Genetica virala

GENOM VIRAL
= acid nucleic viral: ADN / ARN

= mentine si transmite informatia
genetica virala la descendenti

GENOTIP VIRAL

m grecesc gennao = a da nastere

= recunoaste caracterele potentiale
specific virale

= exprimare in unele conditii de mediu,
in caractere fenotipice

= nu se suprapune in totalitate
genomului viral

= modificarile de genotip — se transmit
descendentilor

FENOTIP VIRAL

m grecesc phainomenon = ceea ce apare

n totalitatea caracterelor ce pot fi
observate

= gena codanta — caracter fenotipic

= modificarile in fenotip — nu se
transmit descendentilor

caracterele fenotipice se
refera la:

— patogenitate — induc sau nu stare de boala
— virulenta — grad de agresivitate

— spectrul de gazde

— tropism tisular

— caractere de cultivare
u in vitro
— tip de cultura celulara
— temperatura de cultivare
— prezenta unor ingrediente in mediu
— tip de ecp, etc.
= in vivo
— capacitatea de a induce sau nu boala la animal
= OGE - leziuni specifice

VARIATIA GENETICA VIRALA

= Apare prin:
— mutatii
— interactiuni virale:
= genotipice
= fenotipice




MUTATIA SI MUTANTE CU
INTERES MEDICAL

= MUTATIA = alterarea stabila a
uneia sau mai multor gene,
transmisa constant la SUBSTITUIRE
descendenti -~ MUTANTI
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SUBSTITUIRE — inlocuirea unei
baze nucleotidice cu alta prin:

- transversie PU—PI; PI-PU
- tranzitie PU—PU; PI—PI
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1. erori in replicarea acizilor nucleici -exemplu:

» functionare defectuoasa a ARN sau ADN
polimerazelor — sinteza incorectd a catenelor

» frecventa mai mare de erori la ARN-polimeraze

= forma tautomerica a adeninei se va cupla
incorect cu citozina in locul timinei
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MOLECULARE ALE MUTATIEI

2. erori de transcriere sau translatie

= ARNm transcris gresit — proteine
modificate

= codoni ce codifica gresit aminoacizii —
proteine cu aa lipsa

MOLECULARE ALE MUTATIEI

3. procese reparatorii dupa lezarea
acidului nucleic

= lipsuri mari in secventele nucleotidice
— completate uneori incorect — catena
restanta, incompleta — catene diferite
— MUTANTI




CLASIFICAREA MUTATIILOR

1. dupa numarul de secvente
nucleotidice afectate:
- mutatii punctiforme — o singura
pereche de baze
- mutatii multisitus — mai multe
perechi nucleotidice

CLASIFICAREA MUTATIILOR

2. dupa modul de aparitie

a. mutatii spontane:

- modificarea unor caractere intr-o
populatie de virus salbatic si
transmiterea la descendenti

- presori selectivi favorizeaza
supravietuirea si replicarea
descendentilor — populatie dominanta

CLASIFICAREA MUTATIILOR

- cauze putin cunoscute
© interrelatia cu gazda

*pasaje numeroase pe culturi de celule,
schimbarea gazdei naturale sau a caii de intrare —
mutante atenuate

*treceri repetate pe animal — mutante virulente

© interrelatii de microbiocenoza: vaccin polio atenuat —
intestin — selectia de revertanti neurovirulenti sau
mutanti neurovirulenti ai unor enterovirusuri

© tipul de virus — rata mutatiei spontane la virusuri ARN
este mare 10-3/10-4

CLASIFICAREA MUTATIILOR

n b. mutatii induse
- intervin agenti mutageni:

© agenti mutageni fizici
+ temperatura

Cultivare tulpini virale salbatice la temp. de
40°C sau 25-35°C — mutanti
termosensibili

CLASIFICAREA MUTATIILOR

+ radiatii
UV — produc dimeri ai timinei — interventia
mec. de reparatii ale catenei de ADN cu
deletie de baze azotate

X si ionizante (a, B, y) — rupturi ale acizilor
nucleici — eliberare de radicali hidroxilanti
liberi — oxidari
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CLASIFICAREA MUTATIILOR

© agenti mutageni chimici

+ modificari ce duc la aparitia de baze
nucleotidice anormale — defecte in
legarea bazelor




CLASIFICAREA MUTATIILOR

Exemplu: acid nitros, hidroxilamina; acidul
fenic depurineaza adenina si guanina;
etilmetansulfonatul (agent alchilant)
adauga bazelor ADN grupe etil sau metil
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CLASIFICAREA MUTATIILOR

¢ incorporare in acizii nucleici, in timpul
replicarii, de analogi ai bazelor
nucleotidice
= baze purinice similare cu 2-aminopurina

= baze pirimidinice similare cu 5-bromouracil,
5-fluorouracil, 4-bromodeoxipirimidina
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CLASIFICAREA MUTATIILOR

+deletii sau insertii de baze azotate
datorita unor agenti intercalanti
(proflavina, coloranti acridinici)

CLASIFICAREA MUTATIILOR

© mutageneza prin inginerie genetica

strategii precise de modificare a genelor

+ mutageneza prin deletie/substitutie
- eliminarea unor secvente precise din molecula de
ADN cu nucleaze ce digera portiunile dorite

+ mutageneza prin explorare cu linkeri (linker
scanning mutagenesis)
- producerea succesiva de deletii si substituiri

+ mutageneza prin intermediul oligonucleotidelor de
sinteza
- oligonucleotidele sunt sintetizate ca secvente
scurte de duplexuri ADN sau secvete monocatenare
si sunt utilizate in diferite modalitati

REVERSIA

— mutatiile pot fi reversibile — revenire la
genotipul originar = REVERTANTI
— apare prin SUPRIMARE - datorita unei alte
mutatii ce reface fenotipul parental prin:
= supresie intragenica — mutatie in aceeasi gena la
alt situs

= supresie intergenica — noua mutatie situata pe
alta gena

TIPURI DE MUTANTI

» caracterele modificate prin mutatii =
MARKERI

= mutanti cu mutatii silentioase —
afectate gene neesentiale

= mutanti cu mutatii letale — afectate
gene esentiale

= mutanti cu caracter conditionat letal




TIPURI DE MUTANTI

= mutanti termosensibili — marker ts
— factor presor temperatura

— selectate populatii virale ce se multiplica la
temperaturi nepermisive

— sintetizate proteine modificate care asigura
supravietuirea
— cultivare ulterioara la alte temp. — urmari letale
— mutante ,reci” — pt. vaccinuri virale atenuate vii
(polio, rujeold, rubeola etc.)
= mutanti sensibili la frig (cold sensitive) —
marker cs
= selectate tulpini la temperaturi crescute

TIPURI DE MUTANTI

= mutanti dependenti de gazda (host

dependent) — marker hd

— cultivare seriata pe culturi de celule
nepermisive — mutantii nu mai pot cultiva
pe substratul permisiv pt. tulpinile
salbatice parentale

— cultivare pe celule capabile sa suprime
mutatiile nonsens

TIPURI DE MUTANTI

= mutanti morfologici — care produc
modificari diferite in culturi de celule
sau pe OGE

= mutanti rezistenti la anticorpi —
eludeaza raspunsul imun al gazdei

= mutanti rezistenti la substantele
antivirale — terapie asociata

TIPURI DE MUTANTI

= mutanti de patogenitate —marker P

— patogenitate exacerbata — treceri succesive
pe gazde umane

— patogenitate atenuata — actiune combinata
a 2 factori
= cultivare la temp. suboptimale si treceri
repetate pe celule indepartate filogenetic de
celula-gazda

INTERACTIUNI VIRALE
GENOTIPICE - RECOMBINAREA

= aport de material genetic exogen

= schimburi de segmente genomice intre
virusuri diferite ce paraziteaza aceeasi
celula-gazda

= obligatorie omologia structurala
—NU intre ADN si ARN
— DA intre tulpini diferite ale aceluiasi ADN

(adeno — polio)

= rezulta RECOMBINANTI - cu structura

genomica diferita de cea parentala

MECANISME DE RECOMBINARE

= 1. RECOMBINAREA INTRAMOLECULARA

- nu a fost descrisa la virusuri genom d.c.
sau de sens negativ

— retrovirusuri cu genom diploid — rata inalta
de recombinare




MECANISME DE RECOMBINARE

= 1. a.
prin ruperi si asocieri de acizi nucleici
parentali + incrucisare reciproca (crossing
over) + schimbari de conformatie si orientare
spatialg;

» descrisa la virusuri ADN, adeno, herpes, poxvirusuri

MECANISME DE RECOMBINARE
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a. alaturare de secvente omoloage,
b. rupere de secvente omoloage;
c. reunirea secventelor omoloage de pe catene omoloage;
d. recombinanti rezultati;

MECANISME DE RECOMBINARE

m1.b.

copiere alternativa (copy-choice) de
catre polimeraze a doua catene matrite
alaturate in cursul replicarii virale;

— descrisa la virusuri ARN cu genom
nesegmentat de sens pozitiv : polio,
coronavirus, v. aftos etc.
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a. sinteza de catene noi;

b-c. Rasucire si copiere de pe cealalta catend;
d. recombinanti rezultati

MECANISME DE RECOMBINARE

= 2. REASOCIEREA (REASORTAREA)
GENOMICA

— descrisa la virusuri cu genom segmentat
plurimolecular, taxonomic inrudite:
v.gripale, reovirusuri, arenavirusuri

— reasortarea subunitatilor genomice
constituente, prin replicarea in aceeasi
celula-gazda

— morfogeneza - segm.genomice parentale
diferite — impachetate in aceeasi
nucleocapsida

MECANISME DE RECOMBINARE

m 2, REASOCIEREA (REASORTAREA) GENOMICA
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MODALITATI DE RECOMBINARE

= A. Reactivarea multipla

- la virusuri cu potential recombinant mare:
v.gripal, poxvirus

- tulpini inactivate — genom viral inactivat
neomogen — intrare in celula gazda in numar
mare — recombinare si reasortare — virus
nou, infectant care se replica

MODALITATI DE RECOMBINARE

= B. Reactivare incrucisata

- celula — virus activ + virus cu genom

partial inactivat — recombinare — virus
nou cu markeri ai virusului inactivat si

genomul virusului activ

RECOMBINAREA CU STRUCTURI DE
GENOM CELULAR

= 1. recombinari cu material genomic
din celula-gazda

- ex. retrovirusuri oncogene —
capteaza protooncogenele celulare —
le incorporeaza in propriul genom

RECOMBINAREA CU STRUCTURI DE
GENOM CELULAR

= 2. modificari genomice ale celulei-
gazda

- incorporare de material viral

- mai ales la virusuri ale plantelor

INTERACTIUNI VIRALE FENOTIPICE -
COMPLEMENTAREA

» celula-gazda — 2 virusuri (unul sau
ambele cu genom incomplet) — isi
suplinesc reciproc produsele codificate
de genele lipsa

= a. unul sau ambii mutanti defectivi in
gene diferite (pozitie trans)

— genele nemutante suplinesc biosinteza
proteinelor necesare replicarii

INTERACTIUNI VIRALE FENOTIPICE -
COMPLEMENTAREA
= a. unul sau ambii mutanti defectivi in
gene diferite (pozitie trans)

- genele nemutante suplinesc biosinteza
proteinelor necesare replicarii
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INTERACTIUNI VIRALE FENOTIPICE -

COMPLEMENTAREA

= b. ambii mutanti defectivi in aceeasi gena

(pozitie cis)
- nu se realizeaza complementaritate =

nu se sintetizeaza produsele deficiente =
multiplicarea nu are loc
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RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
AMESTECUL FENOTIPIC

= infectie mixta cu virusuri inrudite
= virusuri in a caror capsida sunt
incorporate aleator proteine
codificate de ambii parentali

RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
AMESTECUL FENOTIPIC

= transcapsidarea

— la virusuri neinvelite: picorna, polio
tip 1,2, echo, coxsackie

— maturare defectuoasa: capsida unui
parental inveleste genomul celuilalt

RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
AMESTECUL FENOTIPIC

= formarea pseudotipurilor
—la virusuri cu invelis

- nucleocapsida unuia poate fi invelita
in anvelopa cu glicoproteine
codificate de celalalt

RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
AMESTECUL FENOTIPIC

= poliploidia
— la virusuri invelite: paramyxo, myxo

— mai multe nucleocapside incorporate
in acelasi invelis

RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
INTERFERENTELE

» coinfectia unei celule cu doua
virusuri = inhibitia replicarii
unuia dintre virusuri

= este independenta de raspunsul
imun




RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
INTERFERENTELE

» dupa virusurile implicate
— interferenta heterologa (intrinseca) — intre virusuri
neinrudite: polio, rubeolos etc
= ambele virusuri active, infectante
= mecanisme: inactivarea replicazei de catre unul din
virusuri sau alterarea unor proteine cu rol in translatie
— interferenta homologa — intre virusuri inrudite
= unul din virusuri poate fi inactivat
= mecanisme: inhibitie adsorbtie, particule defective,
autointerferenta
— autointerferenta

= inocule concentrate cu un singur virus — mutante ale
virusului complet — particule interferent defective (au
genom incomplet)

RELATII INTERVIRALE NEGENETICE -
INTERFERENTELE

= mecanismele interferentei virale:
— inhibitia adsorbtiei pe celula
= blocare de receptori — enterovirus
» distrugere de receptori — orthomyxovirus
— concurenta pentru componente ale aparatului de
replicare
— blocarea replicarii prin mutante defective
= la v. ADN — herpes, pox
= la v. ARN - orthomyxo, paramyxo, rhabdo, toga
= particula defectiva se leaga selectiv de o replicata virala
din particulele virale complete = inhibata replicarea
particulei complete
— producerea unui inhibitor ca interferonul =
interferenta extrinseca
» declansata de primul virus
= previne replicarea celui de al doilea




