attraverso la parete. Infine, con un meccanismo ancora
sconosciuto, il DNA dalla testa, passando attraverso l'asse tubulare, entra nella cellula.

/ E. coliinfettato da T4



Nel caso di T4 la guaina consiste di 24
anelli formati da subunita grandi e piccole
che circondano il core.

In seguito al contatto la guaina si contrae
per la fusione delle sub-unita grandi e
piccole per ottenere 12 anelli formati da 12
subunita. L'accorciamento della guaina
spinge il core verso la parete. Questo
processo e coadiuvato dal lisozima che si
trova nella coda della particella.

La contrazione della testa forza il
passaggio del DNA attraverso il core.

Le molecole di ATP trasportate nella
guaina caudale forniscono I'energia per la
contrazione.

Il fago T4 riconosce la porina OmpC e il
LPS come siti di adesione



Struttura di alcuni batteriofagi modello
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Lytic vs Lysogenic Cycles
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Cellula batterica ospite
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I batteriofagi virulenti : solo ciclo litico

I tre modelli : T4 T 7 ed M13

Myoviridae
Ex:Phage T4

decoration thom

Imenes’ Core

Fibr - 4+— Fiber

Inoviridae
Ex:Phage M13




Un batteriofago virulento : T4

Fibre caudali

Piastra

Genoma di T4 costituito da
una molecola di DNA a DS di
168 kb

codifica per 250 proteine e
per diversi TRNA

Testa icosaedrica a cui e
collegata una coda complessa
costituita da

un collare,

una guaina e una piastra
basale con lunghe fibre
caudale.

Il rivestimento & costituito
da oltre 25 proteine
strutturali



1,3,5,7,9—dispari

. 0,2,4,6,8—pari
I fagi T daTlaT7 el
PARI: I fagi T pari T2, T4, T6 virulenti autonomi

contengono idrossimetilcitosina ,non hanno bisogno del
integrita genomica e bloccano il metabolismo della cellula

PARI/DISPARTI : Il fago T5 simile ai T pari ma con
citosina

DISPARI : Fagi T3 e T7( simili) e T1: virulenti dipendenti
contengono citosina, non bloccano il metabolismo e
richiedono in parte il funzionamento delle funzioni cellulari
e integrita cromosomica



HEAD

TAIL

PHAGE T4
CHROMOS OME:
DOUBLE STRAND
LINEAR DNA
CAPSOMER ~2 x 105 NUCLEOTIDE PAIRS
~——7 ~1 x 108 MOLECULAR WEIGHT
—_— COLLAR -
CORE 200 GENES
SHEATH BASE PLATE

TAIL FIBER (6) ”m_,\/

I EXTERIOR
SPIKES INJECTION -
NOBEL PENETRATION
HERSHEY
RECEPTOR
PROTEIN

WALL - OUTER MEMBRANE --- 71Ty —_—.
CYTOPLASMIC MEMBRANE "™

CYTOPLASM



Mappa genetica del genoma di T4 : funzione
collegate sono raggruppate
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Modalita di impacchettamento del DNA

Estremita fisse




Assemblaggio delle particelle fagiche

L 'impacchettamento avviene secondo il meccanismo detto "a festa piena”
a partire dai concatenameri sintetizzafi.

Quando il volume della festa & totalmente riempito il concatenamero
viene tagliato.

In questo modo entra il 102% del genoma virale.

Questo processo € responsabile della ridondanza terminale e della
permutazione circolare del genoma di T4




La permutazione circolare del genoma di T4

PN : [ — UVZAB CDE------ VZABCD EF--oemmev DEF GHIL
ABCD............. VZAB
CDEF.............. ABCD
EFGHI.............. DEF

Ogpni virione contiene un genoma completo piu una
porzione ripetuta che sara diversa da virione a
virione. La porzione ripetuta servira come regione di
omologia per la circolarizzazione del fago nel nuovo
ospite



Ridondanza terminale ¢ permutazione circolare del genoma di T4
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Meccanismo di riempimento del capside fagico
tramite TESTA PIENA




Il DNA del fago T4 e modificato e contiene una base
insolita

5- idrossi metil citosina che sostituisce la citosina
Inoltre i gruppi ossidrilici di questa base vengono

successivament glicosilati rendendo cosi il genoma di T4
insensibile agli enzimi di restrizione

NH,
HOH,C
R
Sito
di glicosilazione N O

Desossirbosio



Sito di H,

glucosilazione — HOH E}\/K
2

H

La sintesi del DNA di T4 richiede una notevole preparazione perché contiene
idrossimetilcitosina al posto della citosina, che successivamente viene anche glucosilata.
Gluesti resudui glucosilati proteggono il DNA di T4 dallattacco di alcune endonucleasi di
£. colr, dette anche enzimi di restrizione, che altrimenti distruggerebbero il DNA virale
effettuando tagli in siti specifici.

Questo meccanismo di difesa batterica é detto restrizione.

Il DNA batterico é protetto dall'azione di questi enzimi grazie alla presenza di
enzimi di modificazione che effettuano modificazioni nei siti specifici riconosciuti dagh

enzimi di restrizione



Il ciclo del fago T4: un ciclo molto veloce

Un minuto dopo la penetrazione dell'acido nucleico la sintesi
dell'RNA e DNA dell'ospite cessano
« inizia la trascrizione dei geni fagici e dopo 4 minuti si ha
traduzione delle prime proteine fagiche.
I geni di T4 possono essere suddivisi in 3 gruppi :
* geni precoci
- geni intermedi
- geni tardivi
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Regolazione dell’'espressione dei geni fagici

I geni con funzioni correlate sono generalmente raggruppati per essere
espressi contemporaneamente in un preciso istante del ciclo di replicazione

I geni introdotti nella cellula ospite vengono espressi secondo una ordinata sequenza
temporale che consente una efficiente coordinazione degli eventi che portano alla
produzione della progenie virale

Geni precoct immediati: trascritti subito dopo lingresso, codificane per prodotti che
partecipano alla replicazione del DNA virale e che bloccano le attivitd del batterio. La
loro trascrizione si arresta nel giro di pechi minuti.

&eni intermedi o precoci ritardati: partecipano alla replicazione e alla ricombinazione
del DINA. Possono essere trascritti per lintero ciclo replicativo

&eni tardivi: codificane per proteine capsidiche, fattoeri che partecipano
all'assemblaggio e proteine litiche

Il passaggio da una fase all'altra & geneticamente controllato attraverso la sintesi di
nuova RNA polimerasi (T7) o fattori che alterano la specificitd della RNA polimerasi
batterica



T4 non codifica per una propria RNA polimerasi ma modifica
sequenzialmente la polimerasi dell'ospite.

Geni precoci: I promotori precoci sono trascritti dalla RNA
polimerasi dell'ospite. Tra i geni precoci:

» proteine in grado di modificare la RNA polimerasi (ADP
ribosilazione della subunita o della RNA pol.)

‘fattore anti-sigma70 che blocca il fattore sigma70 necessario per
la trascrizione dei geni dell'ospite

-proteine che si legano alla RNA pol. cambiandone la specificita ,la
proteina regolatrice MotA.

‘Geni intermedi. Trascritti dalla RNA pol. modificata a cui ¢ legata
la proteina MotA che conferisce la capacita di riconoscere i
promotori dei geni infermedi

*Geni tardivi sono trascritti grazie alla sintesi di un nuovo fattore
sigma T4 specifico



Regolazione della trascrizione in T4

Il controlle della trascrizione in T4 coinvolge la sintesi di proteine che modificano la
specificitd della RNA pelimerasi dell'ospite in modo da farle riconoscere i diversi

promotori fagici. I promotori precoci immediati seno letti direttamente dall RNA
polimerasi attraverso il fattore sigma dell'ospite

geni precoci immediati Una delle proteine precoci immediate ha la funzione
di bloccare il fattore sigma e quando raggiunge una

> certa concentrazione, i geni precoci immediati sono
@' | bloccati
\_/ geni precoci ritardati
blocca il fattore sigma he . :
4

i

fattori che

modificano R h
I'RNA polimerasi




La modificazione della RNA polimerasi

2 geni precoci mod e alt codificano per proteine che
ADP ribosilano la RNA polimerasi dell'ospite.

La proteina Alt é presente nel capside ed ¢ iniettata
assieme al DNA contribuendo immediatamente allo
spostamento della specificita della RNA polimerasi
verso i geni fagici

Altre proteine codificate dai geni precoci inibiscono il
fattore sigma 70 dell'ospite ( AsiA)

La degradazione del DNA spegne definitivamente la
trascrizione dei geni dell'ospite
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Nelle fasi precoci T4 sintetizza:

- enzimi per la sintesi e glicosilazione della 5 idrossimetil citosina
» enzima deputato alla degradazione del precursore della citosina
- enzima coinvolto nella replicazione del DNA fagico

* enzimi coinvolti nel processamento del DNA

Geni tardivi comprendono geni che codificano:
proteine strutturali della testa e della coda
il lisozima di T4

In un ciclo di 23 minuti vengono rilasciate
100 nuove particelle virali.



La replicazione di T4
2 diverse modalita

| Replisome

—\ Primase prese:/t,
S

R ep ' icatio n & origin initiation single-strand invasion

Presenza di siti ori che sono attivati dalla trascrizione da parte
della RNA polimerasi batterica.

T4 possiede le proteine necessarie per la replicazione anche se
partecipano la RNA polimerasi per |'apertura delle ori e la DNA
pol I dell'ospite che sintetizza i frammenti di Okazaki .

Questa prima modalita viene disattivata quando sono attivati i
prodotti dei geni tardivi e si assiste ad un processo di replicazione
strettamente connesso alla ricombinazione formando una fitta di
rete di molecole intrecciate tra loro / ricombinazione



Conseguenze sull'ospite dell'infezione da parte di T4

In meno di 1 minuto vengono spente le sintesi delle
macromolecole dell'ospite ed iniziano quelle del fago in quanto
1) Si ha modificazione della RNA polimerasi che non riconosce
pit i promotori del cromosoma

2) Srotolamento del nucleoide batterico che aderisce alla
membrana e viene degrdato

3) Inibizione della sintesi proteica dell'ospite



Il tasso di replicazione del DNA di T4 ¢ 10 volte quella del
DNA batterico grazie ad un numero molto elevato di forche
replicative circa 60 che procedono contemporaneamente.

Le molecole neoformate ricombinano tra di loro

Il fago T4 codifica per la sintesi di un apparato di
replicazione completo costituito da 7 proteine essenziali:
DNA polimerasi, DNA elicasi, primasi, SSB fagiche sliding
clamp e sliding camp loader costituiscono il replisoma.

RNAsi H che rimuove i primer
Ligasi che lega i frammenti di Okazaki



La replicazione di T4

L’endonucleasi
~— taglia

Il Dna di T4 viene replicato
dapprima come singole unita con
estremita ridondanti poi le diverse
unita vengono unite testa-coda a

D>OMMOO >

A

formare dei lunghi concatenameri. |Gopedomome] ¢ o
replicato E
Un ‘endonucleasi taglia un frammento \ o
. N . . A
di DNA piu lungo di un singolo B

genoma in modo che rimangano
regioni terminali ripetute.

WO MMmMOoOO >

Il DNA del fago T4 viene
impacchettato con il meccanismo
della testa piena che prevede
I'inserimento nel capside della
massima quantita di DNA possibile. e Theoee

dall’enzima
di scissione

Ricombinazione

WPOMMUOEIPOTMMUODEPOTMMUOBEOTMMUOTIO
Y1 1P ¥YNQ |p cjuswa|dwod oJaiul un
OTMUOI>OTMMUOPOTMUOI>POTMUOD
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Transcription

CHLIRALLS LA L LSS AL SIS SIS SIS PSS SIS IISSISSIESS, 5 B

e ———— Early RNA (rt)
Early RNA (term)

Core

Late RNA

Core

Late Proteins —»

[
single-strand invasion, endonucleases cut

Core . .
RNA Polymerase RNA Polymerase
o-ribosyl a-ribosyl a-ribosyl
23 m
.
T4 GTTTAC (17) gtggTAttaT W0 t(13)TAtaAT  8P45 ﬁ—-— tATAAATA
Promoters: Early Middle Late Endonuclease VII
Replisome | Terminase
—~ Primase present l
A S Primase absent
\
Rep"cation & origin initiation single-strand invasion
Recombination

/|

cut & paste
or cut & replicate

wt & package =
\..M

Single-Strand-Annealing
Pathway |

—

_—

(open arrow); if cut at filled arrow:

Join-Copy Join-Cut-Copy
Pathway Il Pathway Il
R —s—
AN
N
N\
cut & paste L replicate
or replicate S N cut & package
or cut & package X |
T R
Packaging

La replicazione di T4 € molto complessa e coinvolge anche un intenso

processo di ricombinazione



Batteriofago T7

T7 (e T3) sono batteriofagi a DNA ds piccoli con testa icosaedrica
e coda molto piccola

Genoma ¢ una molecola lineare di 40 kb ( 92% codifica proteine)

» In T7 vi e sovrapposizione genica con traduzione con differenti
schemi di lettura e reinizio interno alla traduzione

L'ordine dei geni influenza la regolazione e la moltiplicazione virale
» II genoma lineare anche nella testa del fago viene iniettato
lentamente

Tra i geni precoci immediati

* Proteina che inibisce il sistema di restrizione dell'ospite
* RNA polimerasi virus specifica

* Proteine che inibiscono la RNA polimerasi dell'ospite



Batteriofago T7

. Il ciclo replicativo dura 25 minuti

. I genoma € una molecola di DNA
lineare a doppio filamento di 39 737 bp

. Il fago T7 codifica tutte le proteine
Nnecessarie per la replicazione
e la trascrizione del DNA

. Tempo necessario per produrre
100 copie di genoma del fago T7
partendo da un’unica copia: 5 minuti

. Dimensione di scoppio
(in Escherichia coli come ospite):
100 virioni/cellula



Eventi trascritti
dalla RNA
polimerasi
dell’ospite

Eventi trascritti

dalla RNA
polimerasi
di T7

Nome del gene

Funzione

Estremita sinistra

Promotori

precoci 0,3

0,7
1

Promotore

NEN

B OON = 2
o

Promotore i
7
8

9

10
Promotore —
1

12

Promotore —
13

14
15

16

Promotore —
17

18

19

Inibisce il sistema di restrizione dell’ospite

Protein-chinasi

Prima di RNA polimerasi T7

Sconosciuto N ) _
<= Origine della replicazione del DNA

DNA ligasi
Non essenziale

Inattiva la RNA polimerasi
Endonucleasi
Lisozima

Elicasi, primasi

DNA polimerasi

Esonucleasi —

Proteina del virione
Proteina del capside

Proteina di assemblaggio del capside
Principale proteina del capside

Proteina della coda
Proteina della coda

Proteina del virione
Proteina del capside

Proteina del capside

Proteina del capside

Proteina della coda

Maturazione del DNA

Maturazione del DNA

Proteine per
la replicazione
del DNA

e la lisi
dell’ospite

Componenti
strutturali

del fago

e proteine

di maturazione



Eventi importanti nella strategia di T7

Gene designation Function
Genetic map of phage T7 ~ ~ teten
mﬂym?ﬂ.s B Qvercomes host restriction
0.7 MM Protein kinase Early transcription
RNA polymerase w [ RNApolymerase
1.1 Unknown ard e
Promater — — Origin of DNA replication

1.3 DNA ligase

s . 1.7 =8 Monessential
Inactivation host RNA pDI » 2 I Inactivate host RNA polymerase| Proteins
3 wm= Endonuclease for DNA
e — e g replication
4 . Helicase, primase and host
lysis

5 . DMA polymerase

i i B Exonuclease -
Digestion host DNA pmmm,_?... =

Protein in phage particle
8 I Head protein

9 || Head assembly protein
Promoter %J ' Major o proteln

— |[nactivation host restriction Tail protein
12 Tail protein
Promoter —
ST Protein in phage particle Phage
14 B Head protein structural
15 Head tei components
. gad protein b
maturation
16 Head protein proteins
Promoter —
17 Tail protein

18 ||| DNAmaturation

19 . DMA maturation



Degradation of the
phage genome by
5. festriction enzymes

RE
I MTase:
W W
Bacterial chromosome methylated: OCR interacts with restriction enzyme
protection from restriction enzyme (RE) and protects phage T7 genome

Fago T7 esprime tra i geni precoci immediati delle proteine che
inibiscono il sistema di restrizione e modificazione dell'ospite.



Sia i promotori dei geni intermedi e dei geni tardivi di T7 sono
trascritti dalla T7 RNA polimerasi.

I geni tardivi hanno una sequenza consensus per la T7 RNA
polimerasi piu fedele rispetto ai geni infermedi determinando cosi
soltanto la loro trascrizione nelle fasi tardive del ciclo

Promaotor per la RMA polimerasi & E. cols Prosmobors per Ta RMA polmerasi & T7
L > - 2
ool | BN B BR s BT R = B I l i
Jay | -~ = B e g B — DL, i T
L | 2 3 «L 3 & | 9 'IOI'I'I "2 T4 15 14 T ia e

Terminatore (RMNA polimercsi o E. cold Termenatore [RMNA polimerasi d’-"‘l"?']-

Closse I rf e ———— el — - =
(enzima e e—
di E. coll +—+ t -t
r t t t t
=t + t 1
t 1 1
Classe (I i L |
{enzimo - - + + ' 3
i T $ 1 t
E E = RPLA S TT
4 1
e ¥
Closse 1 ——
(e e ——
gl
L]
- —_—_
lernzwrmo <& T - ] —* * t - = |
>




Origine

di replicazione

5!

/?

Estremita sinistra

\s

«Q
a

]

3.'

_

3!

¥

4]

3!‘

m.‘I

5!

51‘

Ripetizioni
terminali

Forma a “occhio”

m“w

Forma a “Y”

5.’

Eliche complete

Il DNA di T7 ¢ lineare
:I’origine € 1n posizione
asimmetrica

Presenza di una
ripetizione terminale
diretta di 160 bp
all’estremita della
molecola.



Attivita della DNA palimerasi e DNA ligasi

G ABCUDEFG
=
=

G.f AI B.’ C.I" D.’ Er FJ" Gr
Appaiamento delle ripetizioni terminali non replicate

G A B CDE F G

GA B CDFEFF &
Unione di nuove e vecchie molecole attraverso

I'azione di una DNA polimerasi e DNA ligasi B
| per la formazione di un concatenamero g
=
ol
. . . ARl A
Replicazione di T7 o || ow
L T -T \ T . |o D D’ 5’ /
e estremita terminali possono o | of. “ L
. . . F F A QR A ,
appaiarsi formando concatemeri —’*“ S ragio BB 2Ny
A en2|mat|coD D’ C
: : IE 4
O o _aaw “ e
E pohmerasv/ 5 ’
Tagli nel DNA a DNA polimerasi Molecola di T7
singolo filamento completa matura con
i tagli a singola le estremita

elica terminali ripetute



0 Adsorbimento del fago e iniezione del DNA | Adsorbimento del fago
0-1  |Inizio sintesi di mRNA precoci immediati Inizio iniezione del DNA fagico
t Blocco della sintesi di DNA, RNA e proteine
dell’ospite
2 Inizio sintesi di mRNA precoci ritardati Inizio sintesi di mRNA
3 Inizio degradazione del DNA batterico
= Blocco della sintesi di DNA, RNA e proteine
5 dell’ospite
5 Inizio sintesi del DNA fagico
89 Inizio sintesi del DNA fagico
9  |Inizio sinte:: < mRNA tardivi
210 Inizio sintesi di proteine strutturali del fago e
completamento ‘nieziorc del DNA fagico
12 | Prime teste e code fagiche
15 | Prime particelle fagiche complete Prime particelle fagiche complete
22 |Lisi butterica e rilascio della progenie fagica
25

Lisi batterica e rilascio della progenie fagica




The families of some major bacterial viruses

DNA ds = linear Size (nm) Example and organism attack

Siphoviridae Head 90 A (E. coli)
Tail 200 = 15

Myoviridae Head 80110 T4 (E. coli)
Tail 110 25 :

ds - circular

Corticoviridae 60 PM2 (Pseudomonas)

v tlt-":!

wdn “h—‘n- :‘f-. e -a .-..L:'EJJM
ss = circular
Microviridae 30 ¢ = 174 (E. coli) O
Inoviridae 9 oo 890 M13 (E. coli) E;.-ﬁ
RNA ds - linear
Cystoviridae 85 $6 (Pscudomonas
phaseolicola)
ss = linear

Leviviridae 30 MS2 (E. coli) .



Il fago M13:

un fago filamentoso con genoma a DNA a singola elica
Contiene circa 10 geni

Si adsorbe ai pili coniugativi ( infetta esclusivamente le cellule con
Plasmidi di tipo F

DM ardonuchens
par l;l;l‘l‘I'L.E rﬁ:ullcatwa Haplicsﬂ:il:.rﬁna dal DA
a doppio filamente a singolo filamento
Faga M13 circolare

Froteina di legams
al s3DNA

Fenoma a ssDiNA
circolare superavvolio

. Proteine
Z dal capside

Proteina pf, emerge
dalla callula aspita
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d Gap

G3p binds
to F pilus.
F pilus
Quter membrane
F pilus
contracts.
Inner membrane

GSp binds

to TDIA



Formazione del rivestimento del fago filamentoso M13:

il fago fuoriesce dalla cellula e recupera per il rivestimento proteine
fago -specifiche inserite nella membrana

Il fago M13 é virulento ma non provoca lisi della cellula ospite

/ Membrana
citoplasmatica

Proteine capsidiche inserite
nella membrana citoplasmatica

|Parete
cellulare

Proteine capsidiche S Y\ Proteina C

oS O oo SO oo o
T

éﬂﬁﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂiﬂﬁdﬂﬂdﬂﬂﬁﬂﬁ \\&\\\\\\\\\\\\\\\\\\k&
?Q%Q%QNW\\N\Q@W%QN&V%QQ iiil'iiiiiiiy\iifiiiiifi

\ Sostituzione di una

Ny \‘:. proteina fagica
N

i

Proteina A

VN ——DNA fagico circolare
a singolo filamento

Ambiente ) Citoplasma

DD oo oo o




Prodatti genici
=g plll
=0

= pVil+plX
= pVll

Fago maturo

Membrana esterna

P .
==
Membrana interna
Infezione
Citoplasma

Filamento
positivo
infettante

Alta

concentrazione
\ di pV

Filamento
positivo della
progenie

Cerchio
rotante




— e B =a B B

Infection process of
bacterium by phage

e i e b i e S i

Quter membrane

Inner membrane

Bacterial

ss-DMA

pVi:minor capsid (coat) protein
pV:55DMNA binding protein
pVill:major capsid (coat) protein

Bacterial TolR protein

plikminor capsid (coat) protein Bacterial TolA protein I Bacterial F pilus
pVIl:minor capsid (coat) protain
pl¥:minor capsid (coat) protein | Bacterial TolQ protein . Complex of pl, pIV and pXIl assembly proteing



[ii Dopo aver perso le protaina
del rivestimento, il singolo
filamenta (+) di DNA viens
comertito nella sua forma
replicativa a doppio flamento

replicativo della cellula ospite
guidato dalla proteina pilota
y (prodatta dal gene lil),

IUna proteina replicasi
{prodotta dal gena II)
promucve la replicazione
della forrma dsRF,

(dsRF), utilizzando il Meccanismo | filamenti a palaritd

negativa (-) ganerano
ricavi simgali filamenti
positiv (+) di DNAL

| nuowi singoli filamenti (+) di DMA
sono ricopert dalle proteine
leganti il DMA (prodotte dal gena
W) che proteggono il DNA stessa
& o preparano per |'assemlaggio
all'interno dal fage presso

la membrana celulare. ..

Parste cellulars

Mermbrana
cellulars

Pilo F

Froteine pilntax I

M 13 infetta una callulal
batterica entrando
nella zona del pilo
aeasuale (F).

Proteine

it '_’/ del capside

... dove, gragie alla proteina
pilota che guida i| DNA
attravearso la membrana
cellulare, g proteine

del capside sostituiscona
le proteing leganti il DNA.




Il fago CTX d1 Vibrio cholerae

Ma chi ¢ il fago CTX?

- ¢ un fago filamentoso simile al fago M13 o F1 di
Escherichia coli

- ¢ un fago a DNA a singolo filamento di 7.000 basi capace
di integrarsi nel cromosoma

» e un fago che codifica la tossina colerica (CtxAB) e altre
tossine.

phage \ » psD
T proteins
)

<))




Vibrio cholerae, 'agente eziologico del colera € un batterio Gram negativo.

| ceppivirulenti appartengono al sierogruppo O1 e O139.

| fattori di virulenza principali sono la tossina colerica CTX e il pilo coregulato
con la tossina ( TCP) che tiene assieme le cellule batteriche in modo che
possano resistere ai processi di dilavamento nellintestino

Ceppi lisogeni per il fago filamentoso CTX® diventano tossigenici

perché i geni per le subunita A e b della tossina sono localizzati sul
fago.

> rstR rstd rstB rstC (40 i




La tossina colerica e sintetizzata da un fago di tipo M13 integrato
nel genoma di V.cholerae.

La tossina colerica ( p.m.82 200) e una tossina di tipo A-B
costituita da 1 subunita A di p.m.27000 e 5 subunita B
p.m.11.600.

La subunita B contiene il sito di legame attraverso il quale la
tossina colerica si combina con il ganglioside GM1 , un glicolipide
complesso, presente sulla membrana citoplasmatica delle cellule
epiteliali .

La subunita A é capace di attivare |'enzima
ADENILATOCICLASI inducendo la conversione dellATP in AMPc.
L'aumento dei livelli di cAMP provoca una secrezione attiva di ioni
C|'+nel lumen intestinale mentre si perde | normale afflusso di ioni
Na™.

Questa alterazione ionica porta all'immissione di grandi quantita
di H,0 nel lumen, con conseguente massiva perdita di liquidi e
morte per disidratazione



A Normal
GDP

@)

Inactive

G+GOP) + M

Active
P

cAMP

= Adenylate cyclase

-

C
cia A —» )
S.G
A1
Apical
surface of

small-intestinal cell

GTP

B + Cholera toxin
Al + NAD
+
+

cAMP
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cAMP

( cAMP

G
ARF 8
—>

A‘
activated

|
-

Basolateral
surface

La tossina colerica provoca
I'ADP ribosilazione della
proteina G

Cholera Toxin

Cholera toxin

_3 Vibrio cholerae
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}l PATRICK DEVILLE '

Peste: causata da Yersinia pestis, batterio
PESTE « COLERA identificato nel 1894 a Hong Kong dal
Romanzo medico svizzero Alexandre Yersin, allievo di

Pasteur ed indomito esploratore degli
altopiani indocinesi

Colera: causato da Vibrio cholerae, batterio
identificato e descritto da Filippo Pacini nel
1854 durante epidemia a Firenze e
successivamente riscoperto da Robert Koch
nel 1884 in Egitto
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[
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Da leggere Lezioni/filmati scientifici
www.ibioseminars.org.
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Romanzo : la

scoperta delle

malattie

infettive o

Jacgues MonoD
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F PATRICK DEVILLE '

PESTE « COLERA  Romanzo : la vita

di A. Yersin, I
allievo di L. |
Pasteur e la (
scoperta di i
Y.pestis i
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David Quammen

Spillover :David Quammen
L'evoluzione delle pandemie
Tante storie sul passaggio di

virus e batteri e parassiti
dagli animali all'uomo

SPILLOVER
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David Qucmmen

’ALBERO
INTRICATO

L'albero della vita e la
scoperta del trasferimento
genico orizzontale

Geni che si muovono tra
specie diverse.....

Tra Batteri -Archea ed
Eucarioti



Filmato sull’assemblaggio del fago T4

https://www.youtube.com/watch?reload=9&v=01d I1gEymto
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