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DNA, RNA, proteina
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Le basi degli acidi nucleici
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Appaiamento fra le basi
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Il nucleotide
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Il legame fra nucleotidi
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Il legame fra nucleotidi e fra le due eliche del
DNA
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Mutazione puntiforme

La piu piccola variazione genetica possibile
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Mutazione puntiforme

La piu piccola variazione genetica possibile

Silente

— GGG — GGA [Gly > Gly]
Missenso

— GGG —> GAG [Gly — Glu]
Nonsenso

—TGG — TAG [Trp — Stop]



Possibili effetti di una mutazione puntiforme

DNA 5.-.--TAC-.--

Replicazione
normale del DNA

I I J 5 T AC DNA
l l l l Trascnznone

MUTAZIONE

Codone per Codone Codone per Codone per
I’asparagina di stop la tirosina la tirosina
l l l l Traduzione
Proteina Proteina Proteina Proteina :
difettosa incompleta normale normale Proteina
Mutazione Mutazione  Mutazione Tipo
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Altre alterazioni del genoma virale

Inserzione (base/i in piu)
GGATGCTTG — GGACTGCTTG

Duplicazione (inserzione di uno stesso segmento)
GGATIGCTTG — GGAIGIGCTTG

Delezione (base/i in meno)
GGATGCTTG — GGACTTG

Inversione (serie di mutazioni puntiformi in ordine inverso)
GGATGCTTG — GGCGTATTG



Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA
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Alterazioni del frame di lettura (frameshift)

DNA mRNA Schema
Trascrizione di lettura
QRGN __,  GUGCOOUGUU.  +1
o, Inserzione
| Codoni

l Delezione

.CACGACAA.. ..GUG CUG UU... -1




Alterazioni del frame di lettura (frameshift)

* |Inserzione di 1 base: alterazione del frame di lettura
GGATGCTTG > GGACTGCTITG

* Delezione di 3 basi: conservazione del frame di lettura
GGA TACCTT ATA— GGA CTT ATA

* Duplicazione di 4 basi: alterazione del frame di lettura
GGATGCTTG ATA > GGATGCTTG CTT GAT A




Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA

THE FAT

THE FAT

THE FAT

THE FAT

THE CAT
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ATE THE BIG RAT

Delezione di 1 base e
perdita frame

ATE EB IGR AT Inserzione di 1 base
e perdita frame

ATS ETH EBI GRA T

Inserzione di 3 basi e
conservazione frame

TOM ATE THE BIG RAT Delezione di 3 basi e

conservazione frame

THE BIG RAT



Origine delle mutazioni

* Spontanee

— Forme tautomeriche delle basi
— Errori nella sintesi di DNA / RNA

* Indotte
— Agenti fisici (es. radiazione UV, radiazione X)
— Agenti chimici (es. nitrosammine, alchilanti)



Forme tautomeriche delle basi
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Forme tautomeriche delle basi

(A) Adenine Thymine (C) Guanine Cytosine
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Forme tautomeriche delle basi

wild-type
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Forme tautomeriche delle basi
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Tassi di mutazione nei diversi genomi virali

Mutation rate
(mutations/site/replication)

Retrovirus
ssRNA
ssDNA  dsDNA
I i "%—
100 10-2 10-4 10-6 10-8 10-10
ssDNA dsDNA
ssRNA
Retrovirus

Substitution rate
(substitutions/site/year)

ﬂ Holmes ED. 2009.
Annu. Rev. Ecol. Evol. Syst. 40:353-72
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Agenti chimici mutageni intercalanti
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La distorsione del DNA causa inserzioni o delezioni




La radiazione elettromagnetica

Spettro elettromagnetico
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Induzione di mutazioni da parte della radiazione
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Induzione di mutazioni da parte della radiazione
elettromagnetica
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Genetica virale

* Studio del genoma virale e delle sue modalita
di evoluzione

 Utilita in molti settori di studio e applicativi
— Patogenesi
— Sviluppo vaccini
— Farmacoresistenza
— Nuovi virus emergenti



| virus possono evolvere rapidamente

» Tempo di generazione rapido (12-48 ore)

» Molti “individui” per generazione (in genere
104-10° per cellula)

 Tassi di errore variabili nella replicazione

— Limitato nelle DNA-polimerasi DNA-dipendenti

— Elevato nelle RNA-polimerasi RNA-dipendenti e
nelle DNA-polimerasi RNA-dipendenti



| virus possono evolvere rapidamente

» La natura del genoma virale influenza la
genetica del virus

— DNA vs. RNA vs. DNA/RNA (retrovirus)
— RNA positivo vs. RNA negativo
— RNA segmentato vs. RNA non segmentato



Tassi di errore delle polimerasi

—7
DNA One error per
DNA Replication polymerase 107 to 10'! bases added
A
RNA
polymerase One error per
RNA Replication *"I—Q-’ 10° to 10 bases added
reverse
Reverse transcriptase One error per

Transcription Q- 107 to 10° bases added



Virus “wild type” e mutanti

* | virus sono variabili
— Variabilita inter-host
— Variabilita intra-host

* La variante piu frequente in natura e il virus
“selvaggio” (wild type)

— La sequenza nucleotidica piu spesso riscontrata
(sequenza consensus)

* Le varianti che differiscono dal wild type sono
mutanti



Sequenza consensus

Definizione National Center for Biotechnology Information (NCBI)

V1
V2
V3
V4
V5

CN

— A theoretical representative nucleotide or amino acid sequence in
which each nucleotide or amino acid is the one which occurs most
frequently at that site in the different sequences which occur in nature

ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGATGGCAGATACTCATAACGGATAGAGT
ACGGAGCTGTCGCCTGAGCTGATGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT
ACGGAGCTGACGGCTGAGATGATGCCAGATGCTCCTATCGGATAGAGT
TCGTAGCTGCCGCCTGAGCTGATGCTAGATGCTCATATTGGATTGACT
ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGAAGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT

ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGATGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT

]

Ad ogni posizione inserisco la base piu frequente in natura

Ma una sequenza completamente identica al consensus puo essere difficile da trovare!




Linee evolutive all’'interno della specie

* Per la maggioranza delle specie virali si possono
individuare linee evolutive diverse

— Genotipi o sottotipi
* La classificazione deriva dall’analisi filogenetica

* | diversi genotipi/sottotipi possono avere
oroprieta diverse

— Patogenicita (es. HIV-1 piu patogeno di HIV-2)

— Sensibilita ad interferone (es. HCV-1 meno sensibile di
HCV-2)



Linee evolutive all’'interno della specie

Non-human primate
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Variabilita virale e “quasispecie”

Sistema eccellente per la
persistenza nell’'ospite a lungo
tempo (es. HIV, HCV)

QUASISPECIES
“A distribution of mutants that
is generated by a
defined mutation - selection
process” (M. Eigen, 1989)

Quasispecies genomes




Tasso di mutazione

Variabilita virale

Estinzione virale (nutagenesi letale)

Clearance virale {controllo efficace

Troppi
erroril

Tempo

Elevata mutagenesi
Calo di fithess

ed estinzione

della gquasispecie

Tasso
ottimale
di mutazione

Basso tasso di mutazione
Riconoscimento immune
e clearance virale



Variabilita virale e “quasispecie”

A Perfect replication of '.:.--ild typa

8 Highly imperfect replication
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Un virus omogeneo puo essere
perfettamente adatto a replicare
nella condizione standard (wild

type)

Se la condizione cambia (es.
aggiunta di un farmaco), quel
Virus puo soccombere
rapidamente

La condizione di quasispecie
garantisce che all’interno della
popolazione virale ci sia 0 possa
facilmente evolvere una variante
adatta ad ogni nuova condizione



HIV, HBV, HCV turnover and mutation rate

__HV_ | HBV | HCV

Daily prc?ductlon 1010 1012 to 1013 1012
of virus

Plasmalevels 10°3to10° 10°to10° 10%to 10’
Mutation rate 10%to 10> 10 104 to 10~



Phylogenetic analysis of HCV 18-22 yr after
common-source outbreak
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Cambiamenti genetici nei virus

» Mutazioni (variazioni in un genoma)
— Mutazioni puntiformi
— Inserzioni
— delezioni

» Ricombinazione (scambio di informazione fra piu
genomi)
— Rottura e riunione (virus a DNA)
— Scelta di copia (virus a RNA)
— Riassortimento (virus a RNA segmentato)



Cambiamenti genetici nei virus
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Tipologie di mutanti virali

Letale (funzione fondamentale compromessa, mancata
replica)

Leaky (funzione mantenuta a livello subottimale)

Letale condizionale (replica in presenza di alcune
condizioni alterate ma non in quelle normali in cui
replica il wild type)

— Mutanti temperatura-sensibili (ts), si replicano a

temperatura inferiore (32°C) ma non a quella ‘standard’
(37°C)

— Mutanti ‘host-range’ non si replicano in tutti i tipi cellulari
nei quali si replica il ceppo wild type originale



Mutanti virali di interesse medico

* Mutanti (piu) virulenti

— Hanno acquisito maggiore virulenza per 'uomo, possono
produrre malattia di maggiore entita o infettare distretti di
solito non interessati (es. ceppi influenzali neurotropi)

* Mutanti attenuati

— Minore patogenicita ma buona antigenicita (usati per
vaccini, es. rosolia, morbillo)

* Mutanti farmacoresistenti

— Sono meno sensibili ai farmaci antivirali, creano problemi
di trattamento anche se possono essere meno virulenti del
virus originario (es. HSV, HIV, HBV)



Interazioni fra virus

Presupposto: infezione di una stessa cellula da parte di due o piu
vVirus

— Varianti di una stessa specie
— Raramente, due specie diverse

Interazioni di tipo genetico
— RICOMBINAZIONE

— Sono interessati i genomi dei due virus, si genera un nuovo genoma
diverso da quello dei due virus originali

Interazioni di tipo non genetico
— COMPLEMENTAZIONE

— Non sono interessati i genomi ma solo le proteine dei due virus, non si
genera un genoma diverso




Ricombinazione nei virus a DNA

DNA strain 1

DMNA strain 2 ;

l cleavage

1 ligation

recombinant
DNAs




Ricombinazione nei virus a DNA

Ricombinazione ‘classica’ 0 omologa (rottura e riunione)




Ricombinazione nei virus a DNA

Strand Resection. One strand of the duplex is degraded by a
nuclease starting from the double strand break.

Strand Invasion. The single stranded tail searches for a
homologous sequence elsewhere in the genome. If it finds a
sequence it will invade the duplex and form a heteroduplex DNA.

Annealing and Synthesis. Strand synthesis initiates from the 3'
ends. The other single-stranded tail can anneal to the displaced
strand.

Holliday Junction. DNA synthesis and strand displacement leads to
formation of a second crossover structure called a Holliday Junction.

Resolution of Holliday junctions and Crossing over. Cleavage of
the Holliday junctions can occur via nucleases in two ways. Cleavage
of both junctions along different axes will lead to a crossover of the
distal arms. On the other hand, cleavage along the same axes will
leave the distal arms unchanged.



Ricombinazione nei virus a RNA

cross-over site “Scelta di COpia”
La RNA @
polimerasi salta
da un template nascent strand J\
all’altro ) :
» s different
4 RNA
o templates

/
/
/
nascent strand r

cross-over site

* Sembra poco attiva nei virus a RNA negativo

— Evoluzione basata su mutazioni e su riassortimento nel
caso di genoma segmentato (es. virus influenzale)




BMNA Strain 1 o (| A

1 -« Ricombinazione nei

. polymerase )
él virus a RNA
— O * La cellula ospite non offre
un sistema per ricombinare
l RNA (a differenza del DNA)
ANA strain 2 ; m——— * Le RNA-pol RNA-dip sono
poco processive (si fermano
t dopo poche addizioni di
o _ basi)
l * Alla ripresa dell’attivita
possono saltare su un
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l continuare la sintesi

recombinant

(=) RNA

* Siformainal modo un
l nuovo genoma ibrido




Ricombinazione nei Retrovirus

HIV viral recombination
@ - Sequential Infection
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La trascrittasi
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copia) e genera
un NUOVo
genoma ibrido




Ricombinazione nei Retrovirus
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Riassortimento nel virus a RNA segmentato

Virus Virus B . C?rthommowrus
(influenza) 8

segmenti

Reovirus 10-12
segmenti

Bunyavirus 3
segmenti

* Arenavirus 2
riassortanti B segmenti




Riassortimento e ricombinazione nel virus
influenzale




Complementazione

* | mutanti riescono a produrre un corredo completo di prodotti se
hanno difetti in geni diversi

* La nuova particella virale utilizza le proteine codificate dai due virus
diversi mentre nessuno dei due potrebbe replicare da solo

Complementation (two mutations, in different cistrons)

Cistrons Cistrons
A B A B
Mutation l l l l Mutation
Viral gene
products . B, A B )
Defective Functional + Functional Defective

During simultaneous infection, complementation occurs
because both functional A and B products are present

®* e @
. T Cee, Wild-type
E. coli K12(A)lawn — .: > T4 plaques



Complementazione — prima e seconda generazione

Fims & Fimz B
FEnOme & Cenome B
Capzid A Capzid B

@ @ Ceppi parentali wild type diversi

Mixed Infection

Y
Prodotti della complementazione
in prima generazione (capsidi
misti ma genomi originari)
Prodotti della seconda
@ @ @ @ generazione da infezioni singole
(identici ai ceppi parentali)

itz & Yims B Virs & Vinz B




Mescolamento fenotipico per complementazione

* Pericapside con mix di proteine dei due virus

* Puo cambiare il tropismo (fenotipo) ma si tratta di
complementazione (interazione non genetica)

* Alla successiva generazione si produce di nuovo il virus originario

N/



Produzione pseudotipo per complementazione

* Sipuo produrre un virus in grado infettare cellule
normalmente non sensibili rivestendolo per
complementazione delle proteine di membrana di un altro

virus a cui le cellule sono sensibili (pseudotipo)

PHENOTYPIC MIXING
— ((\

[ \/

%" L)
o " PSEUDOTYPE



Gruppi di complementazione nei virus influenzali

Group A Group B Group C:
——
— —— —
=k
— — =
&

[l hutation j

I||.H

| mutanti che non
complementano fra
di loro definiscono
un gruppo di
complementazione

Il numero di gruppi di
complementazione in
una collezione ampia
di mutanti coincide

con il numero di geni



Evoluzione dei virus e superamento della
barriera di specie

* Occasionalmente un virus puo evolvere in una
variante che diviene capace di infettare una
nuova specie

— Se il nuovo ospite e 'uomo di definisce zoonosi

— Due scenari possibili
* Contagio da uomo a uomo non efficiente
— Casi sporadici ma nessuna epidemia

* Contagio da uomo a uomo efficiente

— Possibile focolaio epidemico



Evoluzione dei virus e superamento della
barriera di specie

* Es. contagio da uomo a uomo non efficiente: H5N1 flu

i 2003-2009" 2010 2011 2012 2013 Total
cases deaths | cases deaths | cases deaths | cases deaths | cases deaths | cases deaths
Azerbaijan 8 5 8 5
Bangladesh 1 2 3 1 1 7 1
Cambodia 9 7 1 1 8 8 3 3 10 8 31 27
China 38 25 2 1 1 1 2 1 2 2 45 30
Djibouti 1 1
Egypt 90 27 29 13 39 15 11 5 3 2 172 62
Indonesia 162 134 9 7 12 10 9 9 192 160
Iraq 3 2 3 2
Lao People's
Democratic Republic 2 2 2 2
Myanmar 1 1
Nigeria 1 1 1 1
Pakistan 3 1 3 1
Thailand 25 17 25 17
Turkey 12 4 12 4
Viet Nam 112 57 7 2 4 2 2 1 125 62
Total 468 282 48 24 62 34 32 20 18 14 628 374

Total number of cases includes number of deaths

WHO reports only laboratory confirmed cases

. Tasso di mortalita: 609
All dates refer to onset of illness %




Nuovi virus influenzali emergenti?

Global Alert and Response (GAR)

Human infection with avian influenza A(H7N9)
virus — update
8 MAY 2013 - As of 8 May 2013 (11:00 CET), the National Health and Family

Planning Commission, China notified WHO of an additional laboratory-confirmed
case of human infection with avian influenza A(H7N9) virus.

The patient is a 79-year-old woman from Jiangxi province who became ill on 3
May 2013.

Additionally, a patient earlier reported has died.
To date, a total of 131 laboratory-confirmed cases of human infection with avian
influenza A(H7N9) virus including 32 deaths have been reported to WHO. Contacts

of the confirmed cases are being closely monitored.

The authorities in the affected locations continue to implement prevention and
control measures.

Investigations into the possible sources of infection and reservoirs of the virus are
ongoing. Until the source of infection has been identified and controlled, it is
expected that there will be further cases of human infection with the virus.

So far, there is no evidence of sustained human-to-human transmission.

WHO does not advise special screening at points of entry with regard to this
event, nor does it recommend that any travel or trade restrictions be applied.
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V
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World Health
¥ Organization



Evoluzione dei virus e superamento della
barriera di specie

* Es. contagio da uomo a uomo efficiente: SARS

N
o
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O
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Zibetto (Civet cat)

Qe
tF

LJ Phylogeny of SARS
virus strains

w4 - infects bats

| = - infects civets

R - infects humans



Coronavirus della SARS

On July 5, 2003, the WHO announced that the last
human chain of SARS transmission had been broken,
meaning that SARS may be contained among humans.
Since then, no new cases have been reported. According
to the WHO, 8,422 people were affected up to August 7,
2003, and 916 had died.

One in five of those affected was a healthcare worker.

People should still exercise caution because the origin of
the virus remains unknown. This means that the virus
may still exist in animals and once again jump over to

humans, creating a new outbreak.



Coronavirus della SARS

uman SARS FC |
pike 2002-2003 ' spike 2003-2004

(a) Good (b) Poor (c) Poor

Host Range of SARS-CoV Is Determined by Several Amino Acid Residues in the Spike Protein. (a) The
spike protein of the SARS-CoV that caused the SARS epidemic in 2002-2003 fits tightly to the human
host cell receptor ACE2. (b) The civet SARS-CoV has two different amino acids at positions 479 and 487.
This spike protein binds very poorly to human ACE2, thus the receptor is only weakly activated. (c) The
spike protein on the human SARS-CoV that was isolated from patients in 2003 and 2004 also differs
from that seen in the epidemic-causing SARS-CoV by two amino acids. This SARS-CoV variant caused

only mild, sporadic cases.




Nuovi coronavirus emergenti?

Global Alert and Response (GAR)

Novel coronavirus infection - update

8 MAY 2013 - The Ministry of Social Affairs and Health in France has informed
WHO of one confirmed case with infection of the novel coronavirus (NCoV).

The patient had an underlying medical condition, including an immunocompromised
state. The patient became ill on 23 April 2013 and later developed respiratory
symptoms. Laboratory confirmation with nCoV was confirmed on 7 May 2013 by
Institut Pasteur. The laboratory confirmation was obtained from a bronchoalveolar
lavage specimen (a medical procedure in which bronchoscope is passed through
the mouth or nose into the lungs to obtain fluid for examination) after a
nasopharyngeal specimen (secretion from the uppermost part of the throat) tested
negative. The patient is currently hospitalized. Preliminary investigation reveals
that the patient had a history of travel to Dubai, United Arab Emirates. Further
investigation into the case is ongoing.

From September 2012 to date, WHO has been informed of a global total of 31
laboratory confirmed cases of human infection with nCoV, including 18 deaths.

Based on the current situation and available information, WHO encourages all
Member States (MS) to continue their surveillance for severe acute respiratory
infections (SARI) and to carefully review any unusual patterns. The newest case
re-emphasizes the need for vigilance in recent travelers returning from areas
affected by the virus and the need to use lower respiratory tract specimens for
diagnosis when they can be obtained.
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Evoluzione dei virus e superamento della
barriera di specie

e Scenario virus Nipah

— 1997: nuova malattia respiratoria ed encefalite suini in
Malesia
— Casi di encefalite anche negli allevatori di suini
* Oltre 100 morti nei due anni successivi
— 1999: isolato nuovo Paramyxovirus dal cervello di un
paziente (virus Nipah)
* Sono sacrificati >1 milione di suini nel tentativo di contenere
I'epidemia
— Altre 12 epidemie censite fino ad oggi, sempre Sudest
Asiatico



,ﬂpm \
l" \Y

|
|

Evoluzione dei virus e superamento della

\

\ Sev

Respirovirus

/)

Avulavirus

7 NiV HeV

N

barriera di specie

Rubulavirus

SalV

/
\
\ /

\ MeV /

N

Morbillivirus

s -~

Henipavirus TPMV

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology

Viruses in the family Paramyxoviridae are
classified in two subfamilies, Paramyxovirinae
and Pneumovirinae. The latter subfamily contains
two genera, Pneumovirus and Metapneumovirus.
The number of genera in the Paramyxovirinae
was increased in 2002 from three (Respirovirus,
Morbillivirus and Rubulavirus) to five by the
addition of two new genera, Avulavirus and
Henipavirus. The Avulavirus genus contains avian
paramyxoviruses that were previously classified
in the Rubulavirus genus, and the Henipavirus
genus was created to accommodate Hendra virus
and Nipah virus.

The phylogenetic tree shown here is based on an
alignment of the deduced amino-acid sequence
of the N gene of selected Paramyxovirinae
subfamily members using the Neighbour-Joining
method (see the genome organization of
henipaviruses in Fig. 2). Viruses are grouped
according to genus and abbreviated as follows.
Morbillivirus genus: MeV (measles virus), CDV
(canine distemper virus); Henipavirus genus: HeV
(Hendra virus), NiV (Nipah virus); Respirovirus
genus: SeV (Sendai virus), hPIV3 (human
parainfluenza virus 3); Avulavirus genus: NDV
(Newcastle disease virus); Rubulavirus genus:
hPIV2 (human parainfluenza virus 2), MaV
(Mapuera virus), MuV (mumps virus), PIV4a
(parainfluenza virus 4a), PoRV (porcine
rubulavirus), SV5 (simian parainfluenza virus 5),
SV41 (simian parainfluenza virus 41); and
unclassified viruses SalV (Salem virus) and TPMV
(Tupaia paramyxovirus).



Evoluzione dei virus e superamento della
barriera di specie

* Scenario virus Nipah

Trasmissione interumana
dimostrata in epidemie in
Bangladesh




Coevoluzione virus e ospite

Poxvirus del Myxoma introdotto deliberatamente in
Australia contro i conigli selvatici nel 1950

Inizialmente alta letalita, poi i conigli sopravvivono
sempre piu spesso

Nel 1980 il numero dei conigli e i danni da essi derivati
sono tornati come nel 1950

Nel 1995 si introduce il virus emorragico del coniglio
(RHDV, Calicivirus)

Inizialmente alta letalita, poi un secondo virus
emorragico poco patogeno infetta i conigli
immunizzandoli contro RHDV

| conigli sono ancora li in grande quantita...
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Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA

Types of Mutations

Mormal RENE
AS THE MAMH SAW THE DOG HIT THE CAMH EHD ITIS

Point rmtation
AS THE MAMH SAW THE U'Cﬂ- HIT THE CAMH EHD ITIS

Deletion
A5 THE MAH SAW TH ITTHE CAH EHD ITIS

Insertion
AS THE MAH SAW THE FA T DOG HIT THE CAMH EHD ITIS

Frame Shift
AS THE MAM SAW ‘n—lE/*)GH ITTHEC ANE NDITI S




Isolamento su placca

1. Porre la miscela
sulla superficie di una
piastra di agar nutritivo

\ Piastra di agar nutritivo
Miscela contenente |
lo strato superiore
di agar sciolto,

le cellule batteriche

e la sospensione

fagica diluita

“Sandwich” formato dallo
strato superiore di agar
e dall’agar nutritivo

l 2. Incubare

Placche
fagiche Strato di cellule ospiti
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