Reverse Transkription, Rekombination,
Transposition

Hans-Georg Krausslich, Abteilung Virologie
http://virology.hyg.uni-heidelberg.de
27.06.06

Retro- und Pararetroviren
Reverse Transkription
Integration
Rekombination

Retroelemente

Rekombination bei RNA-Viren

Virale Replikationsstrategien (,Baltimore-Schema®)
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Retro- und Pararetroviren

Retroviren:

In einer Vielzahl von Wirtsorganismen, z.B.:
Rous Sarkom Virus (Huhn)
Méause Leukamie Virus (Maus)
Mouse Mammary Tumor Virus (Maus)
menschliche Retroviren (HIV und HTLV)
Gypsy (Drosophila)
endogene Retroviren (IAP, PERVs, HERVS)

Pararetroviren:
Hepadnaviren (HBV, DHBV)
Caulimoviren

Retroviraler Replikationszyklus (HIV)
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Klassifikation der Retroviren

Einfach (MLV, RSV)
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Komplex (HIV)
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Genus

Avian sarcoma and leukosis
Sauger B-, D-Typ Viren
MLV-Verwandte

HTLV/BLV

Walleye dermal sarcoma virus
Lentiviren

Spumaviren
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Beispiel Genom
RSV einfach
MMTV/MPMV  einfach
MLV einfach
HTLV komplex
WDSV einfach
HIV komplex
Foamyvirus komplex




HIV Reverse Transkriptase

RT ist Teil des POL-Polyproteins

HIV-1 RT Heterodimer: Polymerase RNaseH

Aktives Zentrum
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Polymerasen sind strukturell miteinander
verwandt

Klenow T7 RNAP HIV-1 RT 3Dpo!
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Die aktiven Zentren der Polymerase und RNaseH im
RT-Heterodimer sind raumlich voneinander entfernt:
Versetzte Aktivitat an der RNA-Matrize

tives Zentrum
aseH

Aktives Zentrum

Polymerase

Bild: S. Hughes, NCI

Reverse Transkription ist Primer-abhangig
Retrovirale RT niltzen zellulare tRNA als Primer

»Retroviren verpacken tRNA-Molekile (ca. 100 Kopien; non-random)
»Die 3' terminalen 18 Basen einer bestimmten tRNA binden an das virale Genom

RNA
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» Zur Bindung wird die tRNA-Struktur - (-
partiell entwunden (Beteiligung
von NC?)
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» Sauger-Retroviren: bevorzugt
tRNAP©, tRNALYS3 tRNALYsL.2
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Vergleich der hepadnaviralen und
retroviralen Polymerase
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Ein Tyrosinrest in der TP-Doméne des P-Proteins dient
als Primer der reversen Transkription von Hepadnaviren
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Bindung des P-Proteins an das Verpackungssignal ist wichtig fir Genomverpackung
und fir reverse Transkription

Das Terminale Protein bleibt kovalent am 5-Ende des —Strangs gebunden




Template-Wechsel bei der Reversen
Transkription

Minus-Strang
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Mechanismus der Reversen Transkription
Plus-Strang-Synthese

PBS PPT U3 R US _/32
PBS PPT U3 A US
IRNaseH
P PPT U3 R US
"!é's .—.—,—* %\9
P B, 8,
Secondsuang U3 R USFES NG
transfer b qu@r%
PE:
5
@ W
&
) 1 P
5

1 DNA synthesis

Us R US PPT U3 R US
¥

1!3 R US PBS PPT U3 R U5
g et |

LTR LTR

© Coffin et al. Retroviruses




Hepadnavirus Reverse Transkription (1)

Protein priming

Terminale Redundanz
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RT), diskontinuierliche Synthese _ o
ahnlich Retroviren, Strangtransfer I
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Abbau des templates
durch RNaseH
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Hepadnavirus Reverse Transkription (1)

Terminales RnaseH-Produkt als primer @
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Linearer Doppelstrang
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Hepadnavirus Reverse Transkription (1)

Nach dem Strangtransfer des
Plus-Strang-Primers wird bis
zum 5" Ende der Matrize
elongiert.

inkomplett bleibt und erst 2
nach Infektion der Zielzelle “l/@‘*‘*""""""':""'
komplettiert und kovalent |

geschlossen wird & ))
(CCCD NA) Circularization

Adapted from Fig. 1 of . W. Habig and D. [ Loeb, J. Virol. 76:

Dann erfolgt Strangtransfer ‘l o 9
vermittelt durch terminale fggl :
Redundanzen (R) CR——
Das Produkt ist eine \ . )
zirkuldre DNA, die zunachst ;:_:-l )
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Vergleich Reverse Transkription Retroviren - Hepadnaviren

Gemeinsamkeiten:

> Polymerase hat RT und RNaseH Aktivitat

» Initiation der DNA-Synthese nahe dem 5'Ende des templates

» Transfer des naszierenden Strangs zu einer komplementéaren Sequenz am
anderen Ende des Templates

» Rest des RNA templates dient als primer fir die (-)Strang DNA Synthese

» Reverse Transkription findet innerhalb subviraler core-Partikel statt

Retrovirus Hepadnavirus
Genom im Partikel: Uberwiegend RNA Unvollstandige dsDNA
Reverse Transkription: Uberwiegend . vor der Partikelfreisetzung
nach Entry ~i
(-)Strang primer: tRNA <7  P-Protein
Endprodukt: lineare dsSDNA~ zirkulare dsDNA
Provirus integriert episomal im Zellkern

im Wirtsgenom




Retroviraler Replikationszyklus (HIV)
Integration
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Merkmale des integrierten Provirus

Unintegrated Viral DNA

Spezifische Sequenz . 1

CCARGG! ART AMAATCTCTAGCAGT
L GATTA TTTTAGAGATCGTCA
— —

Target Site in Host DNA

..CTTACTGATGACCCATTTATTGCT GICTTTATTTCTACAAGARACTTTGGTT.
.GARTGACTACTGGGTAAATAACGR %C AAATAAAGATGTTCTTTGAAACCAA. 2 bp an den Enden

der viralen cDNA
fehlen
Integrated Provirus M

~CATTTATTGCTTT s TCOAACGGOCTAAT ARAATCTCT. CTTTATTTCTAC..
GTAARTAACGAAR FACCT TA TTT AGAAATARAGATG...

N/

Duplikation der flankierenden Wirtssequenzen
(4-6 bp, charakteristisch fur Retrovirus)
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Mechanismus der retroviralen Integration

1. Prozessierung

2. Strang-Transfer

—_ 3 ——————1 e
e * (e Zelluldre

Reparatur Faktoren
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Retrovirale Integration

» Retrovirale Genome integrieren in zellulare Chromosomen

> Vermittelt durch IN und Enden der linearen viralen cDNA

» Sequenz-unspezifisch, aber beeinflu3t durch nukleosomale Struktur

» Retrovirale Integration—Insertionsmutagenese mit mdglichen
pathogenen Folgen
Retrovirale Vektoren (franz. Gentherapie-Studie)!
Molekularbiologisches Werkzeug
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Nukleosomenstruktur beeinflufdt
Integrationspraferenz

MLV-Integration in Minichromosom B H|V-Integration in vitro
MLV-Integration in nackte DNA (GroRRe = Haufigkeit)
(Pryciak et al., 1992) (Pruss et al., 1994)

Bevorzugung bestimmter Integrationsorte
(Bushman, Cell 2003)

LTR retrotransposons (Hefe) Tyl 750 bp stromaufwaérts von Pol-111 Genen
TY3 Transkriptionsstart von Pol-111 Genen
TY5 Heterochromatin an Telomeren
Tfl Stromaufwarts von Pol-I1 genen
Viren HIV-1 Aktive Gene
MLV Promotoren von aktiven Genen
AMV Aktive Gene
Non-LTR Retrotransposon LINE Unspezifisch; Rearrangiert
Integrationsort
DNA Transposon Sleeping Vermeidet Alu-repeats
beauty
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Genetische Konsequenzen retroviraler Integration

Mammary tumor

QY 5 W Hailess

Expression von

| Amylase in
Speicheldriisen von

. Menschenaffen und

§ Menschen
Starkereiche Nahrung
kann verdaut werden

Coffin et al., ,Retroviruses‘, 1997

Parasitare DNA-Elemente

Ein grol3er Teil des eukaryontischen Genoms
besteht aus Sequenzen, die sich von integrierten
,Parasiten‘ ableiten

Bei Vertebraten sind das tber 40% des Genoms

Der grof3te Teil entstand aus revers transkribierten
Sequenzen

13



Retroelemente im Eukaryontengenom

Retroelemente machen ca. 5-10% des Saugergenoms aus,
weitere ca. 30% stammen von revers transkribierten Sequenzen ab

Merkmale Beispiel Kopien/Genom
Endogenous retrovirus
OR:gop: ipd__ew. UK RT,LTR, (Pol Il HERVs (Mensch) 1-100
— — Promotor), env IAP (Maus)
Retrotransposons
e i RT, LTR Ty3 (Hefe) 102-10
(Pol Il Promotor)
—» —
LINEs RT, internal Pro  LINE1 (Mensch) 104-105
OO -motor, polyA
- —-
SINEs Pol Il Promotor), Alu (Mensch) 105108
A A A polyA
- —=
Processed pseudogenes Kein Promotor, ~ B-Tubulin (Mensch)  1-100
polyA
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Lebenszyklus von Retrovirus und LTR-Retrotransposon

SIS 3

© Coffin et al. Retroviruses
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Retrotransposition des L1 Elements

L
L1 o RN 70,

Transcription by
FNA palymerase

L1 ANA = e

& L1 proteims
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complex ST

Target -.\\‘
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Endonuclease
* cleavage

DINA cleavage
* and repair

WANRNRVRVAVAL

New L1 slomant

RNA binding and organizing {DRF1p)

Endonuciease and o
reverse transcriptase | -1
e Bushman, Nature 2004

Mobile Elemente im menschlichen Genom

IRIDR IR/DR
1. Transposon (Mariner) -
2. Autonome Retrotransposons
LTR-tragende (HERV-K) o GE» oS e -

RONETRIPONE (0 e ——
0 @ | a» o

3. Nicht- Autonome Retrotransposons

L-Alu R-Alu
Alu AAAAF '—

. =3
Prozessierte Pseudogene _t-ﬁ[ \AAAAH_

Retrovirales
Provirus M-MuLV

\ 4

Lgag) L polJ T

A 4
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Verwandtschaft viraler und nicht-viraler RT

RNA-directed RNA
h— polymerases.
S ceniseae
| priins Telomerases

Poly A
etrotransposons

Retrointrons

Retroplasmids

Retrons

ﬁiim Gypsy-Ty3
VI subgroup
a2

Calv " N
CovMV Caulimoviruses
~ uag
DIRS
EMT‘H
BE_|
RSV
HTLV R
HIV
MLV |
HFV
By -
HBY epadnaviruses
DHBV
Copia
i Copia-Ty1
o
| BT o] subgroup

Euk. Zellen

Retroelemente

Viren

© Coffin et al. Retroviruses

Telomer-Replikation

parental strand

T TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
T |aACCCC-.

TELOMERASE
BINDS )

[ TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
f cce A C

[TAAC

TELOMERASE
EXTENDS 3" END
(RNA-templated
DMNA synthesis)

E==aaceeg,

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DMA POLYMERASE
(DNA-templated

DNA synthesis)

CTmACCCC  CCCCAACCC CAACCC%_

DMA
polymerase

3
TTGGGGTTGGGGTTGGEGETTGGGGETTGGEGTTG

g " incomplete, newly synthesized lagging strand

telomerase
- synthesis

telomearase with bound RNA template

AL

-
I | TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

© Alberts et al. Mol Biol of the Cell
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RNA Rekombination

Rekombination wahrend der —Strang
Synthese (copy-choice)

G P E
Heterozygotes § >
Virusgenom RNA
5 e > 3
8 P e
-Strang Synthese an einem G P E
Template
>Wechsel zum 2. Template um—
(bei Strangbruch, Pause g P e
oder zufallig) Plus-strand
l DNA synﬂwesm!mtegmtlon

P ,
% 5y DNA
e
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Rekombination wahrend der +Strang
Synthese (strand assimilation)

Heterozygotes Virusgenom

Synthese von 2 -Strangen

Strand displacement wéhrend
der +Strang Synthese

Verdrangter +Strang bindet an
-Strang vom anderen template

»Doppelstrang mit
Heteroduplex-Regionen

(€] [ E ”
RNA
¥
g P e
G P E

¢
=
£ P e

l Resolution/repair/integration
G| : e .
P P." DNA
= P e

l Segregation of wt

and mutant strands
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RNA-Rekombination (copy-choice)

RMNA recombination

5 ¥
e

5 —
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Defective interfering RNASs

Durch Rekombination kdnnen RNAs mit Deletionen entstehen

Acceptor

Produkt:
Verkirzte RNA

Donor

» Kirzere RNA kann schneller replizieren

» Kompetiert mit dem Genom um RNA-Synthese Maschinerie (Akkumulation)

» Kann in Partikel verpackt werden, wenn fehlende Proteine durch vollstandiges
Helfervirus zur Verfugung gestellt werden

» Defekte interferierende Viren akkumulieren wahrend der Replikation von
(-) und (+)Strang RNA Viren
Voraussetzung: hohe m.o.i. (= in vitro)

» Rolle in der Pathogenese?

Die Pathogenitat des BVDV ist assoziiert mit der Produktion
des NS3-Proteins durch rekombinante cp Viren

Infektion mit non-cp BVDV

Mutation des Virus

> cp BVDV

persistente Infektion Schleimhauterkrankung
mit non-cp BVDV (Mortalitat 100%)
(erworbene Immuntoleranz) -> Nachweis von non-cp und cp Virus
5
Ay 2y | s < b S
Neneytopathic 5[] = I 1 -~ 0 | ! | IR ¥ (+) strand RNA
bovine viral
diarrhea virus l RNA recombination
UcH
Ay oy el ® 4y
Osloss S'EZI_EEHJE (T 1T e ¥
UCH
plas pEd 1
Y 7 v A
CFl .I‘lE!ﬁ | EI'I ] I'IP m | o !

3
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RNA-Rekombination

» Rekombination erhéht die genetische Vielfalt

» homolog oder nicht-homolog
Insertion zellularer Sequenzen mdglich

» erfordert Infektion mit zwei oder mehr Viren
Ausnahme: Retroviren (diploides Genom erhdéht Rekombinationsfrequenz)

» Mechanismus: copy-choice
besonders in Regionen verlangsamter Polymerisation
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