


<Le donne che hanno cambiato il mondo

Se non la loro intelligenza=



Le proteine dell’envelope
L’elicasi



<NS5 like=

< like=

contatto con l’uomo possono rappresentare una minaccia per la 
un’attività di sorveglianza e la disponibilità di 



 

La paziente zero da cui nel 2019 è partita l’indagine per la scoperta 
dell’Along

della TBE (Tick Borne Encephalitis) in quanto non sono stati trovati né l’RNA del 

virus basato sul solo sequenziamento dell’acido nucleico è una condizione 
l’eziologia di un’infezione virale, 

sintomatologia febbrile, potendo così fare un’analisi comparata 

eventuale effetto citopatico, per poi poter effettuare l’analisi 
procedere con l’isolamento del 

dimostrando un’avvenuta replicazione virale e da qui è stato possibile 



l’infezione da ALSV.

mammiferi come l’uomo, bovini, capre, selvaggina
è stato possibile studiare l’infezione anche su molte linee 

 

che controlla l’espressione 
un’elicasi simile a quella nei 



regioni non tradotte 5’ 
UTR e 3’ UTR comuni a tutti i segmenti

<NS5 like= in quanto

<NS3 like= in 
e l’elicasi

dell’envelope 

nella traduzione, replicazione, regolazione del ciclo vitale, stabilità dell’RNA e 

all’interno di un

approfondito, però si è visto come siano conservate le sequenze 5’
GCAAGUGCA3’ al 5’ UTR e 5’ 3’ e 5’ 3’ al 3’UTR. Questo 

Al 5’ UTR è stato possibile studiare queste regioni partendo dall’analisi di tre 



Dai risultati è emerso che all’estremità 5’UTR di tutti i segmenti di ALSV e

primi sei nucleotidi hanno una sequenza 5’AGUUAA 3’ conservata al 100% come 

UTR di ALSV e YGTV al 5’ (B) oltre che le strutture conservate
5’ UTR

 

: (A) Sequenze conservate al 5’ dei segmenti di ALSV; (B) Sequenza conservata degli UTR 
5’ 

Da questi allineamenti sono state fatte delle previsioni di struttura: al 5’ si ha una 

Un’altra sequenza consenso conservata e interna al 5’ è 5’
3’, che forma un’altra struttura a stelo in cui due coppie GC 

quanto altrimenti risultava un allineamento con omologia molto ridotta al 5’, 

La struttura conservata al 3’ è invece stata tramite l’analisi di cinque 
ceppi di ALSV e otto di YGTV. Dall’allineamento delle sequenze dei segmenti è 

298 c’è una regione ricca in A di lunghezza 

3’ (

Al 3’ UTR sono presenti due sequenze conservate al 100%: 5’ 3’ e 5’
3’. Queste sequenze vanno a formare assieme una struttura a 



Questo tipo di sequenze, sia 3’UTR che 5’UTR, trovano riscontro anche più in 

anche all’interno del gruppo di appartenenza d

: (A) Sequenza conservata al 3’; (B) Conformazione strutturale del terminale 3’

come un’unica molecola di mRNA che codifica una poliproteina poi processata

livello dell’estremità 3’ NCR mentre nei 



suggerito dal fatto che le proteine <NS5 like= e <NS3 like= sono più correlate alle 

 

NS3 codificante l’elicasi

). In seguito all’allineamento dei codoni della regione 

molto conservante a livello dell’ORF.

La porzione 3’ terminale è conservata probabilmente grazie alla sua 
sovrapposizione con l’ORF VP1b ed è stato identificato anche un motivo 

A AAA AAC sempre a livello dell’ORF VP1a tramite cui il ribosoma 

porzione iniziale del segmento 2 è conservata: i primi 110 codoni dell’ORF VP1a. 

 



piccola proteina di membrana mediante una sequenza segnale all’N

livello dell’N

 



di proteasi virali e dell’ospite. Le proteine strutturali vengono codificate a partire 
dal 5’ del genoma così come anche alcune glicoproteine, mentre quelle non 

NS3 e NS5 vengono codificate dal 3’. La proteomica a 

 

Si vede la struttura 5’
3’ del 

Le proteine dell’envelope

Il segmento 2 invece codifica le proteine dell’envelope e in particolare per ALSV 

locali limitati e un’identità amminoacidica non particolarmente elevata



dell’N terminale del segmento e VP1b a livello del C terminale.

codificanti dei peptidi segnale all’N terminale e un dominio transmembrana C 

l’envelope del virus 

complessivamente quello che viene caratterizzato come <stem domain=. Si nota 

anche un terzo dominio transmembrana che ad esempio in YGTV non c’è.

 

relazione tra l’aspetto strutturale e funzionale del genoma di ALSV

Dall’immagine 

evidenziata in nero) nella regione subito successiva al peptide segnale all’N



quest’altro dominio mucinico viene chiamato <guinzaglio=: è ricco in prolina, 
serina e treonina e presenta sette glicani legati all’ossigeno di questi residui.

ad eccezione degli <stem domain=, bensì presentano prevalentemente domini 

conservati. Da queste analisi si è potuta confermare l’appartenenza del loop di 

vengono esposti al pH acido dell’endosoma durante la fusione con la membrana 

oltre che all’interazione del dominio stem con i domini I e III, il quale permette 
l’emifusione dei doppi strati fosfolipidici delle membrane virale e cellulare. 

ed è permesso l’ingresso delle ribonucleoproteine virali nella 



dell’envelope

dominio guinzaglio passerà dall’occupare lo spazio dei dimeri del virione 
all’occupare il solco tra i monomeri del trimero (

L’elicasi

classiche ma che sono molto simili tra ALSV e JMTV ed hanno un’identità 
amminoacidica ancora più elevata all’interno di uno stesso gruppo arrivando a 

caratteristiche funzionali, in particolare per l’elicasi NS3 (NS3

All’estremità N

coinvolto nel capping e nella sintesi di RNA virale per l’incapsidamento. Nei vari 

ruolo comune di idrolisi di ATP, riconoscimento e svolgimento dell’RNA virale e 

Per studiare dal punto di vista strutturale e funzionale l’elicasi, è stato 
terminale della proteina, è stato fuso un tag all’N terminale, è 

stata purificata la proteina e tagliato il tag per poi poterne studiare l’aspetto 

idrolisi dell’enzima nei confronti sia di ATP che UTP.



Da qui è emersa l’aspecificità dell’enzima per gli NTPs così come avviene per le 
classici, tant’è che hanno un’attività paragonabile.

Hel ha un’identità di sequenza limitata con le elicasi flavivirali classiche NS3 

le NS3 flavivirali, è emerso come ALSV e il virus dell’epatite C, un esempio di 

proteina in seguito all’interazione tra RNA o ATP e il dominio D3. D1 e D2 di ALSV 
presentano un’elevata corrispondenza con gli analoghi negli altri 

 

contesto idrofobico costituito da alcune alfa eliche di D2 e l’N

RNA polimerasi RNA dipendente NS5 e riesce a legare l’RNA a livello della 



quelli che intervengono nell’idrolisi, nel riconoscimento degli NTPs ecc siano 
conservati, per cui si deduce come il meccanismo alla base dell’idrolisi dell’ATP 

e Glu438 coordinano uno ione manganese per l’attività idrolitica, Arg354 
stabilizza l’adenosina dell’ADP e svolge molti altri ruoli. A differenza di tutti gli 

Una volta legata l’ATP, questa induce cambiamenti conformazionali al p
della proteina che si occupa di mediare l’idrolisi della molecola ai fini di 
permettere l’attività elicasica di NS3, necessaria per la replicazione dell’RNA 

Il legame di NS3 all’RNA invece permette alla proteina stessa di acquisire una 
competenza catalitica che le consente di svolgere l’attività di idrolisi dell’ATP e va 
a influenzare il legame dello ione manganese quindi l’attività catalitica 
dell’enzima. In particolare l’RNA che si lega alla proteina è situato nel solco tra i 
domini D1/D2 e D3: il 3’ terminale si trova sopra D1 mentre il 5’ terminale entra 

interagiscono con il 2’OH del 3’ terminale dell’RNA, lo fanno tramite legame π e 
non segmentati nei quali l’interazione 

l’incapsidamento del genoma virale e alla sua replicazione 
nell’ospite.

dell’ospite ed evadere quindi la risposta immunitaria. In ALSV il segmento 1 

una regione transmembrana all’N

il cap dell’RNA a livello della guanina in posizione 7 del 



dell’enzima in ALSV sia in forma libera che legata a SAM/SAH.

l’affinità di legame che SAM/SAH hanno con l’enzima per i 
non segmentati e per ALSV, si può valutare l’energia di legame liberata 

determinare come l’affinità di legame in ALSV sia inferiore rispetto a quella nei 

studiati ulteriormente i comportamenti di legame tra l’enzima e i loro substrati 

si sono subito inseriti nella tasca di legame dell’enzima. Successivamente si è 
studiata l’affinità di legame con la proteina nativa e con la proteina denaturata e 
in seguito ripiegata sempre tramite analisi ITC: mentre per l’enzima di virus non 
segmentati si nota una differenza sostanziale tra l’affinità di legame dei substrati 
con l’enzima in forma nativa o denaturata

occupata in quanto nella forma nativa l’affinità di legame 

MTasi che ne incrementa l’attività enzimatica e quindi favorisce la replicazione 



A livello strutturale l’enzima 
: l’N

struttura detta ɑꞵɑ

invece differenze all’N e al C terminale: all’N
non contengono l’anello e il motivo elica
ripiegandosi in un’alfa elica e un foglietto beta extra, al C

Quando invece l’enzima è complessato con uno dei suoi substrati, questi vanno 

costituita da eliche ɑX, ɑA, ɑD e filamenti 
ꞵ1 ꞵ4 stabilizzandosi con interazioni di legami idrogeno tra residui dell’enzima e 

di legame presenta due legami idrogeno ulteriori a livello dell’anello tra i 

affinità di legame rispetto all’enzima in ALSV.

e funziona avendo un’affinità di legame analoga a quella di SAM oltre che una 

centrale dell’enzima e lo fa adottando una conformazione estesa stabilizzata da 



 

regioni della Mongolia interna e dell’Heilongjiang, 
rilevato l’RNA del virus anche nella provincia di Jilin. Il ceppo che per primo è 
stato identificato (H3) è quello trasmesso all’uomo e si è potuto notare come le 

Così anche nell’arcipelago di Kotka nella Finlandia sud

non ci sono ancora stati ad oggi casi di infezione sull’uomo a differenza che per 

virus e quindi poterne definire l’epidemiologia.

E’erguna e Yakeshi delle specie Genhe, Moqi, Yakeshi, E’erguna e 

e hanno dimostrato un’omologia >98% con il genoma di ALSV. 

In riferimento all’andamento delle IgM, la sieropositività rilevata è superiore alla 

cui invece c’è già stato contatto con l’agente infettivo è possibile 



l’alimentazione con il sangue. Sono stati raccolti campioni a partire da selvaggina 

rilevato in diverse zone dell’Asia e dell’Europa. 

 

 

 

 

 

 



 

 

eventuali epidemie o pandemie è la diagnosi rapida dell’agente infettivo grazie 

acquisire maggiori conoscenze sulla trasmissione e la diffusione dell’infezione 

dell’antigene 

Analisi dell’espressione 



 

l’uomo come i virus Zika, DENV, TBE
l’attenzione per quanto riguarda l’impatto che potrebbe avere 

particolare viene monitorato per la sintomatologia che mostra nell’uomo e per la 

molto utile, per poter poi associare più facilmente l’infezione alla patologia che 

un’



, dato essenziale per capire l’epidemiologia

specie competenti e adatte a supportare un’elevata replicazione virale. Ad oggi 

anticorpi. Identificare i pazienti prima dell’esordio clinico consentirebbe di poter 

l’insorgenza (20)
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