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Il	lavoro	sperimentale	oggetto	di	questa	tesi	è	volto	a	mettere	in	luce	l’intervento	di	

una	 componente	 cellulare,	 il	 citoscheletro,	 nella	 regolazione	 dell’infezione	

sperimentale	della	 linea	 cellulare	LLC-MK2	 (rene	di	 scimmia)	 con	 stipiti	 di	 virus	

influenza	A.	 Le	 cellule	 LLC-MK2	 costituiscono	un	modello	 semi-permissivo	per	 il	

virus	influenza,	nel	caso	si	utilizzi	un	inoculo	virale	a	bassa	molteplicità,	e,	pertanto,	

sono	funzionali	a	svelare	meccanismi	di	resistenza	cellulare	all’infezione	virale.	

L’obiettivo	principale	è	stato	quello	di	appurare	l’intervento	di	funzioni/componenti	

regolatorie	dei	sistemi	citoscheletrici	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	in	corso	

di	 infezione	 con	 stipiti	 di	 virus	 influenza	 A	 (H1N1)	 nelle	 cellule	 LLC-MK2.	

L’attenzione	è	stata	 inizialmente	 focalizzata	sul	 ruolo	svolto	dai	proteasomi	nella	

regolazione	dei	microtubuli	e	sulle	ripercussioni	esercitate	sull’infezione	virale.		

I	 risultati	 ottenuti	 attestano	 una	 diminuzione	 di	 espressione	 di	 alpha-tubulina	

acetilata,	principale	 componente	dei	microtubuli	 in	assetto	 stabilizzato,	 a	 seguito	

dell’attivazione	 delle	 funzioni	 proteolitiche	 dei	 proteasomi	 con	 la	 sostanza	 IU1;	

viceversa,	è	stato	appurato	un	aumento	dell’espressione	della	suddetta	proteina,	in	

conseguenza	 dell’inibizione	 dei	 proteasomi	 con	 la	 sostanza	 MG132.	 Le	 suddette	

modificazioni	di	assetto	dei	microtubuli	correlavano	con	modulazioni	dell’infezione	

del	virus	 influenza.	Più	precisamente,	 l’efficienza	del	 ciclo	 replicativo	virale	dello	

stipite	 umano	 NWS/33	 e	 dello	 stipite	 aviare	 Mallard/03	 di	 virus	 influenza	 A	

aumentava	in	condizioni	di	attivazione	dei	proteasomi,	mentre	diminuiva	in	seguito	

all’inibizione	 dei	 proteasomi.	 Inoltre,	 mediante	 microscopia	 confocale,	 è	 stata	

dimostrata	la	parziale	co-localizzazione	dei	proteasomi	con	la	nucleoproteina	virale	

e	 con	 componenti	 dei	 microtubuli	 stabili.	 In	 particolare,	 il	 segnale	 di	 co-

localizzazione	era	di	maggiore	entità	nelle	cellule	infettate,	dove	sono	stati	osservati	

dei	rilevanti	cambiamenti	nella	distribuzione	citoplasmatica	delle	proteine	alpha-

tubulina	e	MAP4.		
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Tali	 risultati	 depongono	 per	 l’intervento	 dei	 proteasomi	 nella	 modulazione	 dei	

microtubuli	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	con	il	virus	influenza,	tuttavia	l’azione	

regolatoria	esercitata	potrebbe	essere	di	tipo	indiretto	e	coinvolgere	dei	meccanismi	

di	segnalazione	intracellulare	mediati	dai	microtubuli.	

È,	 inoltre,	 stato	 appurato	 che	 la	 depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	

microfilamenti	 con	 sostanze	 chimiche	 induce	 delle	 modificazioni	 reciproche	

dell’assetto	 di	 tali	 componenti,	 che	 “interagiscono”	 tra	 loro	 e	 svolgono	un’azione	

sinergica,	 quali	 fattori	 di	 restrizione	 cellulare	 nei	 confronti	 di	 fasi	 precoci	

dell’infezione	virale	nelle	cellule	LLC-MK2.	

L’attenzione	è	stata	successivamente	rivolta	all’intervento	della	proteina	omologa	

alla	 proteina	 diafano	 1	 di	 Drosophila	 (DIAPH1),	 che	 regola	 le	 funzioni	 dei	

microtubuli	e	dei	microfilamenti.	Nelle	cellule	LLC-MK2	sottoposte	a	silenziamento	

del	 gene	 che	 codifica	 per	 la	 proteina	 DIAPH1	 ed	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	

A/NWS/33	 è	 stato	 osservato	 un	 aumento	 della	 produttività	 dell’infezione	 virale,	

unitamente	a	modificazioni	di	assetto	dei	microtubuli,	che	erano	contraddistinti	da	

una	 diminuita	 espressione	 di	alpha-	 e	beta-tubulina	 ed	 un’estensione	 ad	 un’area	

citoplasmatica	 più	 ampia,	 e	 dei	 microfilamenti,	 che	 erano	 caratterizzati	 da	 una	

diminuita	espressione	dell’actina	filamentosa.	

L’osservazione	 di	 una	 localizzazione	 subcellulare	 e	 di	 un	 livello	 di	 espressione	

altamente	variabili	della	proteina	DIAPH1	in	corso	di	infezione	del	virus	NWS/33	

nelle	 cellule	 LLC-MK2,	 depone	 per	 funzioni	 regolatorie	 svolte	 dalla	 proteina	 in	

specifici	distretti	subcellulari.	Ulteriori	modificazioni	sono	state	osservate	a	seguito	

della	depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti,	che	depongono	per	

l’esistenza	 di	 “interazioni”	 tra	 la	 proteina	 DIAPH1	 e	 tali	 componenti	 del	

citoscheletro.		
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L’analisi	in	microscopia	confocale	ha	evidenziato,	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate,	la	

parziale	 co-localizzazione	 della	 proteina	 DIAPH1	 con	 actina,	 alpha-tubulina	

acetilata,	beta-tubulina	e	la	nucleoproteina	virale.	In	particolare,	la	co-localizzazione	

con	le	componenti	del	citoscheletro	era	di	entità	maggiore,	oltre	che	appannaggio	di	

differenti	aree	citoplasmatiche,	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate,	rispetto	a	quelle	non	

infettate.		

Infine,	l’analisi	è	stata	estesa	a	cellule	dell’epitelio	respiratorio	umano	positive	per	il	

virus	influenza	A,	oppure	per	il	virus	respiratorio	sinciziale;	tali	cellule	derivavano	

da	tamponi	faringei	e	nasali	di	soggetti	ricoverati	od	osservati	ambulatorialmente	e	

pervenuti	 presso	 l’Unità	 Operativa	 di	 Virologia	 dell’Azienda	 Ospedaliero-

Universitaria	 di	 Parma	 per	 la	 diagnosi	 di	 laboratorio	 di	 infezione	 da	 virus	

dell’apparato	respiratorio.	In	particolare,	nelle	cellule	positive	per	il	virus	influenza	

A,	l’espressione	della	proteina	DIAPH1	risultava	accentuata	e,	al	contrario,	in	quelle	

positive	per	il	virus	respiratorio	sinciziale,	era	di	scarsa	entità.		

I	 risultati	 conseguiti	 rendono	 ragione	 dell’elevata	 complessità	 del	 rapporto	 che	

intercorre	 tra	 virus	 influenza	 e	 cellula	 ospite	 e	 pongono	 l’accento	 sulla	 stretta	

correlazione	 con	 aspetti	 morfologico-funzionali	 della	 cellula	 infettata.	 Le	

osservazioni	 sperimentali	 ottenute	 rafforzano	 le	 conoscenze	 sul	 fatto	 che	 la	

stabilizzazione	 dei	microtubuli	 e	 la	 polimerizzazione	 dei	microfilamenti,	 alla	 cui	

regolazione	 partecipano	 i	 proteasomi	 e	 la	 formina	 DIAPH1,	 possa	 concorrere	 in	

maniera	 significativa	 alla	 modulazione	 dell’infezione	 del	 virus	 influenza	 A	 nelle	

cellule	LLC-MK2.		
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IL	VIRUS	INFLUENZA	

Il	 virus	 influenza	 è	 agente	 eziologico	 di	 sindromi	 respiratorie	 acute	 altamente	

contagiose.	 La	malattia	 causata	nell’uomo,	 l’influenza,	 è	 caratterizzata	da	 sintomi	

variabili,	 che	 spaziano	 da	 lievi	 affezioni	 respiratorie,	 quali	 riniti	 o	 faringiti	 in	

presenza	di	tosse	e	febbre,	a	polmoniti	dall’esito	infausto.	Il	termine	influenza	deriva	

dalla	 parola	 latina	 influentia,	 che	 veniva	 utilizzata	 per	 indicare	 che	 la	 patologia	

poteva	essere	imputabile	ad	“influenze	degli	astri”.	

Le	 prime	 descrizioni	 di	 epidemie	 caratterizzate	 da	 sintomi	 simil-influenzali	

risalgono	al	V	secolo	a.C.	 in	Grecia	ed	eventi	analoghi	si	sono	manifestati	durante	

tutta	 l’era	 cristiana,	 attestando	 che	 l’influenza	 è	 presente	 da	 millenni	 nella	

popolazione	umana.		

Nel	1931,	il	Dottore	Richard	Shope	dimostrò	sperimentalmente	che	l’influenza	suina	

poteva	essere	trasmessa	da	secrezioni	respiratorie	filtrate,	evidenziando	in	tal	modo	

che	 l’agente	 eziologico	 era	 un	 virus	 1.	 Nel	 1933,	 il	 Dottore	 Wilson	 Smith	 e	

collaboratori	 isolarono	 il	 virus	 influenza	 da	 individui	 con	 sintomi	 respiratori	 2.	

Successivamente,	numerosi	laboratori	di	ricerca	si	dedicarono	allo	studio	dei	virus	

influenzali,	 allo	 scopo	 di	 creare	 una	 rete	 internazionale	 di	 esperti,	 coordinati	

dall’Organizzazione	Mondiale	della	Sanità	(OMS),	che	erano	in	grado	di	monitorare	

i	 cambiamenti	 antigenici	 dei	 diversi	 ceppi	 influenzali	 e	 favorire	 il	 controllo	 della	

diffusione	dell’infezione.	

L’influenza	costituisce	un	rilevante	problema	di	sanità	pubblica,	a	causa	dell’elevata	

morbilità	 e	 mortalità	 e	 della	 possibilità	 di	 generare	 epidemie	 o,	 addirittura,	

pandemie	3.	I	dati	riportati	dall’OMS	stimano	tra	250.000	e	500.000	i	casi	di	morte	

all’anno	nel	mondo,	conseguenti	a	complicanze	associate	all’influenza	4.	

La	grande	rilevanza	epidemiologica	dei	virus	influenzali	deriva	sia	dalla	capacità	di	

alcuni	 stipiti	 circolanti	 in	 ospiti	 aviari	 di	 emergere	 in	 maniera	 non	 prevedibile,	
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attraverso	 riassortimento	 genico	 o	 trasmissione	 diretta,	 e	 diffondere	 nella	

popolazione	 umana,	 sia	 dalla	 rapida	 insorgenza	 di	 caratteristiche	 antigeniche	

nuove,	imputabili	a	mutazioni	geniche	intervenute	nel	corso	della	replicazione	del	

genoma	virale	(Figura	1).	

	
Figura	 1.	 Rappresentazione	 del	 ciclo	 ecologico	 del	 virus	 influenza.	 Il	 ciclo	
ecologico	 del	 virus	 influenza	 può	 essere	 esclusivamente	 aviare,	 oppure	 può	
coinvolgere	 sia	 gli	 animali	 sia	 l’uomo.	 Per	 entrare	 nel	 ciclo	 ecologico	 animale	 ed	
umano,	 gli	 stipiti	 influenzali	 aviari	 devono	 prima	 infettare	 delle	 specie	 aviarie	
domestiche	e,	successivamente,	i	suini,	che	fungono	da	ospiti	intermedi,	facilitando	
il	 riassortimento	 genico	 dei	 virus	 influenzali	 A.	 È	 possibile,	 anche	 se	 rara,	 la	
trasmissione	 diretta	 di	 stipiti	 influenzali	 da	 specie	 aviarie	 domestiche	 all’uomo.	
Immagine	modificata	da:	Shi	et	al.	(2014)	Nat.	Rev.	Microbiol.	12:822-831.	

	

Classificazione		

I	 virus	 influenzali	 appartengono	 alla	 famiglia	 Orthomyxoviridae,	 costituita	 dai	

generi:	Influenzavirus	A	 (specie:	virus	 influenza	A),	Influenzavirus	B	 (specie:	virus	

influenza	B),	Influenzavirus	C	(specie:	virus	influenza	C),	Thogotovirus	(specie:	virus	

thogoto),	Isavirus	(specie:	virus	dell’anemia	infettiva	del	salmone)	e	Quaranjavirus	

(specie:	virus	Quaranfil	e	virus	Johnston	Atoll).	I	virus	influenzali	vengono	distinti	

nei	 tipi	A,	B	e	C	 in	base	alle	differenze	antigeniche	di	due	proteine	 strutturali,	 la	

proteina	di	matrice	1	 (M1)	e	 la	nucleoproteina	virale	 (NP)	 5.	 Inoltre,	 in	base	alle	

caratteristiche	antigeniche	delle	glicoproteine	di	superficie	emoagglutinina	(HA)	e	

neuraminidasi	 (NA),	 è	 possibile	 classificare	 i	 virus	 influenzali	 A	 in	 numerosi	
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sottotipi,	determinati	dalle	combinazioni	delle	18	molecole	di	emoagglutinina	(H1-

H18)	e	delle	11	molecole	di	neuraminidasi	(N1-N11)	finora	identificate	6.	

Il	 virus	 influenza	viene	denominato	secondo	una	nomenclatura	standard,	 in	base	

alla	quale	con	la	prima	lettera	viene	indicato	il	tipo	e,	a	seguire,	la	specie	d’origine	

(nel	caso	di	stipiti	non	umani),	il	luogo	d’isolamento,	il	numero	dell’isolato,	l’anno	

dell’isolamento	 e,	 nel	 caso	 del	 virus	 influenza	 A,	 il	 sottotipo	 [ad	 esempio:	

A/Chicken/Hong	Kong/220/97	(H5N1)].	

Per	i	virus	influenzali	B	e	C,	non	sono	stati	 identificati	dei	sottotipi,	 in	quanto	tali	

virus	hanno	delle	caratteristiche	antigeniche	maggiormente	omogenee	7.	

I	 virus	 influenzali	 A	 presentano	 un	 ampio	 spettro	 d’ospite,	 in	 quanto	 numerose	

specie	animali	domestiche	e	selvatiche	sono	recettive	all’infezione,	incluso	l’uomo.	

Alcuni	 studi	 condotti	 sul	 virus	 influenza	 A	 hanno	 dimostrato	 che	 il	 serbatoio	

naturale	 è	 rappresentato	 da	 alcune	 specie	 di	 uccelli	 acquatici	 appartenenti	 agli	

ordini	 Anseriformes	 (oche	 ed	 anatre)	 e	 Charadriformes	 (trampolieri	 e	 gabbiani),	

sebbene	numerose	altre	specie	di	uccelli	possano	essere	infettate	8,	9.	Ad	eccezione	

dei	sottotipi	H17N10	e	H18N11,	recentemente	isolati	in	America	Latina	da	pipistrelli	

frugivori	6,	tutti	i	sottotipi	finora	noti	di	virus	influenzali	sono	stati	isolati	da	uccelli	

acquatici	(Tabella	1).	
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Tabella	1.	Sottotipi	del	virus	influenza	A:	sensibilità	di	specie.	Immagine	modificata	dal	sito	web:	
http://www.cdc.gov/flu/.	Centers	for	Disease	Control	and	Prevention	(CDC),	2014.		
	

Nella	 popolazione	 umana,	 in	 particolar	 modo	 durante	 il	 secolo	 scorso,	 hanno	

circolato	ampiamente	i	virus	influenzali	A	di	sottotipo	H1N1,	H3N2,	H2N2	e	H1N2.	

Attualmente,	 sono	maggiormente	 diffusi	 i	 sottotipi	H1N1	 e	H3N2.	 Altri	 sottotipi,	

quali	H5N1,	H7N3,	H7N7,	H9N2,	H7N9,	H7N2	e,	più	recentemente,	H6N1	e	H10N8,	

hanno	 occasionalmente	 infettato	 l’uomo,	 ma	 non	 hanno	 generato	 infezioni	 a	

carattere	epidemico,	a	causa	della	limitata	capacità	di	trasmissione	10	-	13.	

I	sottotipi	H1N1,	H1N2	e	H3N2	circolano	con	elevata	frequenza	nei	suini,	ed	alcuni	

stipiti	aviari,	quali	H5N1,	H9N2,	H4N6	e	H3N3,	sono	stati	occasionalmente	isolati	nei	

suini	14,	15.	
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I	 virus	 influenzali	 B	 e	 C	 infettano	 prevalentemente	 l’uomo,	 sebbene	 i	 virus	

influenzali	B	siano	stati	anche	isolati	dalle	foche	16	ed	i	virus	influenzali	C	dai	suini	e	

dai	cani	17,	18.	

	

Struttura	e	morfologia	

I	 virus	 influenzali	 si	presentano	all’osservazione	al	microscopio	elettronico	 come	

particelle	 pleomorfiche,	 a	 morfologia	 sferica	 o	 filamentosa,	 con	 un	 diametro	

compreso	tra	80	e	120	nm	5,	19	(Figura	2).	

	
Figura	2.	Virus	influenzali	visualizzati	al	microscopio	elettronico.	A)	virioni	
sferici	 di	 virus	 influenza	 A/NWS/33	 (H1N1);	 B)	 virioni	 filamentosi	 di	 virus	
influenza	A/Udorn/307/72	(H3N2);	barra	=	200	nm.	Immagine	tratta	da:	Noda	
(2012)	Front.	Microbiol.	2:269.	

	

Il	capside	dei	virus	influenzali,	a	simmetria	elicoidale,	è	rivestito	da	un	pericapside	

di	 9-15	 nm	 di	 spessore,	 costituito	 da	 un	 doppio	 strato	 lipidico,	 di	 derivazione	

cellulare,	 in	 cui	 sono	 inserite	 le	 glicoproteine	 emoagglutinina	 e	 neuraminidasi	 20	

(Figura	3).	
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Figura	 3.	 Rappresentazione	 della	 struttura	 del	 virus	 influenza	 A	 e	 delle	
relative	proteine.	Il	genoma	del	virus	influenza	A	è	costituito	da	8	segmenti	di	RNA	
a	singolo	filamento,	che	codificano	per	proteine	strutturali	e	funzionali.	All'interno	
del	 virione,	 ciascuno	 degli	 8	 segmenti	 del	 genoma	 forma	 un	 complesso	
ribonucleoproteico	 (RNP	 virale):	 l’RNA	 virale	 (vRNA)	 è	 associato	 a	 molecole	 di	
nucleoproteina	(NP);	questa	struttura	è,	a	sua	volta,	unita	al	complesso	enzimatico	
RNA	polimerasi	RNA-dipendente.	Immagine	modificata	da:	Shi	et	al.	(2014)	Nat.	Rev.	
Microbiol.	12:822-831.	

	

L’emoagglutinina	 è	 la	 glicoproteina	più	 abbondante	del	 pericapside	 virale	 ed	 è	 il	

determinante	antigenico	responsabile	del	tropismo	d’ospite,	oltre	che	dell’attività	

anti-recettoriale	21.	Tale	proteina,	che	assume	una	forma	di	omotrimero	durante	il	

processo	di	maturazione,	è	caratterizzata	da	una	testa	globulare,	posta	su	uno	stelo,	

dove	 è	 presente	 il	 sito	 di	 legame	 con	 il	 recettore	 cellulare	 19.	 La	 testa	

dell’emoagglutinina	è	costituita	dalla	subunità	HA1,	mentre	lo	stelo	dalla	subunità	

HA2.	Le	due	subunità	presenti	nella	 forma	matura	della	proteina	derivano	da	un	

precursore	inattivo,	denominato	HA0	22.	
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La	neuraminidasi,	che	è	il	secondo	più	importante	antigene	di	superficie	del	virione,	

è	deputata	a	facilitare	il	rilascio	e	la	diffusione	dei	virioni	neoformati	dalla	cellula	

ospite,	 attraverso	 il	 taglio	 dei	 legami	 glicosidici	 che	 si	 esprimono	 con	 i	 recettori	

cellulari,	rappresentati	da	residui	di	acido	sialico	22.	

La	neuraminidasi	assume	la	forma	di	omotetramero,	composto	da	una	testa	e	da	un	

peduncolo	 localizzato	 nella	 regione	 amminoterminale	 della	 proteina,	 che	 ne	

consente	 l’ancoraggio	 alla	 membrana	 cellulare.	 La	 testa	 è	 costituita	 da	 quattro	

subunità	 identiche,	 con	quattro	 siti	 catalitici,	 che	 sono	 funzionali	 al	 rilascio	delle	

particelle	virali	neoformate	23.	

Oltre	alle	suddette	glicoproteine,	nel	pericapside	virale	si	 trova	una	proteina	non	

glicosilata,	la	proteina	di	matrice	2	(M2),	organizzata	in	omotetrameri,	che	funge	da	

canale	ionico	transmembrana	24.	

Nei	 virus	 influenzali	 C	 è	 presente	 una	 sola	 glicoproteina	 di	 membrana,	

l’emoagglutinina,	con	funzione	esterasica	e	fusogena	(HEF)	5.	

La	superficie	 interna	del	pericapside	virale	è	rivestita	dalla	proteina	di	matrice	1	

(M1),	che	è	in	connessione	con	il	core,	costituito	da	complessi	ribonucleoproteici,	

formati	 da	 segmenti	 di	 RNA	 monocatenario	 associati	 alla	 nucleoproteina	 ed	 al	

complesso	 enzimatico	RNA	polimerasi	 RNA-dipendente	 virale.	 Quest’ultimo	 è	 un	

eterotrimero,	 formato	 da	 tre	 polipeptidi:	 la	 proteina	 acida	 polimerasica	 (PA),	 la	

proteina	basica	polimerasica	1	(PB1)	e	la	proteina	basica	polimerasica	2	(PB2).	

Il	genoma	virale	è	costituito	da	otto	segmenti	(sette	per	il	virus	influenza	C)	di	RNA,	

a	singolo	filamento	e	a	polarità	negativa,	che	codificano	per	proteine	strutturali	e	

funzionali	25.	

Alle	 estremità	 di	 ciascun	 segmento	 di	 RNA	 virale	 si	 trovano	 delle	 sequenze	

nucleotidiche	non	codificanti.	La	regione	all’estremità	5’	di	ciascun	segmento	di	RNA	

virale	è	caratterizzata	da	una	sequenza	di	13	nucleotidi	(5’-AGUAGAAACAAGG-3’),	



	 14	

che	 risulta	 conservata	 nei	 diversi	 segmenti	 del	 genoma	 virale,	 come	 anche	 nei	

diversi	sottotipi	del	virus	influenza	A.	Adiacenti	ai	suddetti	nucleotidi	si	trovano	5	o	

8	molecole	di	uridina,	che	fungono	da	segnale	di	poliadenilazione	26	-	28.	Nella	regione	

3’	di	ciascun	segmento	di	RNA	virale	è	presente	una	regione	altamente	conservata,	

formata	 da	 12	 nucleotidi	 (3’-UCGUUUUCGUCC-5’),	 che	 costituiscono	 la	 sequenza	

promotore	alla	quale	si	lega	l’enzima	RNA	polimerasi	RNA-dipendente	all’inizio	dei	

processi	di	replicazione	e	trascrizione	del	genoma	29.	Le	regioni	non	codificanti	alle	

estremità	5’	 e	3’	 presentano	una	 certa	 complementarietà	 tra	 loro,	 che	 genera	un	

ripiegamento	dei	segmenti	di	RNA	virale	30	–	33	(Figura	4).	

	
Figura	4.	Rappresentazione	delle	sequenze	terminali	dei	segmenti	del	genoma	
del	virus	influenza	A.	Le	sequenze	conservate	di	12	e	13	nucleotidi	presenti	alle	
estremità	3’	e	5’,	rispettivamente,	di	ciascun	segmento	di	RNA	virale	sono	indicate	
dal	riquadro.	La	complementarietà	tra	queste	sequenze	determina	il	ripiegamento	
dei	segmenti	di	RNA	virale.	 Immagine	modificata	da:	Bae	et	al.	 (2001)	Proc.	Natl.	
Acad.	Sci.	U	S	A.	98:10602-10607.	

	

Ciascun	 segmento	 di	 RNA	 virale	 codifica	 per	 una	 o	 più	 proteine	 34,	 35.	 Più	

precisamente,	il	segmento	1	codifica	per	la	proteina	PB2	(759	aa)	e	il	segmento	2	

per	 le	proteine	PB1	(757	aa)	e	PB1-F2	 (87-91	aa).	Quest’ultima	proteina	sembra	

avere	un	ruolo	importante	nel	determinare	il	grado	di	virulenza	dei	virus	influenzali	
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A	e	nel	promuovere	l’insorgenza	di	infezioni	secondarie	batteriche	36;	inoltre,	è	stata	

dimostrata	la	sua	interazione	con	due	proteine	della	membrana	mitocondriale,	che	

ne	aumentano	la	permeabilità,	favorendo	il	rilascio	del	citocromo	C	e	l’attivazione	

della	 cascata	 apoptotica	 37	 -	 39.	 Di	 recente	 scoperta	 è	 la	 proteina	 N40	 (718	 aa),	

anch’essa	codificata	dal	gene	PB1	e	con	funzione	ancora	non	nota	40,	41.	Il	segmento	

3	 codifica	 per	 la	 proteina	 PA	 (716	 aa).	 Recentemente,	 è	 stato	 dimostrato	 che	 il	

segmento	3	codifica	anche	per	la	proteina	PA-X,	con	funzione	di	repressore	di	geni	

cellulari.	 La	 sintesi	della	proteina	PA-X	 (252	aa)	avverrebbe	 tramite	un	processo	

alternativo	 di	 traduzione,	 che	 viene	 utilizzato	 da	 alcuni	 virus	 per	 regolare	

l’espressione	 genica,	 mediante	 un	 meccanismo	 di	 sovrapposizione	 delle	 regioni	

codificanti,	 che	 causa	 uno	 spostamento	 di	 lettura	 di	 uno	 o	 due	 nucleotidi	 42,	 43.	

Inoltre,	il	segmento	3	codifica	per	le	proteine	PA-N155	(568	aa)	e	PA-N182	(535	aa),	

con	 funzione	 regolatoria	 sul	 ciclo	 replicativo	virale	 43.	 Il	 segmento	4	 codifica	per	

l’emoagglutinina	(560	aa),	il	segmento	5	per	la	nucleoproteina	(498	aa),	il	segmento	

6	per	la	neuraminidasi	(465	aa)	ed	il	segmento	7,	tramite	un	differente	processo	di	

maturazione	 del	 trascritto	 primario	 (“splicing”	 alternativo),	 per	 le	 proteine	 di	

matrice	M1	(252	aa)	ed	M2	(97	aa),	oltre	che	per	 la	proteina	M42	(99	aa),	 che	è	

correlata	 alla	 proteina	M2	 44,	 45.	 Infine,	 il	 segmento	8,	 tramite	un	meccanismo	di	

“splicing”	alternativo,	codifica	per	le	proteine	non	strutturale	1	(NS1;	217	aa)	e	non	

strutturale	2	(NS2	o	proteina	di	esporto	nucleare,	NEP;	121	aa)	46.	

	

Ciclo	replicativo	

Il	ciclo	replicativo	dei	virus	influenzali	comprende	le	seguenti	 fasi:	adsorbimento,	

ingresso	 nella	 cellula	 ospite,	 spoliazione,	 replicazione	 e	 trascrizione	 del	 genoma,	

assemblaggio	e	fuoriuscita	della	progenie	virale	dalla	cellula	ospite	(Figura	5).	



	 16	

	
Figura	 5.	 Rappresentazione	 del	 ciclo	 replicativo	 del	 virus	 influenza	 A.	 Il	 virus	 si	 lega	 al	
recettore	cellulare	ed	entra	nella	cellula	ospite	per	endocitosi,	utilizzando	vescicole	rivestite	di	
clatrina.	Il	basso	pH	dell’endosoma	induce	un	cambiamento	conformazionale	dell’emoagglutinina,	
che	comporta	 l’esposizione	del	peptide	di	 fusione	presente	nella	 subunità	HA2	e	 la	 successiva	
spoliazione	del	virus.	 I	complessi	ribonucleoproteici	vengono	veicolati	al	nucleo,	dove	 inizia	 la	
trascrizione	 del	 genoma	 virale	 e	 la	 replicazione	 dell’RNA	 virale	 a	 polarità	 negativa	 [(-)vRNA],	
dando	origine	a	RNA	complementari	a	polarità	positiva	[(+)cRNA],	piccoli	RNA	virali	a	polarità	
negativa	[(-)svRNA]	ed	RNA	messaggeri	virali	(mRNA),	che	verranno	esportati	nel	citoplasma	per	
la	traduzione.	Le	proteine	virali	neosintetizzate,	necessarie	per	la	replicazione	e	la	trascrizione	
del	 genoma	 virale,	 vengono	 trasferite	 nel	 nucleo	 ed	 i	 complessi	 ribonucleoproteici	 virali	
neoformati	verranno	esportati	nel	citoplasma	per	 l’assemblaggio.	Le	proteine	mature	vengono	
veicolate	all’apparato	di	Golgi	per	modificazioni	post-traduzionali,	ed,	infine,	trasportate	verso	la	
superficie	apicale	della	membrana	cellulare,	dove	avverrà	 la	 fuoriuscita	dei	virioni	neoformati.	
Immagine	modificata	da:	Medina	e	García-Sastre	(2011)	Nat.	Rev.	Microbiol.	9:590-603.	
	

Il	virus	influenza	si	lega,	tramite	l’emoagglutinina,	ai	residui	di	acido	sialico	presenti	

sulla	superficie	della	cellula	ospite	47,	48.	L'acido	sialico	è	un	monosaccaride	a	nove	

atomi	 di	 carbonio	 presente	 comunemente	 sulla	 superficie	 cellulare	 e	 nei	 fluidi	

biologici	 di	molte	 specie	 animali	 49,	 50.	 Inoltre,	 l’acido	 sialico	 occupa	 le	 posizioni	

terminali	 delle	 catene	 oligosaccaridiche	 di	 molti	 glicoconiugati	 (glicoproteine	 e	

glicolipidi).	L’acido	N-acetilneuraminico	e	l’acido	N-glicolilneuraminico	(presente	in	

tutti	 i	 mammiferi,	 tranne	 l’uomo),	 sono	 derivati	 dell’acido	 sialico	 che	 vengono	

utilizzati	 dai	 virus	 influenzali	 quali	 recettori	 cellulari	 49	 –	 51.	 In	 particolare,	 il	 D-

galattosio	e	la	N-acetil-D-galattosamina	rappresentano,	nella	maggior	parte	dei	casi,	

il	penultimo	residuo	della	catena	oligosaccaridica	alla	quale	è	complessato	l’acido	
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sialico.	Più	precisamente,	 il	 carbonio	 terminale	 in	posizione	2	dell’acido	sialico	si	

può	legare	al	carbonio	in	posizione	3	o	al	carbonio	in	posizione	6	del	D-galattosio	o	

della	N-acetil-D-galattosamina,	formando	un	legame	α-2,3	oppure	α-2,6.	I	suddetti	

legami	 portano	 all’insorgenza	 di	 specifiche	 conformazioni	 dei	 gruppi	 glucidici	

terminali,	che	modulano	il	tropismo	dei	virus	influenzali	51	(Figura	6).	

	
Figura	6.	Tropismo	del	virus	influenza	A.		Sulla	superficie	dell’epitelio	della	trachea	dei	suini	sono	
presenti	 dei	 recettori	 contenenti	 acido	 sialico	 con	 legami	 a-2,3	 ed	 a-2,6,	 che	 consentono	
l’adsorbimento	 di	 stipiti	 influenzali	 aviari	 ed	 umani.	 Gli	 stipiti	 influenzali	 aviari	 si	 legano	
preferenzialmente	 a	 recettori	 contenenti	 acido	 sialico	 con	 legame	 a-2,3,	 presenti	 nell’epitelio	
dell’intestino	 e	 dell’apparato	 respiratorio	 degli	 uccelli.	 Gli	 stipiti	 influenzali	 che	 si	 sono	 adattati	
all’uomo	hanno	un’elevata	affinità	per	i	recettori	contenenti	acido	sialico	con	legame	a-2,6,	che	sono	
maggiormente	espressi	nell’epitelio	del	tratto	respiratorio	superiore	umano.	Immagine	modificata	
da:	Medina	e	García-Sastre	(2011)	Nat.	Rev.	Microbiol.	9:590-603. 
	

I	virus	influenzali	aviari	si	legano	preferenzialmente	all’acido	sialico	complessato	al	

D-galattosio	con	legame	α-2,3,	mentre	gli	stipiti	umani	all’acido	sialico	complessato	

al	 D-galattosio	 con	 legame	 α-2,6	 52	 -	 57.	 Sulla	 superficie	 apicale	 delle	 cellule	

dell’epitelio	respiratorio	umano	predomina	il	legame	α-2,6,	mentre	il	legame	α-2,3	

è	maggiormente	 espresso	nell’epitelio	 intestinale	degli	 uccelli	 52	 –	 55,	 57.	 L’epitelio	

respiratorio	dei	suini	presenta	recettori	con	entrambi	i	suddetti	legami	e,	pertanto,	
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tali	 animali	 possono	 essere	 infettati	 sia	 da	 ceppi	 influenzali	 aviari	 sia	 da	 ceppi	

influenzali	umani	52,	53.	

Durante	 la	 replicazione	 virale,	 l’emoagglutinina	 viene	 clivata	 nelle	 subunità	

funzionali	HA1	e	HA2,	tramite	l’azione	di	alcune	serin-proteasi	dell’ospite	58.	

In	seguito	al	 legame	tra	recettore	cellulare	e	dominio	HA1	dell’emoagglutinina,	 la	

particella	 virale	 viene	 internalizzata	mediante	 endocitosi	 in	 vescicole	 rivestite	 di	

clatrina	59	-	61.	Dopo	l’internalizzazione,	il	rivestimento	di	clatrina	viene	rimosso	e	le	

vescicole	 si	 fondono	 con	 endosomi	 primari,	 caratterizzati	 da	 un	 ambiente	

moderatamente	acido,	per	poi	progredire	ad	un	pH	nettamente	acido,	presente	negli	

endosomi	tardivi	62,	63.	Gli	endosomi	vengono	trasportati	nella	regione	perinucleare,	

mediante	un	meccanismo	di	traslocazione,	mediato	da	dineina	64.	

Alcuni	dati	di	 letteratura	attestano	che	i	virus	influenzali,	durante	il	 loro	ingresso	

nella	 cellula	 ospite,	 possono	 anche	 sfruttare	 dei	 meccanismi	 differenti	

dall’endocitosi,	che	peraltro	non	implicherebbero,	in	alcuni	casi,	l’interazione	con	il	

recettore	cellulare	65	-	68.	

Qualora	il	virus	influenza	impieghi	il	meccanismo	dell’endocitosi	per	entrare	nella	

cellula	ospite,	il	pH	acido	dell’endosoma	è	fondamentale	per	permettere	al	genoma	

del	 virus	 di	 liberarsi	 dal	 suo	 rivestimento	 51.	 Infatti,	 l’acidificazione	 del	 lume	

dell’endosoma	 induce	un	 cambiamento	 conformazionale	dell’emoagglutinina,	 che	

determina	l’esposizione	del	peptide	di	fusione	presente	nel	dominio	HA2	21.	Questo	

peptide	si	inserisce	nella	membrana	della	vescicola,	provocandone	la	fusione	con	il	

pericapside	virale.	A	seguire,	l’attivazione	dei	canali	ionici,	costituiti	dalla	proteina	

di	matrice	2,	determinerà	l’immissione	di	protoni	all’interno	del	virione,	causando	

la	dissociazione	tra	la	proteina	di	matrice	1	ed	i	complessi	delle	ribonucleoproteine	

virali.	Tale	processo	consente	la	liberazione	dei	complessi	ribonucleoproteici	virali	

nel	 citoplasma	 della	 cellula	 ospite	 69-71,	 che	 verranno	 successivamente	 veicolati	
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all’interno	 del	 nucleo,	 utilizzando	 i	 segnali	 di	 localizzazione	 nucleare	 della	

nucleoproteina	virale	21,	72.	

La	trascrizione	e	 la	replicazione	del	genoma	virale	avvengono	nel	nucleo,	 tramite	

l’azione	 del	 complesso	 enzimatico	RNA	polimerasi	 RNA-dipendente.	 Tale	 enzima	

utilizza	i	segmenti	di	RNA	virale	a	polarità	negativa	come	stampo	per	la	sintesi	di	

due	 tipi	 di	 RNA	 a	 polarità	 positiva:	 gli	 RNA	messaggeri	 (mRNA),	 funzionali	 alla	

sintesi	 delle	 proteine	 virali,	 e	 gli	 RNA	 complementari	 (cRNA),	 che	 fungono	 da	

intermedi	 per	 la	 trascrizione	 di	 nuove	 molecole	 di	 RNA	 virale	 genomico	 73.	 In	

particolare,	la	proteina	basica	polimerasica	1	si	lega	sia	agli	RNA	del	virus	parentale	

sia	ai	cRNA.	Inoltre,	tale	proteina	funge	da	subunità	catalitica,	in	quanto	contiene	dei	

domini	 conservati,	 che	 sono	 responsabili	 dell’elongazione	 delle	 catene	 di	 mRNA	

nascenti.		

Il	 complesso	 polimerasico	 dei	 virus	 influenzali	 non	 genera	 la	 struttura	 5’-cap-

metilata	per	gli	mRNA,	ma	la	sottrae	agli	mRNA	cellulari	neo-sintetizzati.	A	tal	fine,	

durante	il	processo	di	trascrizione,	la	porzione	5’-terminale	dei	pre-mRNA	cellulari	

viene	 clivata	 dall’attività	 endonucleasica	 della	 proteina	 acida	 polimerasica	 (“cap	

snatching”)	74.	

La	proteina	basica	polimerasica	2	è	responsabile	del	riconoscimento	e	del	legame	

con	 gli	 oligonucleotidi	 contenuti	 nella	 regione	 5’-cap-metilata	 dei	 pre-mRNA	

cellulari,	che	vengono	utilizzati	come	“innesco”	per	la	sintesi	degli	mRNA	virali.		

L’elongazione	delle	catene	nascenti	di	mRNA	ha	termine	quando	l’RNA	polimerasi	

virale	sintetizza	una	coda	di	poli	A	(segnale	di	poliadenilazione),	che	deriva	dalla	

trascrizione	di	5-7	residui	di	uracile	presenti	nel	segmento	di	RNA	virale	a	polarità	

negativa	 73.	 Gli	 mRNA	 virali	 vengono	 quindi	 trasportati	 nel	 citoplasma	 e	

successivamente	tradotti	21.		
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La	replicazione	del	genoma	virale	non	necessita	del	riconoscimento	di	sequenze	che	

fungono	 da	 innesco,	 a	 differenza	 della	 trascrizione.	 Infatti,	 a	 seguito	 della	

produzione	 delle	 prime	 proteine	 virali,	 avviene	 una	 transizione	 dall’attività	

polimerasica,	rivolta	alla	sintesi	degli	mRNA,	verso	quella	connessa	alla	replicazione	

del	genoma	virale	73.	

I	segmenti	di	RNA	virale	neosintetizzati	vengono	trasportati	nel	citoplasma,	grazie	

all’azione	della	proteina	di	matrice	1	e	della	proteina	non	strutturale	2.	La	proteina	

di	 matrice	 1	 permette	 l’interazione	 tra	 i	 complessi	 ribonucleoproteici	 e	 la	

nucleoproteina	 virale,	 consentendo	 la	 formazione	 di	 nuovi	 ribonucleocomplessi	

virali.	 Il	 legame	 tra	 proteina	 di	 matrice	 1,	 complessi	 ribonucleoproteici	 virali,	

proteina	 non	 strutturale	 2	 e	 proteina	 cellulare	 di	 mantenimento	 della	 regione	

cromosomica	 (Crm1)	 crea	 un	 complesso	 che	 promuove	 l’esporto	 nucleare	 del	

genoma	virale	75.	

In	 seguito	 ad	 interazioni	 con	 specifiche	 componenti	del	 citoscheletro,	 il	 suddetto	

complesso	 verrà	 veicolato	 nella	 sede	 citoplasmatica	 di	 assemblaggio	 delle	 nuove	

particelle	virali	76.	

La	proteina	di	matrice	1	è	la	proteina	più	abbondante	nei	virus	influenzali	ed	ha	un	

ruolo	centrale	nel	processo	di	gemmazione	della	progenie	virale	77,	che	avviene	a	

livello	della	membrana	plasmatica	apicale	delle	cellule	epiteliali	(Figura	7).	
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Figura	 7.	 Gemmazione	 del	 virus	 influenza.	A)	 l’emoagglutinina	 (in	
rosso)	 e	 la	 neuraminidasi	 (in	 arancione)	 si	 inseriscono	 nel	
plasmalemma;	la	proteina	di	matrice	1	(in	viola)	è	in	connessione	con	le	
porzioni	terminali	dell’emoagglutinina	e	della	neuramindasi	e	funge	da	
sito	 di	 ancoraggio	 per	 le	 ribonucleoproteine	 virali	 (in	 oro);	 B)	
progressiva	 estroflessione	 del	 plasmalemma	 in	 seguito	 all’accumulo	
della	proteina	di	matrice	1;	C)	reclutamento	della	proteina	di	matrice	2	
(in	blu),	mediato	dall’interazione	con	la	proteina	di	matrice	1;	D)	visione	
d’insieme	del	processo	di	gemmazione.		Immagine	tratta	da:	Rossman	e	
Lamb	(2011)	Virology.	411:229-236.	

	

In	 particolare,	 la	 proteina	 di	 matrice	 1	 è	 responsabile	 del	 reclutamento	 delle	

componenti	 virali	 nel	 sito	 di	 assemblaggio,	 a	 seguito	 della	 sua	 interazione	 con	

l’emoagglutinina,	 la	neuramindasi	 e	 la	proteina	di	matrice	2.	 Successivamente,	 la	

proteina	 di	 matrice	 1	 interagisce	 con	 la	 membrana	 cellulare,	 causando	

un’alterazione	 strutturale	 della	 stessa.	 L’emoagglutinina,	 la	 neuraminidasi	 e	 la	

proteina	 di	 matrice	 2	 hanno,	 nel	 dominio	 transmembrana,	 dei	 segnali	 che	 le	

veicolano,	 mediante	 esocitosi,	 verso	 la	 superficie	 apicale	 della	 membrana												

cellulare	78.	Inoltre,	l’emoagglutinina	e	la	neuraminidasi	posseggono	delle	sequenze	

segnale	 che	 ne	 consentono	 l’associazione	 con	 domini	 di	 membrana	 arricchiti	 in	

colesterolo	 e	 sfingolipidi	 75.	 Tale	 interazione	 prelude	 alla	 veicolazione	 verso	 la	

membrana	cellulare	delle	rimanenti	componenti	virali	19.	

In	seguito,	la	neuraminidasi	esplica	l’attività	sialidasica,	tagliando	i	residui	terminali	

di	acido	sialico	dai	gangliosidi	e	dalle	glicoproteine	presenti	sulla	superficie	cellulare	
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e	 consentendo	 alle	 particelle	 virali	 neoformate	 di	 essere	 rilasciate	 dalla	 cellula	

ospite.	La	neuraminidasi	rimuove	anche	i	residui	di	acido	sialico	presenti	sui	virioni	

neoformati,	in	maniera	tale	da	prevenire	l’aggregazione	tra	diverse	particelle	virali	

ed	il	legame	di	queste	a	cellule	già	infettate	21.	

	

Variabilità	genetica	

I	virus	influenzali	sono	molto	variabili,	in	quanto	presentano	un	tasso	di	mutazione	

genica	che	va	da	1x103	a	8x103	sostituzioni	nucleotidiche	per	anno	79.	L’alto	tasso	di	

mutazione	porta	alla	comparsa	di	nuove	varianti	antigeniche,	che	acquisiscono	un	

vantaggio	 selettivo	 80.	 Le	 proteine	 maggiormente	 interessate	 ai	 suddetti	

cambiamenti	sono	l’emoagglutinina	e	la	neuraminidasi.	

L’elevata	variabilità	dei	virus	influenzali	è,	in	primo	luogo,	imputabile	al	fatto	che	il	

complesso	 polimerasico	 virale	 non	 è	 in	 grado	 di	 correggere	 gli	 errori	 che	 si	

verificano	 durante	 la	 replicazione	 del	 genoma	 virale,	 causando	 l’insorgenza	 di	

mutazioni	 puntiformi	 nei	 diversi	 segmenti	 genici	 virali	 e,	 in	 particolar	modo,	 in	

quelli	 che	 codificano	 per	 le	 proteine	 emoagglutinina	 e	 neuraminidasi	 (deriva	

antigenica)	(Figura	8).	Questo	fenomeno	avviene	in	maniera	più	rilevante	nei	virus	

influenzali	A.	
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Figura	8.	Meccanismi	di	variabilità	genetica	dei	virus	
influenzali.	 A)	 deriva	 antigenica,	 dovuta	 a	 mutazioni	
puntiformi	nei	geni	che	codificano	per	l’emoagglutinina	e	
la	 neuraminidasi;	 B)	 sostituzione	 antigenica,	 dovuta	 a	
riassortimento	 genico	 tra	 due	 stipiti	 influenzali,	 che	
determina	 la	 comparsa	 di	 nuovi	 sottotipi.	 Immagine	
tratta	da:	Antonelli	et	al.	(2008)	Principi	di	Microbiologia	
Medica.	Casa	Editrice	Ambrosiana.		

	

Inoltre,	 vi	 è	 un	 secondo	 tipo	 di	 variazione	 antigenica,	 definita	 sostituzione	

antigenica,	 che	 si	può	verificare	 solo	nei	virus	 influenzali	A.	Tale	evento	 consiste	

nella	comparsa	di	un	nuovo	ceppo	virale	con	emoagglutinina	e/o	neuraminidasi	di	

sottotipo	diverso	da	quello	circolante.	Il	fenomeno	di	sostituzione	antigenica	è,	nella	

maggior	 parte	 dei	 casi,	 imputabile	 ad	 eventi	 di	 riassortimento	 genico	 tra	 ceppi	

umani	ed	animali	(aviari	o	suini).	Dal	momento	che	il	virus	influenza	possiede	un	

genoma	 segmentato,	 la	 co-infezione	 di	 una	 stessa	 cellula	 con	 due	 ceppi	 virali	

differenti	può	portare	alla	formazione	di	una	progenie	virale,	contenente	segmenti	
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genomici	di	entrambi	i	virus	parentali.	L’animale	che	consente	il	suddetto	fenomeno	

è	il	suino,	in	quanto,	come	sopra	accennato,	possiede,	sulla	superficie	delle	cellule	

dell’epitelio	respiratorio,	dei	residui	terminali	di	acido	sialico	con	legami	α-2,3	ed	α-

2,6	52,	53	(Figura	9).	

	
Figura	9.	Rappresentazione	del	meccanismo	di	riassortimento	genico	dei	virus	influenzali.	Il	
riassortimento	genico	dei	virus	influenzali	si	verifica	quando	stipiti	umani	ed	animali	co-infettano	la	
stessa	 cellula	 ospite,	 scambiando	 tra	 loro	 segmenti	 genici.	 La	 comparsa	 di	 stipiti	 influenzali	
riassortanti	con	geni	provenienti	sia	da	ceppi	aviari	sia	da	ceppi	umani	può	avvenire	nei	suini,	 in	
quanto	tali	ospiti	presentano	recettori	contenenti	acido	sialico	con	legami	a-2,3	ed	a-2,6.	Immagine	
modificata	da:	Stevens	et	al.	(2006)	Nat.	Rev.	Microbiol.	4:857-864.	
	

	Il	 riassortimento	 fra	ceppi	che	 infettano	specie	differenti	è	ritenuto	responsabile	

delle	 pandemie	 influenzali	 verificatesi	 fino	 ad	 oggi.	 Tali	 pandemie	 si	 sono	

manifestate	 nel	 1918	 (influenza	 spagnola,	 sottotipo	 H1N1),	 nel	 1957	 (influenza	

asiatica,	sottotipo	H2N2)	e	nel	1968	(influenza	di	Hong	Kong,	sottotipo	H3N2).	In	

particolare,	 la	 pandemia	del	 1918	ha	provocato	 fino	 a	50	milioni	 di	morti	 81.	 Un	

esempio	più	recente	di	pandemia	è	quella	del	2009,	sostenuta	da	uno	stipite	di	virus	

influenza	A	di	 sottotipo	H1N1,	protagonista	di	numerosi	eventi	di	 riassortimento	

genico	82	e	responsabile	di	più	di	500.000	morti	83.	
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L’alto	tasso	di	mutazione,	la	possibilità	di	riassortimento	genico	e	l’ampia	varietà	di	

virus	 influenzali	circolanti,	 rendono	ragione	della	capacità	dei	virus	 influenzali	di	

superare	le	barriere	indotte	da	risposte	immunitarie	pregresse	80.	Inoltre,	l’elevata	

variabilità	del	virus	influenza	limita	l’efficacia	della	terapia	antivirale,	a	causa	della	

possibile	comparsa	di	fenomeni	di	farmaco-resistenza.	La	vaccinazione	rappresenta,	

quindi,	la	migliore	strategia	per	prevenire/ridurre	le	possibilità	di	infezione	da	parte	

dei	 virus	 influenzali.	 Tuttavia,	 le	 strategie	 impiegate	 per	 lo	 sviluppo	 di	 vaccini	

proteggenti	e	capaci	di	stimolare	una	risposta	immunitaria	di	lunga	durata,	non	sono	

risultate,	a	tutt’oggi,	efficaci	80.	Infatti,	la	composizione	del	vaccino	anti-influenzale	

prodotto	nel	nostro	distretto	geografico	deve	essere	rimodulata	tutti	gli	anni,	sulla	

base	delle	caratteristiche	antigeniche	dei	ceppi	che	hanno	avuto	maggiore	diffusione	

nel	periodo	epidemico	dell’emisfero	meridionale.	
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IL	CITOSCHELETRO	CELLULARE	

Tra	 le	 numerose	 componenti	 cellulari	 implicate	 nello	 svolgimento	 del	 ciclo	

replicativo	dei	virus	influenzali	è	di	notevole	interesse	il	citoscheletro	cellulare.		

Tre	sono	i	principali	sistemi	citoscheletrici	citoplasmatici	delle	cellule	eucariote:	i	

microtubuli,	 formati	 prevalentemente	 da	 tubulina	 ed	 in	 grado	 di	 determinare	 la	

posizione	degli	organelli	e	dirigere	il	trasporto	intracellulare,	i	filamenti	intermedi,	

variabili	 da	 un	 tipo	 cellulare	 ad	 un	 altro	 ed	 in	 grado	 di	 fornire	 un	 supporto	

strutturale	e	resistenza	meccanica	alla	cellula,	ed,	infine,	i	microfilamenti,	costituiti	

principalmente	 da	 actina	 e	 da	 numerose	 proteine	 ad	 essa	 correlate,	 in	 grado	 di	

determinare	la	morfologia	e	la		motilità	cellulare	84.	

La	 dinamica	 di	 questi	 sistemi	 e	 le	 loro	 interazioni	 risultano	 di	 fondamentale	

importanza	 per	 l’espressione	 di	 funzioni	 cellulari	 già	 classicamente	 riconosciute	

come,	 ad	 esempio,	 la	 contrazione	muscolare,	 la	 divisione	 cellulare	 e	 l’ancoraggio	

della	 cellula	 ad	 un	 substrato.	 Oltre	 a	 funzioni	 connesse	 all’organizzazione	

architetturale	 della	 matrice	 citoplasmatica,	 al	 citoscheletro	 compete	 anche	 la	

trasduzione	di	segnali	ad	attività	regolatoria	sull’espressione	genica,	sulla	sintesi	di	

RNA	 e	 proteine,	 sulla	 modulazione	 del	 livello	 intracellulare	 degli	 ioni	 calcio	 ed,	

infine,	sulla	proliferazione	cellulare	85	–	87.	
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I	microtubuli	

I	microtubuli	sono	formati	dalle	subunità	proteiche	alpha-	(α)	e	beta-	(β)	tubulina	

(55	kDa),	unite	da	legami	non	covalenti	(Figura	10).	

	
Figura	10.	Rappresentazione	della	struttura	dei	microtubuli.	La	subunità	di	ciascun	
protofilamento	è	un	eterodimero,	formato	da	monomeri	di	α-	e	β-tubulina.	La	molecola	di	
GTP	nel	monomero	di	α-tubulina	è	legata	saldamente	e	si	può	considerare	parte	integrante	
della	 proteina,	mentre	 nel	monomero	di	 β-tubulina	 è	 legata	meno	 stabilmente.	 Ciascun	
protofilamento	è	composto	da	numerose	subunità,	adiacenti	tra	loro	e	con	un	orientamento	
analogo,	 che	 si	 dispongono	 attorno	 ad	un	 cilindro	 cavo.	 L’estremità	negativa	di	 ciascun	
microtubulo	 presenta	 un	 anello	 di	 g-tubulina,	 che	 assicura	 il	 corretto	 assemblaggio	 dei	
microtubuli.	Immagine	modificata	da:	Conde	e	Cáceres	(2009)	Nat.	Rev.	Neurosci.	10:319-
332.	

	

Ciascun	monomero	 di	 α-	 o	 β-tubulina	 ha	 un	 sito	 di	 legame	 per	 una	molecola	 di	

guanosintrifosfato	(GTP).	Il	GTP	associato	al	monomero	di	α-tubulina	è	localizzato	

sull’interfaccia	 del	 dimero	 di	 α-	 e	 β-tubulina	 e	 non	 viene	 mai	 idrolizzato	 a	

guanosindifosfato	 (GDP),	 pertanto,	 può	 essere	 considerato	 parte	 integrante	 della	

struttura	 dell’eterodimero	 di	 tubulina.	 Invece,	 il	 nucleotide	 GTP	 associato	 a	 β-

tubulina	può	essere	anche	nella	forma	idrolizzata	(GDP).	

I	microtubuli	sono	strutture	cilindriche	polarizzate,	costituite	da	13	protofilamenti	

paralleli,	ciascuno	dei	quali	composto	da	molecole	di	α-	e	β-tubulina,	e	presentano	
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un	 diametro	 esterno	 di	 24	 nm.	 La	 polarità	 dei	 microtubuli	 è	 indotta	

dall’orientamento	 parallelo	 delle	 diverse	 subunità	 che	 li	 costituiscono.	 Infatti,	

questo	 tipo	 di	 orientamento	 differenzia	 le	 estremità	 di	 ciascun	 polimero,	

consentendo	 di	 distinguere	 un’estremità	 positiva,	 dove	 i	 processi	 di	

polimerizzazione	 e	 depolimerizzazione	 avvengono	 velocemente,	 ed	 un’estremità	

negativa.	 Nei	 microtubuli,	 le	 subunità	 di	 α-tubulina	 sono	 esposte	 all’estremità	

negativa	e	le	subunità	di	β-tubulina	all’estremità	positiva.	

Oltre	alle	molecole	di	α-	e	β-tubulina,	è	presente,	in	esigue	quantità,	g-tubulina,	che	

costituisce	un	complesso	ad	anello	(“g-tubulin	ring	complex”,	g-TuRC),	coinvolto	nei	

processi	di	nucleazione	ed	assemblaggio	dei	microtubuli	88.	

La	polimerizzazione	dei	microtubuli	è	resa	possibile	dalla	funzione	di	nucleazione	

dei	centri	di	organizzazione	dei	microtubuli	(MTOCs),	costituiti	dai	centrosomi	e	dai	

corpi	basali.	I	MTOC	svolgono	funzioni	di	controllo	sul	numero	dei	microtubuli	e	dei	

protofilamenti	presenti	nella	cellula,	come	anche	sulla	loro	polarità.	

La	 crescita	 dei	 microtubuli	 non	 è	 un	 processo	 continuo	 e	 lineare,	 in	 quanto	 il	

filamento	 va	 incontro	 a	 fasi	 alternate	 di	 rapida	 crescita	 e	 sfaldamento.	 Questo	

processo	 viene	 definito	 “instabilità	 dinamica”	 ed	 è	 fortemente	 influenzato	 dalla	

specifica	funzione	che	i	microtubuli	stanno	svolgendo	all’interno	della	cellula;	per	

esempio,	durante	la	mitosi,	l'instabilità	dei	microtubuli	aumenta,	al	fine	di	garantire	

la	formazione	del	fuso	mitotico	89	(Figura	11).	
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Figura	 11.	 Instabilità	 dinamica	 dei	 microtubuli.	
Alternanza	 dei	 processi	 di	 polimerizzazione	 e	
depolimerizzazione	 GTP-dipendenti	 dei	 microtubuli.	
Immagine	 modificata	 da:	 Conde	 e	 Cáceres	 (2009)	 Nat.	
Rev.	Neurosci.	10:319-332.	

	

Le	 proteine	 associate	 ai	 microtubuli	 (“microtubule-associated	 proteins”,	 MAPs)	

svolgono	 un	 ruolo	 di	 rilievo	 nel	 favorirne	 la	 polimerizzazione	 e	 stabilizzazione,	

unitamente	alle	modificazioni	post-traduzionali	che	si	esprimono	a	carico	di	α-	e	β-

tubulina	86.	

Tra	le	molecole	associate	ai	microtubuli	figurano	le	proteine	MAP1,	MAP2,	MAP4	e	

tau,	 che	 sono	 coinvolte	 nei	 processi	 di	 polimerizzazione	 e	 stabilizzazione	 dei	

microtubuli,	 in	 quanto	 ne	 consentono	 l’allungamento,	 diminuendo	 il	

disassemblaggio	delle	molecole	di	tubulina	alle	loro	estremità.	

Tra	le	proteine	MAP,	alcune	sono	in	grado	di	mediare	l’interazione	dei	microtubuli	

con	altre	componenti	cellulari.	Ad	esempio,	tali	proteine	sono	rilevanti	nei	neuroni,	

dove	fasci	stabilizzati	di	microtubuli	formano	il	nucleo	degli	assoni	e	dei	dendriti,	

che	 si	 estendono	 dal	 corpo	 cellulare.	 Esse	 hanno	 un	 dominio	 che	 si	 lega	 alla	

superficie	 dei	 microtubuli	 ed	 un	 altro	 che	 sporge	 all’esterno	 del	 filamento	
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citoscheletrico.	 La	 lunghezza	 del	 dominio	 sporgente	 regola	 le	 interazioni	 dei	

microtubuli	con	altri	microtubuli.	

Le	cellule	che	sovraesprimono	 la	proteina	MAP2,	 che	presenta	un	 lungo	dominio	

sporgente,	formano	dei	fasci	di	microtubuli	stabili,	che	sono	distanziati	tra	loro	in	

maniera	 proporzionale	 all’estensione	 laterale	 di	 tale	 proteina	 90.	 Al	 contrario,	 le	

cellule	che	sovraesprimono	la	proteina	tau,	caratterizzata	da	un	dominio	sporgente	

corto,	formano	dei	fasci	di	microtubuli	più	compatti	(Figura	12).	

	

	
Figura	12.	Rappresentazione	dell’organizzazione	dei	 fasci	di	microtubuli	da	
parte	 delle	 proteine	 MAP.	 A)	 la	 proteina	 MAP2	 si	 lega	 lungo	 la	 superficie	 dei	
microtubuli	ed	estende	un	lungo	dominio,	che	sporge	all’esterno;	B)	la	proteina	tau	
si	 lega	 alle	 estremità	N-	 e	 C-terminali	 del	microtubulo,	 formando	una	 corta	 ansa	
sporgente.	Immagine	modificata	da:	Alberts	et	al.	(2011)	Biologia	molecolare	della	
cellula.	Garland	Science;	C)	visualizzazione	al	microscopio	elettronico	di	una	sezione	
trasversale	di	un	fascio	di	microtubuli	in	una	cellula	che	sovraesprime	la	proteina	
MAP2.	 La	 spaziatura	 regolare	dei	microtubuli	 (MTs)	dipende	dalla	 lunghezza	dei	
domini	sporgenti	della	proteina	MAP2;	D)	visualizzazione	al	microscopio	elettronico	
di	una	sezione	trasversale	di	un	fascio	di	microtubuli	in	una	cellula	che	sovraesprime	
la	proteina	tau.	In	quest’ultimo	caso,	i	microtubuli	sono	meno	spaziati	a	causa	del	
dominio	sporgente	ridotto	della	proteina	tau.	Immagine	modificata	da:	Chen	et	al.	
(1992)	Nature.	360:674-677.	
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Il	dominio	delle	proteine	MAP	che	si	lega	ai	microtubuli,	comprende	copie	multiple	

di	 una	 sequenza	 amminoacidica	 in	 grado	 di	 legarsi	 a	 tubulina.	 Quando	 queste	

proteine	 sono	 aggiunte	 ad	 una	 soluzione	 di	 tubulina	 pura	 non	 polimerizzata,	

accelerano	 di	 molto	 la	 nucleazione	 della	 stessa,	 in	 quanto	 verosimilmente	

stabilizzano	gli	oligomeri	di	tubulina	che	si	formano	precocemente	durante	la	fase	

di	polimerizzazione.	

Mentre	 le	 proteine	 MAP2	 e	 tau	 sono	 presenti	 in	 poche	 tipologie	 di	 cellule	 dei	

vertebrati,	altre	proteine	MAP	sembrano	avere	un	ruolo	centrale	nella	dinamica	dei	

microtubuli	di	quasi	tutte	le	cellule	eucariotiche.	

In	particolare,	la	proteina	MAP4	è	la	principale	componente	in	cellule	epiteliali	91	-	

93.	 Tale	 proteina	 è	 codificata	 da	 un	 singolo	 gene	 e	 possiede	 tre	 distinti	 domini	

funzionali:	un	dominio	di	proiezione	(zona	N-	terminale;	aa	1-575),	che	è	in	grado	di	

regolare	 i	 rapporti	 tra	 i	 diversi	 microtubuli	 e	 quelli	 dei	 microtubuli	 con	 altre	

molecole	o	componenti	cellulari	94,	95,	un	dominio	ricco	di	proline	(aa	645-895),	ed,	

infine,	 un	 dominio	 che	 ne	 rende	 possibile	 il	 legame	 al	microtubulo	 (porzione	 C-

terminale;	 aa	 902-1090).	 La	 proteina	 MAP4	 ha	 la	 capacità	 di	 contrastare	

efficacemente	 la	 dinamicità	 dei	 microtubuli,	 dal	 momento	 che	 ne	 favorisce	 la	

polimerizzazione	e	stabilizzazione	96.	

Dal	punto	di	vista	funzionale,	i	microtubuli	svolgono	un	ruolo	di	supporto	strutturale	

della	 cellula,	 presiedono	 alla	 formazione	 del	 fuso	 mitotico,	 partecipano	 alla	

secrezione	 di	 ormoni	 e	 consentono	 il	 trasporto	 citoplasmatico	 di	 organuli	 e	

vescicole.	 In	 quest’ultima	 accezione,	 le	 proteine	motrici	 associate	 ai	microtubuli,	

quali	le	chinesine	e	le	dineine,	regolano	l’efficienza	e	la	direzionalità	delle	funzioni	

di	trasporto	citoplasmatico.	Inoltre,	i	microtubuli	possono	supportare	le	fasi	precoci	

dell’infezione	 virale,	 dal	 momento	 che	 vengono	 cooptati	 dai	 virus	 ai	 fini	 del	

raggiungimento	dei	siti	di	replicazione	97	-	107	(Figura	13).	
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Figura	 13.	 Rappresentazione	 del	 trasporto	 intracellulare	 dei	 virus	
influenzali	mediato	dai	microtubuli.	EE:	endosoma	precoce;	AT:	actina;	MT:	
microtubuli;	ME:	 endosoma	maturo;	 LE:	 endosoma	 tardivo.	 Immagine	 tratta	
da:	Lakadamyali	et	al.	(2003)	PNAS.	100:9280-9285.	

	

I	microfilamenti	

I	microfilamenti	sono	polimeri	elicoidali,	a	due	filamenti,	della	proteina	actina,	un	

polipeptide	globulare	di	peso	molecolare	pari	a	43	kDa	(Figura	14).	

	
Figura	14.	Rappresentazione	della	struttura	dei	microfilamenti.	A)	il	monomero	di	
actina	 è	 associato	 ad	 un	 nucleotide	 (ATP	 o	 ADP)	 nel	 centro	 della	molecola;	 B)	 ogni	
subunità	di	actina	(actina	globulare)	si	può	legare	ad	altre	due	subunità,	formando	un	
polimero	lineare.	Due	polimeri	sono	avvolti	tra	loro,	come	filamenti	paralleli	di	un’elica,	
con	 un	 giro	 che	 si	 ripete	 ogni	 37	 nm,	 e	 danno	 origine	 ad	 un	 microfilamento,	
caratterizzato	da	un	diametro	di	circa	7	nm	(actina	filamentosa).	Tutte	le	subunità	di	
actina	 presenti	 in	 un	 filamento	 hanno	 lo	 stesso	 orientamento;	 C)	 visualizzazione	 al	
microscopio	elettronico	di	un	microfilamento,	previa	colorazione	negativa.	Immagine	
modificata	da:	Alberts	et	al.	(2011)	Biologia	molecolare	della	cellula.	Garland	Science.	
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I	microfilamenti	sono	strutture	flessibili,	con	un	diametro	di	5-9	nm,	organizzate	in	

fasci	o	reti	bi-	e	tri-dimensionali.	Essi	si	concentrano,	in	particolar	modo,	a	ridosso	

della	membrana	plasmatica,	formando	la	cosiddetta	“corteccia	cellulare”.	

Ciascuna	subunità	di	actina	ha	un	sito	di	legame	per	il	nucleotide	adenosintrifosfato	

(ATP),	oppure	per	 il	nucleotide	adenosindifosfato	 (ADP).	Le	 subunità	di	 actina	 si	

assemblano	con	un	orientamento	testa-coda	per	generare	dei	 filamenti	a	polarità	

distinta.	

L'assemblaggio	 dei	 microfilamenti	 è	 strettamente	 dipendente	 dalle	 condizioni	

dell'ambiente	 intracellulare,	 ed,	 in	particolare,	 dalle	 tipologie	 e	 concentrazioni	di	

ioni,	come	anche	dal	legame	con	l'ATP.	I	monomeri	di	actina	legati	ad	ATP	tendono	

ad	associarsi	con	maggiore	facilità	al	filamento	in	crescita,	rispetto	ai	monomeri	in	

cui	l'ATP	è	stato	idrolizzato	ad	ADP.	La	presenza	nel	filamento	di	actina	legata	ad	

ATP	identifica	l'estremità	positiva	dello	stesso,	mentre	le	molecole	di	actina	legate	

ad	ADP	ne	costituiscono	l'estremità	negativa.	

Tra	 i	meccanismi	che	regolano	 la	 formazione	dei	polimeri	di	actina,	predomina	 il	

fenomeno	del	“treadmilling”,	ovvero	il	processo	in	base	al	quale	un	microfilamento	

è	mantenuto	ad	una	lunghezza	costante	mediante	l’aggiunta	di	subunità	di	actina	ad	

un’estremità	e	la	simultanea	perdita	di	subunità	di	actina	dall’altra	(Figura	15).	

	
Figura	15.	Rappresentazione	del	 processo	di	 assemblaggio	dei	microfilamenti.	
Tramite	 un	 meccanismo	 ATP-dipendente	 (“treadmilling”),	 le	 subunità	 di	 actina	 si	
assemblano	all’estremità	positiva	del	filamento	(+),	mentre	si	disassemblano	da	quella	
negativa	 (-);	 il	 polimero	 mantiene,	 in	 tal	 modo,	 una	 lunghezza	 costante.	 Immagine	
modificata	da:	Lee	e	Dominguez	(2010)	Mol.	Cells.	29:311-325.	
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Esistono	 diverse	 proteine	 deputate	 alla	 regolazione	 dei	 microfilamenti.	 Nello	

specifico,	tali	proteine	sono	in	grado	di	depolimerizzare	i	microfilamenti,	di	legare	i	

monomeri	di	actina	(per	ridurne	la	concentrazione,	e,	quindi,	la	tendenza	a	formare	

dei	 polimeri)	 e	 di	 “incappucciare”	 l’estremità	 in	 crescita	 dei	microfilamenti,	 allo	

scopo	 di	 evitarne	 un	 ulteriore	 allungamento	 108.	 Inoltre,	 vi	 sono	 proteine	 che	

favoriscono	 la	 formazione	 dei	 microfilamenti,	 tra	 cui	 profilina,	 che	 si	 lega	 ai	

monomeri	di	actina,	oppure	proteine	che	ostacolano	la	polimerizzazione	di	actina,	

tra	cui	severina,	timosina	e	gelsolina.	In	aggiunta,	vi	sono	proteine	che	organizzano	

i	microfilamenti	in	fasci	paralleli,	quali	fimbrina,	α-actinina,	tropomiosina,	fodrina	e	

villina,	 ed	 in	 reticoli,	 quale	 filamina.	 Infine,	 vi	 sono	 proteine	 che	 collegano	 i	

microfilamenti	 alla	 membrana	 plasmatica,	 quali	 spettrina,	 distrofina,	 vinculina,	

talina	e	tensina,	e	proteine	che	si	spostano	lungo	i	microfilamenti,	quale	miosina.	

I	 microfilamenti	 possono	 partecipare	 al	 sostegno	 strutturale	 della	 cellula,	

garantendone	la	forma	e	la	resistenza	meccanica,	oltre	che	a	funzioni	di	contrazione,	

adesione	e	movimento	cellulare.	Inoltre,	i	microfilamenti	intervengono	nell’apoptosi	

ed	in	altri	meccanismi	che	controllano	il	danno	tessutale	108.	

	

Principali	meccanismi	di	regolazione	del	citoscheletro	

I	proteasomi	

I	proteasomi	26S	sono	dei	complessi	multi-enzimatici	ad	elevato	peso	molecolare	

(circa	2.000	kDa),	caratterizzati	da	una	struttura	quaternaria	altamente	conservata.	

Essi	 costituiscono	 il	 principale	 sistema	 di	 degradazione	 proteica	 presente	 nelle	

cellule	eucariote,	sia	a	livello	del	nucleo	sia	del	citoplasma.	

Il	proteasoma	è	costituito	da	un	cilindro	cavo	centrale	(proteasoma	20S)	di	14,8	nm	

di	lunghezza	e	11,3	nm	di	diametro,	formato	da	quattro	anelli	sovrapposti,	ciascuno	

dei	quali	costituito	da	sette	subunità	proteiche	109	-	111	(Figura	16).	
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Figura	16.	Rappresentazione	della	struttura	del	proteasoma.		
Il	 cilindro	 centrale	 20S	 del	 proteasoma	 è	 associato	 ad	 un	
cappuccio	 19S	 a	 ciascuna	 estremità.	 Il	 cappuccio	 19S	 lega	
selettivamente	 le	 proteine	 marcate	 con	 ubiquitina	 ai	 fini	 della	
successiva	degradazione.	Le	subunità	ATPasiche	del	cappucio	19S	
inducono	 la	 perdita	 della	 struttura	 secondaria	 e	 terziaria	 della	
proteina	che	deve	essere	degradata,	al	fine	di	facilitarne	l’ingresso	
nella	 cavità	 del	 cilindro	 20S,	 dove	 è	 presente	 il	 sito	 catalitico.	
Immagine	modificata	da:	Adams	J.	(2004)	Nat.	Rev.	Cancer.	4:349-
360.	

	

Alcune	subunità	proteiche	dei	proteasomi	sono	enzimi	a	 funzione	proteasica,	con	

siti	attivi	che	si	affacciano	alla	camera	interna	del	cilindro.	

Ciascuna	estremità	del	cilindro	è	normalmente	associata	ad	un	complesso	proteico	

(cappuccio	 19S),	 composto	 da	 circa	 venti	 diversi	 polipeptidi.	 Le	 subunità	 del	

cappuccio	includono	almeno	sei	proteine	che	idrolizzano	l’ATP,	inducendo	la	perdita	

della	struttura	secondaria	e	terziaria	delle	proteine	da	degradare	e	favorendone	la	

veicolazione	nella	camera	interna	del	proteasoma.	

Con	 poche	 eccezioni,	 i	 proteasomi	 agiscono	 su	 proteine	 “marcate”	 per	 la	

degradazione,	grazie	all’addizione,	mediante	legami	covalenti,	di	copie	multiple	di	

ubiquitina.	

L’intervento	 dei	 proteasomi	 nella	 regolazione	 di	 funzioni	 cellulari	 in	 condizioni	

fisiologiche	è	supportato	da	numerosi	dati	di	letteratura	112	-	114.	Alcuni	Autori	hanno	

riportato	che	i	proteasomi	svolgono	un	ruolo	cruciale	nella	regolazione	dell’assetto	

del	 sistema	 citoscheletrico,	 regolando	 la	 sintesi	 e	 la	 dinamicità	dei	microtubuli	 e	

l’organizzazione	 del	 sistema	 citoscheletrico	 dei	 microfilamenti	 115	 -	 119.	 Ancora	

aperte	e	del	tutto	incomplete	rimangono,	invece,	le	conoscenze	sull’intervento	dei	
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proteasomi	 in	 eventi	 che	 comportino	 un’alterazione	 del	 normale	 equilibrio	

omeostatico	 cellulare,	 quale	 l’infezione	 virale.	 A	 tal	 riguardo,	 recenti	 dati	 di	

letteratura	hanno	evidenziato	che	i	proteasomi	hanno	un	ruolo	regolatorio	in	fasi	

precoci	e	tardive	del	ciclo	replicativo	di	diversi	virus	120	-	123.	In	particolare,	è	stato	

dimostrato	l’intervento	dei	proteasomi	durante	il	processo	di	internalizzazione	dei	

virus	influenzali	nella	cellula	ospite	124.	

	

Le	formine	

Sebbene	ai	microtubuli	e	ai	microfilamenti	competano	specifiche	funzioni,	è	stato	

messo	in	evidenza	che	tra	tali	sistemi	citoscheletrici,	apparentemente	distinti	tra	di	

loro,	esistono	delle	interazioni	125	-	128,	soprattutto	nell’ambito	di	processi	biologici	

che	portano	ad	una	rapida	riorganizzazione	cellulare	in	risposta	a	stimoli	esterni,	

quale	l’infezione	virale	129,	130.	In	particolare,	un	crescente	numero	di	osservazioni	

sperimentali	 ha	 messo	 in	 luce	 che	 i	 microtubuli	 e	 i	 microfilamenti	 cooperano	

durante	 una	 grande	 varietà	 di	 processi	 cellulari,	 comprendenti	 la	 migrazione	

cellulare,	il	trasporto	di	membrana	e	la	divisione	cellulare	129,	131,	132.	Inoltre,	è	stato	

evidenziato	che	l’alterazione	strutturale	di	uno	dei	due	sistemi	citoscheletrici	può	

avere	 ripercussioni	 sull’organizzazione	 dell’altro	 132.	 L’insieme	 di	 tali	 evidenze	

suggerisce	che	i	microtubuli	e	i	microfilamenti	possono	interagire	sia	fisicamente	sia	

funzionalmente,	sebbene	i	meccanismi	molecolari	che	regolano	tali	interazioni	non	

siano	completamente	noti	133.	

Numerosi	studi	hanno	dimostrato	che	le	formine	svolgono	un	ruolo	fondamentale	

nel	 rimodellamento	 del	 citoscheletro,	 in	 quanto	 sono	 coinvolte	 nella	

polimerizzazione	dell’actina	e	nella	stabilizzazione	dei	microtubuli	134	-	138.	

Le	 formine	 sono	 delle	 grandi	 proteine	 (120-220	 kDa),	 altamente	 conservate	 e	

codificate	da	15	geni	130.	Tra	queste,	spiccano	le	formine	di	mammifero	omologhe	alla	
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proteina	diafano	di	Drosophila	(DIAPH),	caratterizzate	dai	seguenti	domini:	omologia	

formina	 2	 (FH2),	 omologia	 formina	 1	 (FH1),	 diafano	 inibitorio	 amminoterminale	

(DID)	e	diafano	autoregolatorio	carbossiterminale	(DAD).	Inoltre,	le	formine	DIAPH	

presentano	un	sito	di	ancoraggio	per	l’enzima	GTPasi,	con	funzione	regolatoria	139	-	

146	(Figura	17).	

	
Figura	 17.	 Struttura	 e	 meccanismo	 d’azione	 delle	 formine	 di	 mammifero	 omologhe	 alla	
proteina	diafano	di	Drosophila.	A)	rappresentazione	della	struttura	della	formina	di	mammifero	
omologa	alla	proteina	diafano	di	Drosophila;	B)	le	formine	sono	responsabili	della	polimerizzazione	
dei	 microfilamenti,	 promuovendo	 l’aggiunta	 di	 monomeri	 di	 actina	 all’estremità	 positiva	 (+);	 C)	
rappresentazione	del	meccanismo	di	stabilizzazione	dei	microtubuli	mediato	dalla	formina	DIAPH2,	
che	 si	 lega	 direttamente	 ai	 filamenti;	 D)	 rappresentazione	 del	meccanismo	 di	 stabilizzazione	 dei	
microtubuli	 mediato	 dalla	 formina	 DIAPH2,	 che	 si	 associa	 alle	 proteine	 EB1	 e	 APC.	 Immagine	
modificata	da:	DeWard	e	Alberts	(2008)	Curr.	Biol.	18:605-608.	
	

Le	 formine	 esistono	 normalmente	 in	 uno	 stato	 inattivo	 autoinibito,	 mediato	

dall’interazione	tra	i	domini	DID	e	DAD	139,	143.	L’attivazione	delle	formine	è	indotta	

dall’interazione	 con	 l’enzima	GTPasi	 associato	 a	 Rho	 (Rho-GTPasi),	 che	 degrada	 il	

legame	tra	DID	e	DAD	137.	Questo	meccanismo	di	attivazione	consente	una	precisa	
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regolazione	spaziale	e	 temporale	del	 rimodellamento	citoscheletrico	mediato	dalle	

formine.	

Ad	oggi,	sono	state	descritte	tre	isoforme	delle	formine	di	mammifero	omologhe	alla	

proteina	 diafano	 di	Drosophila:	 DIAPH1,	DIAPH2	 e	DIAPH3	 147.	 Dati	 di	 letteratura	

riportano	 che	 la	 formina	 DIAPH1	 svolge	 un	 ruolo	 centrale	 nell’assemblaggio	 dei	

monomeri	di	actina,	nella	stabilizzazione	dei	microtubuli	e	nell’orientamento	del	fuso	

mitotico	e	del	centrosoma	137,	138,	148	-	153,	mentre	le	formine	DIAPH2	e	DIAPH3	sono	

principalmente	coinvolte	nella	stabilizzazione	dei	microtubuli	134,	154	–	157.	

Il	 meccanismo	 di	 nucleazione	 ed	 allungamento	 dei	 microfilamenti,	 attuato	 dalla	

formina	 DIAPH1,	 è	 mediato	 dal	 dominio	 FH2,	 che	 assembla	 i	 nuovi	 monomeri	 di	

actina	all’estremità	positiva	del	filamento	in	crescita	138.		

Con	particolare	riferimento	al	meccanismo	di	stabilizzazione	dei	microtubuli	attuato	

dalle	formine,	è	stato	evidenziato	che,	per	la	proteina	DIAPH2,	il	dominio	FH2	si	lega	

direttamente	ai	microtubuli,	riducendone	la	depolimerizzazione	157.	Altri	studi	hanno	

dimostrato	 che	 la	 formina	 DIAPH2	 può	 associarsi	 anche	 indirettamente	 ai	

microtubuli,	mediante	il	legame	con	le	proteine	EB1	(proteina	1	legata	all’estremità,	

“end-binding	protein	1”)	ed	APC	(proteina	“adenomatous	polyposis	coli”)	154,	157.	La	

proteina	 EB1	 è	 in	 grado	 di	 legare	 sia	 il	 dominio	 carbossiterminale	 della	 proteina							

APC	 158	 sia	 l’estremità	 positiva	 dei	 microtubuli,	 condizionando,	 in	 tal	 modo,	 il	

successivo	legame	a	questi	della	proteina	APC	159	-	161.	In	particolare,	è	stato	descritto	

che	il	dominio	carbossiterminale	della	proteina	APC	interagisce	funzionalmente	con	

la	proteina	EB1	per	stabilizzare	i	microtubuli	162.	

Dal	 momento	 che	 le	 formine	 giocano	 un	 ruolo	 centrale	 nella	 regolazione	 delle	

dinamiche	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	163	e,	in	assenza	di	segnali	in	grado	di	

promuovere	 una	 riorganizzazione	 del	 citoscheletro,	 rimangono	 inattive	 e	

generalmente	 localizzate	 in	 maniera	 diffusa	 nel	 citoplasma	 164	 -	 166,	 è	 verosimile	
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ipotizzare	un	loro	ruolo	in	corso	di	infezione	virale.	A	tutt’oggi,	sussistono	dati	parziali	

ed	 incompleti,	 relativi	 alla	 partecipazione	 delle	 formine	 alla	 regolazione	 del	 ciclo	

replicativo	virale	130,	167,	168.	

	

Modificazioni	post-traduzionali	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	

Le	 proprietà	 dei	 microtubuli	 e	 dei	 microfilamenti	 sono	 strettamente	 correlate	

all’interazione	 degli	 stessi	 con	 numerose	molecole,	 come	 anche	 all’insorgenza	 di	

modificazioni	post-traduzionali.	

Tra	 le	modificazioni	 post-traduzionali	 che	 si	 verificano	 a	 carico	 dei	microtubuli,	

spiccano	 l’acetilazione,	 processo	 in	 cui	 l’enzima	 acetiltransferasi	 lega	 un	 gruppo	

acetile	 alla	 subunità	 lisina	 40	 di	 a-tubulina,	 la	 detirosinazione,	 processo	 in	 cui	

l’enzima	carbossipeptidasi	rimuove	il	residuo	di	tirosina	di	a-tubulina,	inducendo	la	

stabilizzazione	dei	microtubuli,	la	poliglutamilazione,	che	consiste	nell’aggiunta	di	

catene	di	 glutammati	 ai	 residui	di	 glutammina	presenti	 nelle	molecole	di	a-	 e	b-

tubulina,	ed,	infine,	la	poliglicilazione,	che	prevede	l’aggiunta	di	residui	di	glicina	alle	

molecole	di	a-	e	b-tubulina,	determinando	un’alterazione	del	legame	dei	microtubuli	

ad	altre	proteine	(Figura	18).	
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Figura	 18.	 Rappresentazione	 della	 localizzazione	 delle	
modificazioni	 post-traduzionali	 che	 si	 esprimono	 a	 carico	 dei	
microtubuli.	Il	residuo	di	tirosina	(Y)	viene	rimosso	dalla	molecola	
di	 a-tubulina	 in	 seguito	 a	 detirosinazione.	 La	 poliglutamilazione	
(EEE)	 e	 la	 poliglicilazione	 (GGG)	 avvengono	 alle	 estremità	 C-
terminali	di	a-	e	b-tubulina.	L’acetilazione	prevede	l’aggiunta	di	un	
gruppo	acetile	alla	subunità	lisina	40	(K40)	di	a-tubulina.	Immagine	
modificata	da:	Hammond	et	al.	 (2008)	Curr.	Opin.	Cell.	Biol.	20:71-
76.	

	

Le	 modificazioni	 post-traduzionali	 più	 rilevanti	 dei	 microfilamenti	 sono	

l’arginilazione,	la	glutationilazione	e	la	fosforilazione.		

L’arginilazione	è	mediata	dall’enzima	arginiltransferasi	e	consiste	nell’aggiunta	di	

un’arginina	 all’estremità	 N-terminale	 del	microfilamento	 169,	 170,	 che	 favorisce	 la	

polimerizzazione	 e	 l’organizzazione	 dell’actina	 in	 microfilamenti	 compatti	 e	

strettamente	interconnessi	tra	loro	170,	171.	

La	 glutationilazione	 consiste	 nell’aggiunta	 di	molecole	 di	 glutatione	 ai	 residui	 di	

cisteina	dell’actina,	che	proteggono	tale	proteina	dallo	stress	ossidativo	172	-	174.	In	

condizioni	 di	 stress	 ossidativo,	 la	 glutationilazione	 aumenta,	 diminuendo	 la	
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polimerizzazione	dell’actina	e,	quindi,	i	livelli	di	microfilamenti	presenti	nella	cellula	

175,	176,	come	anche	la	riorganizzazione	degli	stessi	174,	177.	

La	 fosforilazione	consiste	nell’aggiunta	di	un	gruppo	 fosfato	ai	 residui	di	 tirosina	

dell’actina	e	può	avere	effetti	regolatori	sulla	polimerizzazione	dell’actina	175	(Figura	

19).	

	
Figura	19.	Rappresentazione	delle	modificazioni	post-traduzionali	che	si	
esprimono	 a	 carico	 dei	 microfilamenti.	 L’arginilazione	 promuove	 la	
polimerizzazione	 dell’actina,	 mentre	 la	 glutationilazione	 la	 riduce.	 La	
fosforilazione,	 invece,	 può	 aumentare	 o	 diminuire	 la	 polimerizzazione	
dell’actina.	MPT:	modificazione	post-traduzionale.	Immagine	modificata	da:	The	
Protein	 Experts	 (2013)	 Cytoskeleton	 News,	 disponibile	 al	 sito	 web:	
www.cytoskeleton.com/distributors/.	
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Le	 conoscenze	 sulle	 strategie	messe	 in	 atto	 dai	 virus	 influenzali	 per	 utilizzare	 a	

proprio	vantaggio	strutture	e	funzioni	vitali	della	cellula	ospite,	quali	i	recettori	di	

superficie,	il	citoscheletro,	le	attività	endocitiche,	il	complesso	corredo	enzimatico	e,	

soprattutto,	l'elaborata	macchina	biosintetica,	sono	tutt'altro	che	complete.	

In	 tale	 ottica,	 lo	 svolgimento	 di	 un	 progetto	 di	 ricerca	 volto	 a	 mettere	 in	 luce	

l’intervento	del	 citoscheletro	 cellulare	nella	modulazione	del	 ciclo	 replicativo	del	

virus	influenza	A	in	cellule	di	mammifero,	potrebbe	favorire	l’acquisizione	di	nuove	

conoscenze	 sul	 complesso	 rapporto	 che	 intercorre	 tra	virus	e	 cellula	ospite,	 e,	 al	

contempo,	costituire	un’utile	premessa	all’individuazione	di	“interruttori”	cellulari,	

che	 sono	 determinanti	 nell’instaurare	 una	 condizione	 di	 resistenza	 o,	

alternativamente,	di	sensibilità	all’infezione.	I	risultati	ottenuti	potrebbero,	inoltre,	

fornire	lo	spunto	per	la	formulazione	di	nuovi	farmaci	ad	azione	antivirale,	anche	

alla	luce	del	fatto	che	quelli	attualmente	disponibili	hanno,	in	alcuni	casi,	dato	luogo	

a	 resistenze	 virali,	 ed	 i	 vaccini	 prodotti	 annualmente	 hanno	 una	 distribuzione	

geografica	limitata.	

Precedenti	 risultati	 del	 gruppo	 di	 ricerca	 in	 cui	 sono	 stata	 inserita	 ai	 fini	 dello	

svolgimento	dello	studio	oggetto	della	tesi	hanno	evidenziato	che	i	microfilamenti	ed	

i	 microtubuli	 in	 assetto	 polimerizzato	 e	 stabile	 ostacolano	 l’evoluzione	 del	 ciclo	

replicativo	dello	stipite	umano	NWS/33	di	virus	influenza	A	(H1N1)	in	cellule	LLC-

MK2	di	rene	di	scimmia	178,	179.	Nello	specifico,	tali	cellule	costituiscono	un	modello	

semi-permissivo	per	il	virus	influenza	A/NWS/33,	qualora	l’infezione	sperimentale	

venga	condotta	a	bassa	molteplicità.	Inoltre,	è	stato	dimostrato	che	l’internalizzazione	

del	suddetto	stipite	influenzale	avviene	in	maniera	assai	differente,	dipendentemente	

dal	modello	cellulare	coinvolto	68.	

Sulla	base	di	tali	premesse,	l’obiettivo	principale	di	questa	tesi	consiste	nel	valutare	il	

ruolo	 svolto	 da	 specifici	 meccanismi	 di	 regolazione	 del	 citoscheletro	 cellulare	
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(microtubuli	e	microfilamenti)	nell’espletamento	del	ciclo	replicativo	di	stipiti	umani	

ed	aviari	di	 virus	 influenza	A	 (H1N1)	nel	modello	 cellulare	LLC-MK2.	L’attenzione	

verrà,	in	particolar	modo,	focalizzata	sul	ruolo	svolto	dai	proteasomi	e	dalla	formina	

omologa	alla	proteina	diafano	1	di	Drosophila	(DIAPH1).	
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Colture	cellulari	

I	monostrati	delle	cellule	LLC-MK2	(cellule	simil-epiteliali	in	linea	continua	di	rene	

di	 scimmia)	 e	 MDCK	 (cellule	 simil-epiteliali	 in	 linea	 continua	 di	 rene	 di	 cane)	

venivano	 coltivati	 in	 terreno	 Minimum	 Essential	 Medium	 Eagle	 (E-MEM),	

contenente	L-glutammina	(2	mM),	antibiotici	(penicillina	100	U/ml;	streptomicina	

100	 µg/ml)	 e	 siero	 di	 vitello	 fetale	 (10%:	 terreno	 di	 crescita;	 1%:	 terreno	 di	

mantenimento)	 (PAA-The	 cell	 culture	 company).	 Le	 colture	 cellulari	 venivano	

incubate	a	37°C,	in	presenza	di	CO2	al	5%.	

	

Allestimento	di	sedimenti	cellulari	su	vetrino	portaoggetto	

I	 tamponi	 nasali	 e	 faringei,	 prelevati	 da	 soggetti	 ricoverati	 od	 osservati	

ambulatorialmente	 presso	 l’Azienda	 Ospedaliero-Universitaria	 di	 Parma	 e	

conservati	 a	 4°C	 in	 terreno	 di	 trasporto	 per	 virus	 [soluzione	 salina	 bilanciata	 di	

Hank;	 sieroalbumina	 bovina	 (BSA)	 0,5%;	 fungizone	 0,005	 mg/ml;	 penicillina										

200	U/ml;	streptomicina	0,2	mg/ml],	venivano	sottoposti	ad	agitazione	meccanica	

e	trasferiti	in	provette,	prima	di	essere	centrifugati	a	1.000	rpm,	per	10	minuti	a	4°C.	

Il	sedimento	cellulare	ottenuto	veniva	risospeso	in	5	ml	di	tampone	fosfato	salino	

(PBS)	(pH	=	7,4)	[Na2HPO4	(2H2O)	137	mM;	KH2PO4	1,5	mM;	NaCl	135	mM;	KCl	2,7	

mM],	prima	della	centrifugazione	a	1.000	rpm,	per	10	minuti	a	4°C.	

Dopo	 aver	 eliminato	 il	 sopranatante,	 il	 sedimento	 cellulare	 veniva	 nuovamente	

risospeso	 in	 0,2	 ml	 di	 PBS	 e	 trasferito	 su	 vetrino	 portaoggetto,	 mediante	

citocentrifugazione	a	1.000	rpm,	per	5	minuti	a	temperatura	ambiente.	Il	preparato	

ottenuto	veniva	fissato	 in	acetone,	per	10	minuti	a	 -20°C,	 lasciato	asciugare	e	poi	

conservato	a	-20°C,	prima	di	essere	sottoposto	ad	immunofluorescenza	indiretta.	
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Virus	

Per	le	infezioni	previste	dal	protocollo	sperimentale,	venivano	impiegati	lo	stipite	

umano	NWS/33	(ATTC	N°VR-219)	e	lo	stipite	aviare	Mallard/Italy/303394-11/03	

(Istituto	Zooprofilattico	di	Brescia)	di	virus	influenza	A,	entrambi	di	sottotipo	H1N1.	

Tali	 stipiti	 erano	 stati	 precedentemente	 propagati	 in	 uova	 embrionate	 di	 pollo,	

titolati	mediante	metodo	delle	placche	e,	infine,	conservati	a	–80°C.	

 

Anticorpi	

Per	 il	 saggio	di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 venivano	 impiegati	degli	 anticorpi	

monoclonali	 di	 topo	 anti-beta-tubulina	 (Sigma-Aldrich;	 diluizione	 1:200),	 anti-

alpha-tubulina	acetilata	(Santa	Cruz	Biotechnology;	diluizione	1:50),	anti-subunità	

alpha	1/p27	del	proteasoma	20S	[donato	dal	Prof.	K.	Scherrer	(Francia);	diluizione	

1:10],	anti-nucleoproteina	virale	(NP)	del	virus	influenza	A	(Argene;	diluizione	1:30)	

ed,	 infine,	 anti-subunità	 F0	 e	 F1	 della	 proteina	 di	 fusione	 del	 virus	 respiratorio	

sinciziale	(BioMérieux;	diluizione	1:30).	Inoltre,	venivano	impiegati	degli	anticorpi	

policlonali	 di	 pecora	 anti-emoagglutinina	 (HA)	 del	 virus	 influenza	 A	 (National	

Institute	 for	 Biological	 Standards	 and	 Control,	 UK;	 diluizione	 1:35)	 ed	 anticorpi	

policlonali	di	coniglio	anti-proteasoma	20S	umano	[donato	dal	Prof.	B.	Dahlmann	

(Germania);	 diluizione	 1:100],	 anti-proteina	 4	 associata	 ai	 microtubuli	 (MAP4;	

Millipore;	diluizione	1:470)	ed	anti-proteina	di	mammifero	omologa	alla	proteina	

diafano	1	di	Drosophila	(DIAPH1;	Sigma-Aldrich;	diluizione	1:45).		

L’immunoreazione	veniva	rivelata	utilizzando	degli	anticorpi	anti-immunoglubuline	

di	 topo,	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina	 (FITC)	 (Molecular	 Probes;	

diluizione	1:470),	oppure	con	isotiocianato	di	rodamina	(RITC)	(Molecular	Probes;	

diluizione	 1:470).	 In	 alternativa,	 venivano	 impiegati	 degli	 anticorpi	 anti-
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immunoglobuline	 di	 coniglio	 (Li	 StarFish;	 diluizione	 1:90)	 oppure	 anti-

immunoglobuline	di	pecora	(ThermoSCIENTIFIC;	1:500),	coniugati	con	FITC.	

Inoltre,	venivano	impiegate	le	sostanze	falloidina,	coniugata	con	FITC	oppure	RITC	

(Sigma-Aldrich;	diluizione	1:260),	per	rilevare	i	microfilamenti,	e	4',6-diamidino-2-

fenilindolo	(DAPI;	2,5	µg/ml),	per	il	marcaggio	della	cromatina	nucleare,	funzionale	

ad	appurare	il	numero	di	cellule	presenti	nel	campo	microscopico.	

Per	il	saggio	di	Western	blotting,	venivano	utilizzati	degli	anticorpi	monoclonali	di	

topo	anti-alpha-tubulina	acetilata	(Santa	Cruz	Biotechnology;	diluizione	1:150)	ed	

anticorpi	 policlonali	 di	 coniglio	 anti-MAP4	 (Millipore;	 diluizione	 1:1.400),	 anti-

DIAPH1	 (Sigma-Aldrich;	 diluizione	 1:170)	 ed	 anti-gliceraldeide-3-fosfato	

deidrogenasi	 (GAPDH;	 Sigma-Aldrich;	 diluizione	 1:5.000).	 Per	 rivelare	

l’immunoreazione,	venivano	utilizzati	degli	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	

(Sigma-Aldrich;	 diluizione	 1:9.000),	 oppure	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	

coniglio,	coniugati	con	fosfatasi	alcalina	(Sigma-Aldrich;	diluizione	1:5.000).	

	

Infezione	di	monostrati	cellulari	

Le	cellule	LLC-MK2	venivano	coltivate	per	48	ore	in	“shell	vials”	o	in	piastre	di	Petri	

a	bassa	densità	iniziale	(2x105	cellule/“shell	vial”	e	8x105	cellule/piastra	di	Petri),	

fino	 al	 raggiungimento	 della	 confluenza.	 Dopo	 aver	 effettuato	 due	 lavaggi	 con														

E-MEM	senza	siero	di	vitello	fetale	(E-MEM-S),	le	cellule	venivano	infettate	con	una	

sospensione	virale	allestita	in	E-MEM-S	e	calcolata	in	funzione	della	molteplicità	di	

infezione	(unità	formanti	placca,	u.f.p./cellula;	m.o.i.)	impiegata.	Le	cellule	venivano	

centrifugate	in	presenza	dell’inoculo	virale	a	1.000	rpm,	per	45	minuti	a	4°C,	e	poi	

incubate	per	25	minuti	a	4°C,	allo	scopo	di	consentire	l’adsorbimento	del	virus	ai	

recettori	cellulari.	L’inoculo	virale	veniva	quindi	eliminato	e	sostituito	con	terreno	
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E-MEM-S	 ed	 i	 monostrati	 cellulari	 venivano	 incubati	 per	 i	 tempi	 prestabiliti	 di	

infezione.	

	

Trattamento	con	sostanze	

I	monostrati	di	cellule	LLC-MK2	venivano	sottoposti	a	trattamento	con	le	sostanze	

chimiche	di	seguito	elencate. 

• 	Aldeide	 peptidica	 Cbz-leu-leu-leucinal	 (MG132;	 Sigma-Aldrich),	 sostanza	 con	

azione	inibitoria	sull’attività	proteolitica	dei	proteasomi,	che	veniva	impiegata	alla	

concentrazione	8	µM.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	pre-trattate	o	non	trattate	con	

MG132	 per	 30	 minuti	 e	 poi	 sottoposte	 ad	 infezione	 sperimentale.	 Dopo	 aver	

eliminato	l’inoculo	virale,	le	cellule	venivano	nuovamente	incubate	in	presenza	di	

MG132.	 Due	 ore	 dopo	 l’inizio	 dell’infezione,	 le	 cellule	 venivano	 lavate	 con																					

E-MEM-S	e	mantenute	nel	medesimo	terreno	di	coltura,	in	assenza	di	MG132,	per	

l’intero	periodo	di	infezione.	Alternativamente,	la	sostanza	veniva	aggiunta	4	ore	

dopo	 l’inizio	 dell’infezione	 e	 mantenuta	 per	 il	 periodo	 previsto	 dal	 protocollo	

sperimentale;	

• 	1-[1-(4-Fluoro-phenyl)-2,5-dimethyl-1H-pyrrol-3-yl]-2-pyrrolidin-1-yl-ethanone	

(IU1;	 Sigma-Aldrich),	 sostanza	 attivatrice	 dei	 proteasomi	 attraverso	 l’inibizione	

della	 deubiquitinazione	 mediata	 dall’enzima	 USP14,	 che	 veniva	 impiegata	 alla	

concentrazione	50	µM.	La	 sostanza	 IU1	veniva	applicata	 a	monostrati	di	 cellule	

LLC-MK2	per	 4	 ore	 e,	 dopo	 aver	 lavato	 tali	monostrati	 con	 E-MEM-S,	 le	 cellule	

venivano	 mantenute	 nel	 medesimo	 terreno	 di	 coltura,	 in	 assenza	 di	 IU1,	 e	

processate	secondo	il	protocollo	sperimentale	previsto;	

• 	C14H11N3O3S	 (nocodazolo;	 Calbiochem),	 sostanza	 in	 grado	 di	 depolimerizzare	 i	

microtubuli,	 che	veniva	 impiegata	alla	 concentrazione	2	µM.	Nocodazolo	veniva	

applicato	 a	monostrati	 di	 cellule	 LLC-MK2	 per	 2	 o	 5	 ore.	 Dopo	 aver	 lavato	 tali	
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monostrati	 con	 E-MEM-S,	 le	 cellule	 venivano	 sottoposte	 o	 meno	 ad	 infezione	

sperimentale	 e	 mantenute	 in	 E-MEM-S,	 in	 assenza	 di	 nocodazolo,	 per	 i	 tempi	

previsti.	Successivamente,	veniva	eliminato	 l’inoculo	virale	e	 le	cellule	venivano	

mantenute	in	E-MEM-S	per	il	periodo	previsto	dal	protocollo	sperimentale;	

• 	C29H37NO5	(citocalasina	B;	Sigma-Aldrich),	sostanza	in	grado	di	depolimerizzare	i	

microfilamenti,	che	veniva	impiegata	alla	concentrazione	3,5	µg/ml.	Citocalasina	B	

veniva	applicata	a	monostrati	di	cellule	LLC-MK2	per	2	o	5	ore.	Dopo	aver	lavato	

tali	monostrati	con	E-MEM-S,	le	cellule	venivano	sottoposte	o	meno	ad	infezione	

sperimentale	e	mantenute	 in	E-MEM-S,	 in	assenza	di	 citocalasina	B,	per	 i	 tempi	

previsti.	 Successivamente,	veniva	eliminato	 l’inoculo	virale	e	 le	cellule	venivano	

mantenute	in	E-MEM-S	per	il	periodo	previsto	dal	protocollo	sperimentale.	

	

Immunofluorescenza	indiretta	

Le	cellule	LLC-MK2	venivano	coltivate	in	“shell	vials”,	fino	al	raggiungimento	della	

confluenza.	 Dopo	 aver	 effettuato	 l’infezione	 sperimentale	 e/o	 i	 trattamenti	 con	

sostanze,	i	monostrati	cellulari	venivano	lavati	con	PBS	ed,	in	seguito,	fissati/estratti	

con	 metanolo,	 per	 10	 minuti	 a	 -20°C.	 Per	 l’osservazione	 delle	 componenti	 del	

citoscheletro,	le	cellule	venivano	lavate	con	PBS	e	fissate/estratte	con	una	miscela	

di	acetone	e	metanolo	(1:1),	per	10	minuti	a	-20°C.	In	alternativa,	le	cellule	venivano	

lavate	con	tampone	citoscheletro	(CSK-B)	(pH	=	6,9)	[NaCl	100	mM;	MgCl2	3	mM;	

1,4-piperazine-bis-ethane	 sulfonic	 acid	 (pH	=	6,9)	10	mM;	 saccarosio	300	mM]	a	

37°C,	fissate	con	paraformaldeide	al	2%,	per	20	minuti	a	37°C,	e,	successivamente,	

permeabilizzate	 con	 Triton	 X-100	 allo	 0,5%	 in	 CSK-B,	 per	 15	 minuti	 a	 37°C.	 In	

seguito,	 i	 monostrati	 cellulari	 venivano	 reidratati	 con	 PBS,	 saturati	 con	 BSA																

(pH	=	8,0)	all’1%	in	PBS	e,	successivamente,	incubati,	per	1	ora	a	37°C,	in	camera	

umida,	in	presenza	degli	anticorpi	primari,	diluiti	in	BSA	allo	0,2%	in	PBS.	Venivano	
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poi	 effettuati	 tre	 lavaggi	 con	 PBS	 (5	minuti/lavaggio).	 L’immunoreazione	 veniva	

rivelata	con	anticorpi	secondari,	diluiti	in	BSA	allo	0,2%	in	PBS,	in	presenza	di	DAPI.	

Gli	 anticorpi	 secondari	 venivano	 lasciati	 in	 incubazione	 per	 45	minuti	 a	 37°C,	 in	

camera	umida.	I	monostrati	cellulari	venivano,	in	seguito,	lavati	con	PBS	per	tre	volte	

(5	 minuti/lavaggio,	 effettuato	 al	 riparo	 dalla	 luce)	 e	 montati	 con	 liquido	 di	

montaggio	su	vetrino	portaoggetto.	

I	sedimenti	cellulari	allestiti	su	vetrino	portaggetto,	dopo	essere	stati	scongelati	e	

delimitati	 con	 DakoPen	 (Dako),	 venivano	 sottoposti	 ad	 immunofluorescenza	

indiretta,	 secondo	 il	 protocollo	 sopra	 riportato,	 oppure	 ad	 una	 doppia	

immunoreazione,	qualora	gli	anticorpi	primari	fossero	dello	stesso	tipo	(entrambi	

monoclonali	 o	 policlonali).	 In	 quest’ultimo	 caso,	 il	 sedimento	 cellulare	 veniva	

reidratato	 con	 PBS	 e	 poi	 saturato	 con	 BSA	 all’1%	 in	 PBS.	 Successivamente,	 il	

sedimento	 cellulare	 veniva	 incubato	 per	 45	 minuti	 a	 37°C,	 in	 camera	 umida,	 in	

presenza	degli	anticorpi	primari,	diluiti	in	BSA	allo	0,2%	in	PBS.	Venivano,	in	seguito,	

effettuati	 due	 lavaggi	 con	 PBS	 (5	 minuti/lavaggio).	 L’immunoreazione	 veniva	

rivelata	 con	 anticorpi	 secondari,	 diluiti	 in	 BSA	 allo	 0,2%	 in	 PBS,	 e	 lasciati	 in	

incubazione,	per	35	minuti	 a	37°C,	 in	 camera	umida.	Venivano	poi	 effettuati	due	

lavaggi	con	PBS	(5	minuti/lavaggio,	effettuato	al	riparo	dalla	luce)	ed	il	sedimento	

cellulare	veniva	nuovamente	saturato	con	BSA	all’1%	in	PBS	ed	incubato	per	un’ora	

a	37°C,	in	camera	umida,	in	presenza	degli	anticorpi	primari,	diluiti	in	BSA	allo	0,2%	

in	 PBS.	 Venivano,	 in	 seguito,	 effettuati	 due	 lavaggi	 con	 PBS	 (5	 minuti/lavaggio,	

effettuato	 al	 riparo	 dalla	 luce).	 L’immunoreazione	 veniva	 rivelata	 con	 anticorpi	

secondari,	diluiti	in	BSA	allo	0,2%	in	PBS,	e	lasciati	in	incubazione,	per	45	minuti	a	

37°C,	in	camera	umida.	Successivamente,	venivano	effettuati	due	lavaggi	con	PBS	(5	

minuti/lavaggio,	 effettuato	 al	 riparo	 dalla	 luce)	 ed	 i	 sedimenti	 cellulari	 venivano	

lasciati	asciugare	al	riparo	dalla	luce.	
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Infine,	sui	sedimenti	cellulari	veniva	dispensata	una	goccia	di	liquido	di	montaggio	

e	posizionato	un	vetrino	coprioggetto.	

I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	microscopio	 a	 fluorescenza	 (Leica-DMLB),	

impiegando	un	obiettivo	20X	a	secco,	oppure	un	obiettivo	50X	ad	immersione.	

I	reagenti	chimici	impiegati	provenivano	dalle	ditte:	PAA-The	Cell	Culture	Company,	

Carlo	Erba,	Fluka	Biochemika,	Argene,	Dako	e	Sigma-Aldrich.	

	

Silenziamento	genico	

Per	gli	esperimenti	di	silenziamento	genico,	le	cellule	LLC-MK2	venivano	coltivate	

per	24	ore	in	“shell	vials”,	oppure	in	piastre	di	Petri	a	bassa	densità	iniziale	(1,1x105	

cellule/“shell	vial”;	5,1x105	cellule/piastra	di	Petri),	fino	al	raggiungimento	del	75%	

di	confluenza.	Successivamente,	le	cellule	venivano	trattate	con	i	seguenti	due	tipi	di	

RNA	 interferenti	 (siRNA),	 a	 doppio	 filamento	 e	 di	 19	 nucleotidi	 ciascuno,	 diretti	

contro	il	gene	che	codifica	per	la	proteina	DIAPH1:	

DIAPH1a	senso:	GCAAACAUUUGGUGCUGAA[dt][dt];	

DIAPH1a	antisenso:	UUCAGCACCAAAUGUUUGC[dt][dt];	

DIAPH1b	senso:	GCUUCAAGAUCUUCAGGGA[dt][dt];	

DIAPH1b	antisenso:	UCCCUGAAGAUCUUGAAGC[dt][dt].	

I	suddetti	siRNA	venivano	impiegati	alle	concentrazioni	20-40	nM	per	la	trasfezione	

delle	 cellule	 LLC-MK2	 con	 il	 sistema	 N-TER™	 Nanoparticle	 siRNA	 Transfection	

System.	

Le	cellule	trasfettate	per	48	ore	con	i	siRNA	venivano	infettate	o	non	infettate	con	il	

virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	0,1	u.f.p./cellula;	24	ore	di	infezione),	in	terreno	

E-MEM	allo	0,5%	di	siero	e	senza	antibiotici.	

I	reagenti	impiegati	provenivano	dalla	ditta	Sigma-Aldrich.	
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Valutazione	dell’infettività	virale	mediante	titolazione	della	dose	infettante	il	

50%	delle	colture	di	saggio	

Allo	 scopo	 di	 valutare	 l’infettività	 della	 progenie	 virale,	 il	 mezzo	 di	 coltura	 dei	

monostrati	cellulari	veniva	impiegato	per	la	titolazione	della	dose	infettante	il	50%	

delle	 colture	 di	 saggio	 (TCDI50).	 A	 tal	 fine,	 venivano	 allestite	 in	 E-MEM-S	 delle	

diluizioni	seriali	in	base	dieci	dei	campioni	da	titolare.	Veniva	quindi	utilizzata	una	

piastra	da	96	pozzetti,	nella	quale,	per	ciascuna	diluizione,	venivano	distribuiti	100	

µl	in	quattro	pozzetti.	Inoltre,	nella	suddetta	piastra	venivano	riservati	due	pozzetti	

per	il	controllo	cellule,	in	cui	venivano	dispensati	100	µl	di	E-MEM-S,	e	due	pozzetti	

per	il	controllo	infezione,	nei	quali	venivano	dispensati	100	µl	del	mezzo	di	coltura	

dei	monostrati	infettati	non	sottoposti	a	diluizione.	Infine,	ad	ogni	pozzetto	venivano	

aggiunti	100	µl	di	una	sospensione	di	cellule	MDCK	(2,2x105	cellule/ml),	allestita	in	

terreno	E-MEM	al	2,5%	di	siero,	scomplementato	a	56°C	per	30	minuti.	La	piastra	

veniva,	 successivamente,	 incubata	 in	 termostato	 a	 37°C	 ed	 osservata	

quotidianamente,	 per	 4-5	 giorni,	 al	 fine	 di	 valutare	 la	 comparsa	 dell’effetto	

citopatico	e	determinare	la	dose	infettante	il	50%	delle	colture	di	saggio.	

	

Elettroforesi	su	gel	di	poliacrilammide	(“SDS-PAGE”)	

Le	cellule	LLC-MK2,	cresciute	a	confluenza	in	piastre	di	Petri,	venivano	sottoposte	o	

meno	a	trattamenti	con	sostanze	chimiche,	oppure	a	trasfezione	con	siRNA	per	24-

48	ore,	 ed	 infettate	 o	meno	per	 i	 tempi	prescelti.	 Le	 cellule	 venivano,	 in	 seguito,	

raccolte	in	PBS	con	uno	“scraper”	e,	successivamente,	centrifugate	a	4.000	x	g,	per	

10	minuti	a	25°C.	Dopo	aver	aspirato	il	sopranatante,	il	sedimento	cellulare	veniva	

risospeso	in	tampone	di	Laemmli	(pH	=	6,8)	[Tris-HCl	(pH	=	6,8)	1	M;	saccarosio	

12%;	 b-mercaptoetanolo	 2%;	 dodecilsolfato	 di	 sodio	 (SDS)	 2%;	 tracce	 di	 blu	 di	
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bromofenolo]	e,	successivamente,	sottoposto	per	5	minuti	a	95°C.	Infine,	i	campioni	

venivano	conservati	a	-20°C,	prima	dell’analisi	elettroforetica.	

L’elettroforesi	 veniva	 effettuata	 con	 il	 sistema	Mini-Protean	Tetra	Cell	 (Bio-Rad),	

sfruttando	 la	 combinazione	 di	 un	 gel	 di	 impacchettamento	 (”stacking	 gel”)	

[acrilammide	 4%;	 bis-acrilammide	 0,1%;	 Tris-HCl	 (pH	 =	 6,8)	 0,12	M;	 SDS	 0,1%;	

persolfato	 di	 ammonio	 (APS)	 0,12%;	 N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine	

(TEMED)	0,13%]	ed	un	gel	di	separazione	(“running	gel”)	[per	la	proteina	DIAPH1:	

acrilammide	10%;	bis-acrilammide	0,25%;	Tris-HCl	(pH	=	8,7)	0,4	M;	SDS	0,1%;	APS	

0,05%;	 TEMED	 0,06%;	 per	 le	 proteine	 GAPDH	 e	 alpha-tubulina	 acetilata:	

acrilammide	13%;	bis-acrilammide	0,3%;	Tris-HCl	(pH	=	8,7)	0,4	M;	SDS	0,1%;	APS	

0,05%;	 TEMED	 0,06%].	 Nei	 pozzetti	 preformati	 del	 gel	 di	 “stacking”,	 venivano	

caricate	 uguali	 quantità	 di	 proteine	 (20	 µg)	 per	 ciascun	 campione.	 Inoltre,	 un	

pozzetto	 del	 gel	 veniva	 utilizzato	 per	 caricare	 una	 miscela	 di	 proteine	 a	 peso	

molecolare	 noto	 (14,4-116	 kDa;	 Ustained	 Protein	 Molecular	 Weight	 Marker,	

Fermentas,	ThermoSCIENTIFIC).	La	migrazione	elettroforetica	avveniva	in	apposito	

tampone	(Tris	37,5	mM;	glicina	0,3	M;	SDS	0,1%),	a	100	V	costanti,	per	circa	2	ore.	

	

Western	blotting		

Una	volta	 terminata	 la	migrazione	 elettroforetica,	 le	 proteine	 venivano	 trasferite	

elettroforeticamente	 su	 una	 membrana	 di	 nitrocellulosa	 (Bio-Rad)	 in	 apposito	

tampone	 (Tris	25	mM;	glicina	192	mM;	SDS	0,35	mM;	metanolo	20%),	mediante	

l’utilizzo	del	sistema	Mini	Trans	Blot	Cell	(Bio-Rad),	a	20	V	costanti,	per	15-18	ore	a	

4°C.	Dopo	 il	 trasferimento,	 la	membrana	di	nitrocellulosa	veniva	 saturata	per	30	

minuti	 con	 latte	 magro,	 mantenendola	 in	 agitazione	 costante	 a	 temperatura	

ambiente.	In	seguito,	la	membrana	veniva	incubata	con	anticorpi	primari	diluiti	in	

latte	magro,	per	1	ora	e	30	minuti,	in	agitazione	costante	a	temperatura	ambiente.	
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La	 membrana	 veniva	 lavata	 per	 tre	 volte	 con	 PBS	 (10	 minuti/lavaggio)	 e,	

successivamente,	 incubata	per	1	ora	 in	PBS,	 in	agitazione	costante	a	temperatura	

ambiente,	 in	 presenza	 di	 anticorpi	 secondari.	 Una	 volta	 terminato	 il	 periodo	 di	

incubazione,	la	membrana	veniva	lavata	per	tre	volte	con	PBS	(10	minuti/lavaggio)	

ed,	in	seguito,	sottoposta	a	rivelazione,	mediante	impiego	del	substrato	dell’enzima	

fosfatasi	alcalina	(Sigma	fast	BCIP/NBT	tablet;	Sigma-Aldrich)	e	fino	allo	sviluppo	di	

una	reazione	colorimetrica.	

	

Analisi	densitometrica	

L’analisi	 quantitativa	 dei	 valori	 di	 densità	 ottica	 delle	 proteine	 oggetto	 di	 studio	

veniva	 condotta	 utilizzando	 lo	 strumento	 GelDoc	 XR	 (Bio-Rad),	 mediante	 il	

programma	informatico	Quantity	One.		

La	proteina	costitutiva	GAPDH	veniva	rilevata	parallelamente	alle	proteine	oggetto	

di	studio	nel	saggio	di	Western	blotting,	allo	scopo	di	verificare	la	correttezza	del	

caricamento	di	isoquantità	di	proteine.	

I	valori	di	densità	ottica	delle	proteine	oggetto	di	studio,	calcolati	dal	programma	

Quantity	One,	venivano,	innanzitutto,	rapportati	ai	corrispondenti	valori	di	densità	

ottica	 della	 proteina	 GAPDH	 (i.e.	 normalizzazione).	 Al	 valore	 normalizzato	

corrispondente	 alla	 condizione	 sperimentale	di	 controllo	 (i.e.	 cellule	non	 trattate	

e/o	infettate)	veniva	assegnato	un	valore	pari	ad	1.	A	partire	da	tale	valore,	venivano	

proporzionalmente	 calcolati	 quelli	 relativi	 alle	 altre	 condizioni	 sperimentali	

esaminate.		

	

Microscopia	confocale	

In	 seguito	 ad	 immunofluorescenza	 indiretta,	 veniva	 valutata	 la	 localizzazione	

subcellulare	di	proteine	virali	e	cellulari	nelle	cellule	LLC-MK2,	mediante	l’impiego	
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di	 un	 microscopio	 confocale	 invertito	 Zeiss	 LSM	 510	 e	 con	 un	 obiettivo	 ad	

immersione	63x.	I	fluorocromi	FITC	e	RITC	venivano	eccitati	da	laser	argon,	nella	

lunghezza	d’onda	di	488	nm,	e	da	laser	elio-neon,	nella	lunghezza	d’onda	di	543	nm.	

Ciascun	monostrato	cellulare	veniva	analizzato,	allestendo	una	serie	di	piani	focali	

dello	spessore	di	0,38	μm	ciascuno.	

I	 controlli	 negativi,	 nei	 quali	 gli	 anticorpi	primari	 venivano	 sostituiti	 da	BSA	allo	

0,2%,	 venivano	 esaminati	 parallelamente,	 per	 valutare	 la	 specificità	 dei	 segnali	

osservati.	

	

Analisi	statistica	

La	 significatività	 delle	 differenze	 tra	 i	 risultati	 ottenuti	 nelle	 diverse	 condizioni	

sperimentali	esaminate,	veniva	appurata	impiegando	il	test	t	di	Student	a	due	code.	

L’analisi	statistica	veniva	condotta	con	il	programma	informatico	GraphPad	Prism	

(versione	5.0	per	Windows).	Il	valore	P<0,005	veniva	statisticamente	considerato	

molto	significativo,	P<0,05	significativo	e	P>0,05	non	significativo.	
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1.	RUOLO	REGOLATORIO	DEI	PROTEASOMI	SUL	SISTEMA	CITOSCHELETRICO	

DEI	MICROTUBULI	E	SUL	CICLO	REPLICATIVO	DEL	VIRUS	INFLUENZA	A	(H1N1)	

NELLE	CELLULE	LLC-MK2	

Nell’ambito	 delle	 componenti	 e	 delle	 funzioni	 cellulari	 che	 svolgono	 un	 ruolo	

regolatorio	 sul	 citoscheletro,	 l’attenzione	 è	 stata	 inizialmente	 focalizzata	 sui	

proteasomi.		

Precedenti	dati	di	letteratura	del	gruppo	di	ricerca	in	cui	sono	stata	inserita	ai	fini	

dello	 svolgimento	 dello	 studio	 oggetto	 di	 questa	 tesi	 hanno	 dimostrato	 che	 i	

microtubuli	 in	 assetto	 stabilizzato	 ostacolano	 lo	 svolgimento	 di	 fasi	 precoci	

dell’infezione	del	virus	influenza	A/NWS/33	179.	Inoltre,	altri	Autori	hanno	attestato	

l’intervento	 dei	 proteasomi	 nella	 regolazione	 delle	 fasi	 precoci	 dell’infezione	 del	

virus	influenza	124.		

	

1.1.	 Analisi	 degli	 effetti	 indotti	 dall’inibizione	 dell’attività	 proteolitica	 dei	

proteasomi	sull’assetto	dei	microtubuli	e	sul	ciclo	replicativo	di	stipiti	di	virus	

influenza	A	(H1N1)	nelle	cellule	LLC-MK2	

Le	 fasi	 iniziali	 dell’attività	 sperimentale	 sono	 state	 rivolte	 all’analisi	 degli	 effetti	

indotti	 dall’inibizione	 dell’attività	 proteolitica	 dei	 proteasomi	 sull’assetto	 dei	

microtubuli	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 non	 infettate,	 oppure	 infettate	 con	 i	 virus	

influenzali	A/NWS/33	ed	A/Mallard/03	(m.o.i.	=	1	u.f.p./cellula;	24	ore	di	infezione).	

Nello	 specifico,	 l’inibitore	 MG132	 è	 stato	 applicato	 ai	 monostrati	 cellulari	 dalla	

quarta	alla	ventiquattresima	ora	di	infezione	virale	(trattamento	tardivo),	allo	scopo	

di	garantire	sia	il	corretto	svolgimento	delle	fasi	precoci	del	ciclo	replicativo	virale,	

sia	 l’espressione	 di	 modificazioni	 dell’assetto	 dei	 microtubuli,	 conseguenti	 al	

trattamento	prolungato	con	la	sostanza.	
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Mediante	saggio	di	Western	blotting,	è	stata	valutata	l’espressione	di	marcatori	dei	

microtubuli	in	assetto	stabilizzato	(i.e.	alpha-tubulina	acetilata:	modificazione	post-

traduzionale;	proteina	4	associata	ai	microtubuli,	MAP4:	componente	costitutiva	dei	

microtubuli),	 a	 confronto	 con	 quella	 della	 proteina	 costitutiva	 gliceraldeide-3-

fosfato	deidrogenasi	(GAPDH;	Figura	20).	

	
Figura	20.	Analisi	dell’espressione	di	marcatori	di	microtubuli	stabilizzati	
nelle	cellule	LLC-MK2	sottoposte	ad	inibizione	dell’attività	proteolitica	dei	
proteasomi.	 Le	 cellule	 LLC-MK2	 venivano	 (NI)	 non	 infettate,	 (A/NWS/33)	
infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	1	u.f.p./cellula;	24	ore)	per	4	
ore	 e	 (A/Mallard/03)	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	1	
u.f.p./cellula;	24	ore)	per	4	ore.	Successivamente,	le	cellule	venivano	(1,	3,	5)	non	
trattate,	oppure	(2,	4,	6)	trattate	con	la	sostanza	MG132	(8	μM)	per	il	rimanente	
periodo	di	infezione	(20	ore).	In	seguito,	le	cellule	venivano	analizzate	mediante	
saggio	di	Western	blotting,	 impiegando	degli	anticorpi	 (A)	anti-alpha-tubulina	
acetilata,	 (B)	 anti-MAP4	 e	 (C)	 anti-GAPDH,	 rivelati	 con	 (A)	 anticorpi	 anti-
immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	fosfatasi	alcalina	e	(B,	C)	anticorpi	anti-
immunoglobuline	di	coniglio	coniugati	con	fosfatasi	alcalina.	
Nel	 grafico	 (D)	 sono	 riportati	 i	 valori	 di	 densità	 ottica	 delle	 proteine	 alpha-
tubulina	acetilata	e	MAP4,	ottenuti	per	(NI)	le	cellule	non	infettate,	(A/NWS/33)	
le	cellule	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	e	(A/Mallard/03)	le	cellule	
infettate	 con	 il	 virus	 influenza	A/Mallard/03,	 che	 venivano	 (NT)	non	 trattate,	
oppure	 (MG132)	 trattate	 con	 la	 sostanza	 MG132.	 I	 valori	 di	 densità	 ottica	
riportati	corrispondono	alla	media	aritmetica	di	tre	esperimenti	indipendenti	e	
le	 barre	 d’errore	 si	 riferiscono	 alle	 relative	 deviazioni	 standard.	 I	 valori	 di	
significatività	(**	=	P<0,005;	*	=	P<0,05;	non	significativo,	n.s.	=	P>0,05)	sono	stati	
calcolati	con	il	test	t	di	Student	a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	
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I	 risultati	 ottenuti	 hanno,	 innanzitutto,	 evidenziato	 la	 cospicua	 espressione	 delle	

proteine	alpha-tubulina	acetilata	e	MAP4	nelle	cellule	LLC-MK2	non	trattate	con	la	

sostanza	 MG132	 e	 non	 infettate	 (Figura	 20A	 e	 B:	 banda	 proteica	 1).	 Tale	

osservazione	attesta	 la	presenza	di	microtubuli	 in	assetto	 fortemente	stabilizzato	

nel	modello	cellulare	oggetto	di	studio.		

L’inibizione	dell’attività	proteolitica	dei	proteasomi	determinava	un	lieve	aumento	

dell’espressione	di	alpha-tubulina	acetilata	 (P<0,05)	e,	al	 contrario,	una	rilevante	

diminuzione	(P<0,005)	dell’espressione	della	proteina	MAP4	(Figura	20A	e	B:	banda	

proteica	2	vs	1).		

Nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	con	i	virus	influenzali	oggetto	di	studio	si	osservava	

una	 diminuzione	 dell’espressione	 delle	 proteine	 alpha-tubulina	 acetilata	 e	MAP4	

(P<0,005),	rispetto	alle	cellule	non	infettate	(Figura	20A	e	B:	bande	proteiche	3	e	5	

vs	 1).	 In	 condizioni	 di	 inibizione	 dell’attività	 proteolitica	 dei	 proteasomi,	

l’espressione	delle	suddette	proteine	aumentava	nelle	cellule	infettate,	senza	però	

eguagliare	quella	osservata	nelle	cellule	non	infettate	e	non	trattate	con	la	sostanza	

MG132	(Figura	20A	e	B:	bande	proteiche	4	e	6	vs	1).	

In	parallelo,	sono	stati	valutati	gli	effetti	 indotti	dall’inibizione	dei	proteasomi	sul	

ciclo	replicativo	virale.	Inizialmente,	l’attenzione	è	stata	focalizzata	sulle	fasi	precoci	

del	ciclo	replicativo	del	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	0,1	u.f.p./cellula;	6	e	24	

ore	 di	 infezione)	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 (Figura	 21).	 Tramite	 reazione	 di	

immunofluorescenza	 indiretta,	 è	 stata	 osservata	 una	 diminuzione	 estremamente	

rilevante	 (P<0,005	 e	 P<0,05)	 dell’espressione	 della	 nucleoproteina	 virale	 (NP),	

qualora	 la	 sostanza	 MG132	 venisse	 applicata	 prima	 dell’infezione	 virale	 e	

mantenuta	durante	le	prime	due	ore	della	stessa	(trattamento	precoce)	(Figura	21:	

MG132	vs	NT).	
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Figura	21.	Analisi	dell’espressione	della	nucleoproteina	virale	nelle	 cellule	LLC-MK2	
sottoposte	 ad	 inibizione	 dell’attività	 proteolitica	 dei	 proteasomi	 in	 fasi	 precoci	
dell’infezione	virale.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(NT)	non	trattate,	oppure	(MG132)	pre-
trattate	per	30	minuti	con	la	sostanza	MG132	(8	μM)	e,	successivamente,	infettate	con	il	virus	
influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	0,1	u.f.p./cellula)	per	(A)	6	ore	e	(B)	24	ore,	(NT)	in	assenza,	
oppure	(MG132)	in	presenza	dell’inibitore	dei	proteasomi	per	le	prime	due	ore	dell’infezione	
virale.	 Le	 cellule	 venivano,	 successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza	
indiretta,	impiegando	degli	anticorpi	anti-NP,	rivelati	con	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	
topo	coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina.	Nei	grafici	(A,	B)	è	rappresentata	la	percentuale	
di	cellule	positive	per	l’espressione	della	NP,	rispetto	alla	popolazione	cellulare	totale.	I	valori	
riportati	rappresentano	la	media	aritmetica	di	tre	esperimenti	indipendenti	e	le	barre	d’errore	
le	relative	deviazioni	standard.	I	valori	di	significatività	(**	=	P<0,005	e	*	=	P<0,05)	sono	stati	
calcolati	con	il	test	t	di	Student	a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	

	

I	risultati	ottenuti	attestano	il	ruolo	regolatorio	svolto	dai	proteasomi	in	fasi	precoci	

dell’infezione	 virale	 nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 Infatti,	 l’esigua	 espressione	 della	

nucleoproteina	virale	osservata	nelle	cellule	trattate	con	la	sostanza	MG132	depone	

per	un	blocco	pressoché	totale	del	ciclo	replicativo	virale,	conseguente	all’inibizione	

dei	proteasomi.		

Successivamente,	 il	 trattamento	 con	 la	 sostanza	 MG132	 è	 stato	 dilazionato	 alla	

quarta	 ora	 di	 infezione	 e	 protratto	 fino	 alla	 ventiquattresima	 ora	 della	 stessa	

(trattamento	 tardivo),	 allo	 scopo	 di	 consentire	 l’espletamento	 delle	 fasi	 precoci	

dell’infezione	e	valutare	gli	effetti	dell’inibizione	dei	proteasomi	sulle	 fasi	 tardive	

della	stessa.	Inoltre,	allo	scopo	di	generalizzare	i	risultati	ottenuti,	 l’analisi	è	stata	

anche	rivolta	al	ciclo	replicativo	dello	stipite	aviare	A/Mallard/03	(Figura	22).	
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Figura	 22.	 Analisi	 dell’espressione	 della	 nucleoproteina	 virale	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	
sottoposte	 ad	 inibizione	 dell’attività	 proteolitica	 dei	 proteasomi	 in	 fasi	 tardive	
dell’infezione	virale.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(A/NWS/33)	 infettate	con	 il	virus	 influenza	
A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 0,1	 o	 1	 u.f.p./cellula),	 oppure	 (A/Mallard/03)	 con	 il	 virus	 influenza	
A/Mallard/03	(m.o.i.	=	0,1	o	1	u.f.p./cellula)	per	4	ore	e,	successivamente,	(NT)	non	trattate,	oppure	
(MG132)	trattate	con	la	sostanza	MG132	(8	μM)	per	il	rimanente	periodo	di	infezione	(20	ore).	Le	
cellule	venivano,	 in	seguito,	 sottoposte	a	 reazione	di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	
degli	 anticorpi	 anti-NP,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 topo,	 coniugati	 con	
isotiocianato	 di	 rodamina.	 Nel	 grafico	 è	 rappresentata	 la	 percentuale	 di	 cellule	 positive	 per	
l’espressione	della	nucleoproteina	virale,	rispetto	alla	popolazione	cellulare	totale.	I	valori	riportati	
rappresentano	la	media	aritmetica	di	tre	esperimenti	indipendenti	e	le	barre	d’errore	si	riferiscono	
alle	relative	deviazioni	standard.	I	valori	di	significatività	(*	=	P<0,05)	sono	stati	calcolati	con	il	test	
t	di	Student	a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	

	

Dall’analisi	 in	 immunofluorescenza,	 è	 emerso	 che	 il	 trattamento	 tardivo	 con	 la	

sostanza	 MG132	 in	 corso	 d’infezione	 con	 i	 virus	 influenzali	 A/NWS/33	 e	

A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 0,1	 e	 1	 u.f.p./cellula;	 24	 ore	 di	 infezione)	 aveva	 delle	

ripercussioni	negative	sull’espressione	della	nucleoproteina	virale,	che	diminuiva	in	

maniera	significativa	(P<0,05),	sebbene	gli	effetti	riscontrati	fossero	di	entità	meno	

rilevante	rispetto	a	quelli	osservati	in	condizioni	di	trattamento	precoce	(Figura	22	

vs	Figura	21).		

In	parallelo,	sono	stati	determinati,	mediante	titolazione	della	dose	infettante	il	50%	

delle	colture	di	saggio	(TCDI50),	i	titoli	della	progenie	virale	emersa	dalle	cellule	LLC-

MK2	 infettate	 con	 i	 virus	 influenzali	 A/NWS/33	 e	 A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 0,1	

u.f.p./cellula;	24	ore	di	infezione),	applicando	il	trattamento	tardivo	con	la	sostanza	

MG132	 (Figura	 23).	 I	 dati	 ottenuti	 erano	 in	 accordo	 con	 gli	 esiti	 di	

immunofluorescenza.	
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Figura	23.	Analisi	dei	titoli	della	progenie	virale	emersa	nelle	cellule	LLC-MK2	sottoposte	
ad	inibizione	dell’attività	proteolitica	dei	proteasomi	in	fasi	tardive	dell’infezione	virale.	
Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(A/NWS/33)	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	0,1	
u.f.p./cellula),	 oppure	 (A/Mallard/03)	 con	 il	 virus	 influenza	 A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 0,1	
u.f.p./cellula)	per	4	ore	e,	 successivamente,	 (NT)	non	 trattate,	oppure	 (MG132)	 trattate	 con	 la	
sostanza	 MG132	 (8	 μM)	 per	 il	 rimanente	 periodo	 di	 infezione	 (20	 ore).	 Nel	 grafico	 sono	
rappresentati	 i	 logaritmi	 dei	 titoli	 della	 progenie	 virale	 emersa	 nelle	 suddette	 condizioni	
sperimentali,	 determinati	 mediante	 saggio	 TCDI50.	 I	 valori	 riportati	 rappresentano	 la	 media	
aritmetica	di	tre	esperimenti	indipendenti	e	le	barre	d’errore	si	riferiscono	alle	relative	deviazioni	
standard.	I	valori	di	significatività	(*	=	P<0,05)	sono	stati	calcolati	con	il	test	t	di	Student	a	due	
code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	

	

In	conclusione,	i	risultati	ottenuti	attestano	che	l’inibizione	dell’attività	proteolitica	

dei	 proteasomi	 in	 fasi	 tardive	 dell’infezione	 consente	 la	 prosecuzione	 del	 ciclo	

replicativo	virale,	sebbene	questo	presenti	una	minore	efficienza,	rispetto	a	quello	

espletato	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 non	 trattate	 con	 la	 sostanza	 MG132.	 Inoltre,	 a	

differenza	del	 trattamento	precoce	con	MG132,	che,	per	 la	sua	breve	durata,	non	

consente	 l’espressione	 di	 modificazioni	 dell’assetto	 dei	 microtubuli	 (dati	 non	

mostrati)	e	determina	un	blocco	pressoché	totale	dell’infezione	virale,	il	trattamento	

tardivo	è	 funzionale	 ad	aumentare	 la	 stabilizzazione	dei	microtubuli	nel	modello	

cellulare	oggetto	di	studio	e	a	valutarne	le	ripercussioni	sull’espletamento	del	ciclo	

replicativo	virale.	
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1.2.	Analisi	degli	effetti	indotti	dall’attivazione	delle	funzioni	proteolitiche	dei	

proteasomi	sull’assetto	dei	microtubuli	e	sul	ciclo	replicativo	di	stipiti	di	virus	

influenza	A	(H1N1)	nelle	cellule	LLC-MK2	

Allo	 scopo	 di	 approfondire	 il	 ruolo	 regolatorio	 dei	 proteasomi	 sull’assetto	 dei	

microtubuli	 e	 sull’infezione	virale,	 è	 stata	 successivamente	 impiegata	 la	 sostanza	

IU1,	 che	 è	 in	 grado	 di	 aumentare	 l’efficienza	 delle	 funzioni	 proteolitiche	 dei	

proteasomi,	inibendo	i	processi	di	deubiquitinazione	delle	proteine.		

Mediante	saggio	di	Western	blotting,	è	stata	esaminata	l’espressione	delle	proteine	

alpha-tubulina	acetilata	e	MAP4	nelle	cellule	LLC-MK2	sottoposte	al	trattamento	con		

la	 sostanza	 IU1	 per	 4,	 6,	 8	 e	 15	 ore,	 rispettivamente	 (Figura	 24:	 IU1).	 I	 risultati	

ottenuti	 hanno	 evidenziato	 che	 l’attivazione	 delle	 funzioni	 proteolitiche	 dei	

proteasomi	 per	 4-8	 ore	 determina	 una	 significativa	 diminuzione	 (P<0,005)	

dell’espressione	 di	 alpha-tubulina	 acetilata	 (Figura	 24A:	 IU1	 4-8	 ore	 vs	 NT).	 Al	

contrario,	in	caso	di	trattamento	per	15	ore	con	la	sostanza	IU1,	è	stata	osservata	

un’espressione	 della	 proteina	 alpha-tubulina	 acetilata	 di	 entità	 paragonabile	 a	

quella	delle	cellule	non	trattate	(Figura	24A:	IU1	15	ore	vs	NT);	tale	osservazione	

depone,	verosimilmente,	per	la	cessazione	dell’attività	della	sostanza,	imputabile	al	

trattamento	prolungato.		

Il	livello	di	espressione	della	proteina	MAP4,	a	parità	delle	condizioni	sperimentali	

sopra	riportate,	rimaneva	invece	invariato	(Figura	24B:	IU1	4-15	ore	vs	NT).	
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Figura	 24.	 Analisi	 degli	 effetti	 indotti	 dall’attivazione	 delle	 funzioni	
proteolitiche	 dei	 proteasomi	 sull’espressione	 di	marcatori	 di	microtubuli	
stabilizzati	 nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 Le	 cellule	 LLC-MK2	 venivano	 (NT)	 non	
trattate,	oppure	(IU1)	 trattate	con	 la	sostanza	 IU1	(50	μM)	per	4,	6,	8	e	15	ore,	
rispettivamente.	 In	 seguito,	 le	 cellule	 venivano	 analizzate	 mediante	 saggio	 di	
Western	blotting,	impiegando	degli	anticorpi	(A)	anti-alpha-tubulina	acetilata,	(B)	
anti-MAP4	e	(C)	anti-GAPDH,	rivelati	con	(A)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	
topo	 coniugati	 con	 fosfatasi	 alcalina	 e	 (B,	 C)	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	
coniglio	coniugati	con	fosfatasi	alcalina.	Nel	grafico	(D)	sono	riportati	 i	valori	di	
densità	ottica	delle	proteine	alpha-tubulina	acetilata	e	MAP4,	ottenuti	nelle	cellule	
(NT)	non	trattate,	oppure	(IU1)	nelle	cellule	trattate	con	la	sostanza	IU1	per	diversi	
tempi.	 I	 valori	 riportati	 corrispondono	 alla	media	 aritmetica	 di	 tre	 esperimenti	
indipendenti	e	le	barre	d’errore	si	riferiscono	alle	relative	deviazioni	standard.	I	
valori	di	significatività	(**	=	P<0,005	e	n.s.	=	P>0,05)	sono	stati	calcolati	con	il	test	
t	di	Student	a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	

	

In	 parallelo,	 sono	 state	 valutate	 le	 ripercussioni	 indotte	 dall’attivazione	 delle	

funzioni	proteolitiche	dei	proteasomi	sul	ciclo	replicativo	virale.	A	tale	fine,	le	cellule	

LLC-MK2	venivano	pre-trattate	per	4	ore	con	la	sostanza	IU1,	dal	momento	che	tale	

condizione	sperimentale	era	sufficiente	a	diminuire	l’espressione	di	alpha-tubulina	

acetilata,	come	sopra	descritto.	Successivamente,	le	cellule	venivano	infettate	con	i	

virus	 influenzali	 A/NWS/33	 e	 A/Mallard/03	 (m.o.i	 =	 0,1	 u.f.p./cellula;	 24	 ore	 di	

infezione),	in	assenza	della	sostanza	IU1	(Figura	25).	
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Dall’analisi	 in	 immunofluorescenza,	 è	 stato	 possibile	 osservare	 un	 significativo	

aumento	 (P<0,005	 e	 P<0,05)	 dell’espressione	 della	 nucleoproteina	 virale	 di	

entrambi	gli	stipiti	virali	nelle	cellule	trattate	con	la	sostanza	IU1,	rispetto	alle	cellule	

non	trattate	(Figura	25A	IU1	vs	NT).	

I	titoli	della	progenie	virale	emersa	in	analoghe	condizioni	sperimentali	risultavano	

in	linea	con	gli	esiti	di	immunofluorescenza	(Figura	25B).		

	
Figura	 25.	 Analisi	 degli	 effetti	 indotti	 dall’attivazione	 delle	 funzioni	 proteolitiche	 dei	
proteasomi	sul	ciclo	replicativo	di	stipiti	di	virus	influenza	A	nelle	cellule	LLC-MK2.	(A,	B)	
Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(NT)	non	trattate,	oppure	(IU1)	pre-trattate	con	la	sostanza	IU1	
(50	μM)	per	4	ore	e,	successivamente,	(A/NWS/33)	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	
(m.o.i.	=	0,1	u.f.p./cellula;	24	ore),	oppure	(A/Mallard/03)	con	il	virus	influenza	A/Mallard/03	
(m.o.i.	=	0,1	u.f.p./cellula;	24	ore)	in	assenza	della	sostanza	IU1.	Le	cellule	venivano,	in	seguito,	
sottoposte	a:	(A)	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	degli	anticorpi	anti-NP,	
rivelati	con	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina;	(B)	
determinazione	 della	 progenie	 virale	 emersa,	 mediante	 saggio	 TCDI50.	 Nei	 grafici	 sono	
rappresentati:	(A)	la	percentuale	di	cellule	positive	per	la	NP,	rispetto	alla	popolazione	cellulare	
totale;	(B)	i	logaritmi	dei	titoli	della	progenie	virale	emersa.	I	valori	riportati	rappresentano	la	
media	aritmetica	di	tre	esperimenti	indipendenti	e	le	barre	d’errore	si	riferiscono	alle	relative	
deviazioni	standard.	I	valori	di	significatività	(**	=	P<0,005	e	*	=	P<0,05)	sono	stati	calcolati	con	
il	test	t	di	Student	a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	
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In	 conclusione,	 i	 risultati	 ottenuti	 evidenziano	 che	 l’attivazione	 delle	 funzioni	

proteolitiche	dei	proteasomi	all’inizio	dell’infezione	del	virus	influenza	aumenta	la	

dinamicità	del	sistema	citoscheletrico	dei	microtubuli	e	 l’efficienza	replicativa	del	

virus.	

	

1.3.	 Analisi	 della	 localizzazione	 subcellulare	 del	 proteasoma	 20S	 e	 della	

nucleoproteina	 virale	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 infettate	 con	 stipiti	 di	 virus	

influenza	A	(H1N1)		

Nell’ottica	di	valutare	la	co-localizzazione	della	nucleoproteina	dei	virus	influenzali	

A/NWS/33	e	A/Mallard/03	 con	 il	 proteasoma	20S,	 è	 stata	 condotta	un’analisi	 in	

microscopia	confocale,	previa	 reazione	di	 immunofluorescenza,	nelle	 cellule	LLC-

MK2	infettate	con	i	suddetti	virus	(m.o.i.	=	2	u.f.p./cellula;	14	ore	di	infezione;	Figura	

26).	In	particolare,	il	periodo	di	infezione	prescelto	era	funzionale	ad	osservare	una	

prevalente	localizzazione	citoplasmatica	della	nucleoproteina	virale,	come	anche	la	

comparsa	di	modificazioni	strutturali	del	citoscheletro.	
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Figura	26.	Localizzazione	subcellulare	del	proteasoma	20S	e	della	nucleoproteina	virale	
nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	con	stipiti	di	virus	influenza	A.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	
(A-A2)	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	2	u.f.p./cellula;	14	ore),	oppure	(B-B2)	
con	 il	 virus	 influenza	 A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 2	 u.f.p./cellula;	 14	 ore),	 e,	 successivamente,	
sottoposte	a	reazione	di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	degli	anticorpi	(A,	B)	anti-
proteasoma	20S	e	(A1,	B1)	anti-NP,	rivelati	con	(A,	B)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	
coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina	 e	 (A1,	 B1)	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 topo	
coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina.	I	piani	focali	mostrati	in	figura	sono	rappresentativi	della	
localizzazione	subcellulare	del	proteasoma	20S	(in	verde)	e	della	nucleoproteina	virale	(in	rosso).	
Le	aree	di	co-localizzazione	appaiono	in	colore	giallo/arancione.	I	risultati	sono	rappresentativi	
di	due	esperimenti	indipendenti.	Barra	=	10	µm.	

	

I	risultati	ottenuti	nelle	cellule	LLC-MK2	hanno	evidenziato	che	la	nucleoproteina	

virale	aveva	una	distribuzione	citoplasmatica	di	tipo	granulare	(Figura	26A1	e	B1),	

con	un’entità	di	espressione	maggiore	nelle	cellule	infettate	con	lo	stipite	NWS/33.	

Al	contrario,	il	proteasoma	20S	presentava	una	prevalente	localizzazione	nucleare	

ed	un’esigua	espressione	nel	citoplasma	(Figura	26A	e	B).		

La	 nucleoproteina	 virale,	 anche	 se	 con	 un’intensità	 di	 segnale	 più	 debole	 per	 lo	

stipite	 A/Mallard/03,	 co-localizzava	 parzialmente	 con	 il	 proteasoma	 20S	 nel	

citoplasma	delle	cellule	LLC-MK2	(Figura	26A2	e	B2).	
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1.4.	 Analisi	 della	 localizzazione	 subcellulare	 del	 proteasoma	 20S	 e	 dei	

marcatori	dei	microtubuli	stabilizzati	nelle	cellule	LLC-MK2	non	infettate	ed	

infettate	con	stipiti	di	virus	influenza	A	(H1N1)		

Nell’ottica	di	approfondire	i	precedenti	risultati,	è	stata	successivamente	esaminata	

la	localizzazione,	mediante	microscopia	confocale,	del	proteasoma	20S,	a	confronto	

con	quella	dei	marcatori	dei	microtubuli	 in	 assetto	 stabilizzato	nelle	 cellule	LLC-

MK2	 non	 infettate,	 oppure	 infettate	 con	 i	 virus	 influenzali	 A/NWS/33	 ed	

A/Mallard/03	(m.o.i.	=	2	u.f.p./cellula;	14	ore	di	infezione).		

In	seguito	ad	infezione	virale,	in	particolar	modo	con	lo	stipite	A/NWS/33,	i	filamenti	

di	alpha-tubulina	acetilata	risultavano	addensati	e	prevalentemente	espressi	nella	

regione	 perinucleare	 delle	 cellule,	 rispetto	 a	 quanto	 osservato	 nelle	 cellule	 non	

infettate	(Figura	27B1	e	C1	vs	A1).		

I	segnali	di	co-localizzazione	tra	il	proteasoma	20S	ed	alpha-tubulina	acetilata	nelle	

cellule	LLC-MK2	 infettate	erano	di	 intensità	maggiore	e	venivano	principalmente	

rilevati	nella	regione	perinucleare	delle	cellule,	a	differenza	di	quelle	non	infettate,	

dove	 erano	 invece	 appannaggio	 di	 un’area	 citoplasmatica	 più	 ampia,	 sebbene	 di	

entità	meno	rilevante	(Figura	27B2	e	C2	vs	A2).	
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Figura	27.	Localizzazione	subcellulare	del	proteasoma	20S	e	di	alpha-tubulina	acetilata	
nelle	cellule	LLC-MK2	non	infettate	ed	infettate	con	stipiti	di	virus	influenza	A.	Le	cellule	
LLC-MK2	venivano	(A-A2)	non	infettate,	(B-B2)	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	
=	 2	 u.f.p./cellula;	 14	 ore),	 oppure	 (C-C2)	 con	 il	 virus	 influenza	 A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 2	
u.f.p./cellula;	 14	 ore).	 Le	 cellule	 venivano,	 successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	
immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	degli	anticorpi	(A,	B,	C)	anti-proteasoma	20S	e	(A1,	
B1,	C1)	anti-alpha-tubulina	acetilata,	 rivelati	 con	(A,	B,	C)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	
coniglio	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina	 e	 (A1,	 B1,	 C1)	 anticorpi	 anti-
immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 rodamina.	 I	 piani	 focali	 mostrati	 in	
figura	sono	rappresentativi	della	localizzazione	subcellulare	del	proteasoma	20S	(in	verde)	e	di	
alpha-tubulina	acetilata	(in	rosso).	Le	frecce	nelle	figure	B1	e	C1	indicano	le	modificazioni	di	
alpha-tubulina	acetilata	indotte	dall’infezione	virale	ed	i	triangoli	nelle	figure	B2	e	C2	le	aree	di	
co-localizzazione	 tra	 le	 componenti	 cellulari	 oggetto	 di	 studio.	 Le	 aree	 di	 co-localizzazione	
appaiono	 in	 colore	 giallo/arancione.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	 esperimenti	
indipendenti.	Barra	=	10	µm.	
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In	una	fase	successiva,	è	stata	valutata	la	co-localizzazione	tra	la	proteina	MAP4	ed	

il	 proteasoma	 20S,	 rivelato	 mediante	 l’impiego	 di	 un	 anticorpo	 in	 grado	 di	

riconoscere	 la	 subunità	 alpha	 1/p27.	 L’espressione	 della	 proteina	 MAP4,	 dopo	

infezione	virale,	era	meno	pronunciata,	rispetto	a	quella	osservata	nelle	cellule	non	

infettate	(Figura	28B1	e	C1	vs	A1).	L’espressione	del	proteasoma	20S,	al	contrario,	

risultava	 maggiormente	 accentuata,	 soprattutto	 nella	 regione	 perinucleare	 delle	

cellule	LLC-MK2.		

I	segnali	di	co-localizzazione	tra	il	proteasoma	20S	e	la	proteina	MAP4	nelle	cellule	

infettate	con	i	virus	influenzali	A/NWS/33	ed	A/Mallard/03	(m.o.i.	=	2	u.f.p./cellula;	

14	ore	di	 infezione)	erano	di	entità	maggiore	e	appannaggio	di	un’ampia	regione	

citoplasmatica,	 rispetto	a	quelli	 riscontrati	nelle	 cellule	non	 infettate,	dove	erano	

pressoché	esclusivamente	confinati	alla	regione	perinucleare	(Figura	28B2	e	C2	vs	

A2).	
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Figura	28.	Localizzazione	subcellulare	del	proteasoma	20S	e	di	MAP4	nelle	cellule	LLC-
MK2	 non	 infettate	 ed	 infettate	 con	 stipiti	 di	 virus	 influenza	 A.	 Le	 cellule	 LLC-MK2	
venivano	(A-A2)	non	infettate,	(B-B2)	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	2	
u.f.p./cellula;	 14	 ore),	 oppure	 (C-C2)	 con	 il	 virus	 influenza	 A/Mallard/03	 (m.o.i.	 =	 2	
u.f.p./cellula;	 14	 ore).	 Le	 cellule	 venivano,	 successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	
immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	 degli	 anticorpi	 (A,	 B,	 C)	 anti-subunità	 alpha	
1/p27	del	proteasoma	20S	e	 (A1,	B1,	C1)	anti-MAP4,	 rivelati	 con	 (A,	B,	C)	anticorpi	anti-
immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 rodamina	 ed	 (A1,	 B1,	 C1)	 anti-
immunoglobuline	 di	 coniglio	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina.	 I	 piani	 focali	
mostrati	in	figura	sono	rappresentativi	della	localizzazione	subcellulare	della	subunità	alpha	
1/p27	 del	 proteasoma	 20S	 (in	 rosso)	 e	 della	 proteina	 MAP4	 (in	 verde).	 Le	 aree	 di	 co-
localizzazione	appaiono	in	colore	giallo/arancione.	Le	frecce	nella	figura	A2	indicano	le	aree	
di	co-localizzazione	tra	le	proteine	oggetto	di	studio.	I	risultati	sono	rappresentativi	di	due	
esperimenti	indipendenti.	Barra	=	10	µm.	

	

In	conclusione,	l’analisi	in	microscopia	confocale	attesta	la	presenza	di	una	parziale	

co-localizzazione	tra	il	proteasoma	20S	e	la	nucleoproteina	virale	nelle	cellule	LLC-

MK2	 infettate	 con	 gli	 stipiti	 di	 virus	 influenza	 A	 oggetto	 di	 studio.	 Inoltre,	 in	

condizioni	di	 infezione	sperimentale,	 il	proteasoma	20S	co-localizza	parzialmente	

con	marcatori	dei	microtubuli	in	assetto	stabilizzato	e	l’entità	del	segnale	osservato	

risulta	maggiore,	rispetto	alle	cellule	non	infettate.	
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2.	RUOLO	REGOLATORIO	DEI	SISTEMI	CITOSCHELETRICI	DEI	MICROTUBULI	E	

DEI	 MICROFILAMENTI	 SUL	 CICLO	 REPLICATIVO	 DEL	 VIRUS	 INFLUENZA	 A	

(H1N1)	NELLE	CELLULE	LLC-MK2	

In	 una	 fase	 successiva	 del	 percorso	 sperimentale,	 è	 stata	 sondata	 la	 presenza	 di	

eventuali	“interazioni”	sussistenti	tra	microtubuli	e	microfilamenti	del	citoscheletro	

delle	 cellule	 LLC-MK2,	nell’ottica	di	mettere	 in	 luce	 il	 contributo	 sinergico	di	 tali	

sistemi	alla	regolazione	del	ciclo	replicativo	dello	stipite	NWS/33	di	virus	influenza	

A	 (H1N1)	nel	 suddetto	modello.	Tale	 obiettivo	 sperimentale	 trae	 le	premesse	da	

osservazioni	precedenti	178,	179	del	gruppo	di	ricerca	in	cui	sono	stata	inserita	ai	fini	

dello	 svolgimento	 dello	 studio	 oggetto	 di	 questa	 tesi,	 come	 anche	 dai	 risultati	

riportati	 nella	 sezione	 precedente,	 che	 sono	 stati	 oggetto	 di	 una	 pubblicazione	

scientifica	180.	

	

2.1.	Analisi	delle	“interazioni”	tra	microtubuli	e	microfilamenti	nelle	cellule	

LLC-MK2		

Al	 fine	 di	 appurare	 l’esistenza	 di	 eventuali	 “interazioni”	 tra	 microtubuli	 e	

microfilamenti	 nel	 modello	 LLC-MK2,	 sono	 stati	 valutati	 gli	 effetti	 indotti	 da	

sostanze	in	grado	di	depolimerizzare	tali	componenti	del	citoscheletro	cellulare.	Più	

precisamente,	 le	 cellule	 sono	 state	 trattate	 con	 nocodazolo,	 per	 la	

depolimerizzazione	dei	microtubuli,	e	con	citocalasina	B,	per	la	depolimerizzazione	

dei	microfilamenti.		

I	 risultati	ottenuti	nelle	cellule	LLC-MK2	 trattate	con	nocodazolo	per	2	e	5	ore	e,	

successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza,	 allo	 scopo	 di	

analizzare	l’espressione	di	beta-tubulina,	hanno	attestato	la	depolimerizzazione	dei	

microtubuli,	che	era	di	entità	più	rilevante	in	condizioni	di	trattamento	prolungato	

con	la	sostanza	(Figura	30C	vs	B).		
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I	risultati	ottenuti	nelle	cellule	LLC-MK2	trattate	con	citocalasina	B	per	2	e	5	ore	e,	

successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza,	 allo	 scopo	 di	

analizzare	 l’espressione	 di	 actina,	 hanno	 attestato	 la	 depolimerizzazione	 dei	

microfilamenti,	che,	analogamente	a	quanto	sopra	riportato,	era	di	entità	maggiore	

in	caso	di	trattamento	prolungato	(Figura	30C1	vs	B1).	Inoltre,	le	cellule	trattate	con	

citocalasina	 B	 presentavano	 delle	 protrusioni	 di	 actina	 a	 livello	 della	membrana	

citoplasmatica,	non	osservate	in	assenza	della	sostanza	(Figura	30B1	e	C1	vs	A1).	

	
Figura	 30.	 Analisi	 della	 depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	
microfilamenti	mediante	l’impiego	di	sostanze	chimiche	nelle	cellule	
LLC-MK2.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(A,	A1)	non	trattate,	(B,	C)	trattate	
con	nocodazolo	(2	µM),	oppure	(B1,	C1)	con	citocalasina	B	(3,5	µg/ml),	
per	 (B,	 B1)	 2	 ore	 e	 (C,	 C1)	 5	 ore,	 rispettivamente.	 Le	 cellule	 venivano,	
successivamente,	sottoposte	a	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	
impiegando	 degli	 anticorpi	 (A,	 B,	 C)	 anti-beta-tubulina,	 rivelati	 con	
anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	
fluoresceina,	 oppure	 (A1,	 B1,	 C1)	 la	 sostanza	 falloidina	 coniugata	 con	
isotiocianato	 di	 fluoresceina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	 indipendenti.	 I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	
microscopio	a	fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	
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In	una	fase	successiva,	sono	state	valutate	eventuali	ripercussioni	reciproche	della	

depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti.	

Mediante	 analisi	 in	 immunofluorescenza,	 è	 stato	 osservato	 che	 la	

depolimerizzazione	 dei	 microfilamenti	 induceva	 una	 riorganizzazione	 dei	

microtubuli,	in	quanto	si	osservava	la	perdita	della	consueta	distribuzione	radiale	e	

la	comparsa	di	addensamenti	citoplasmatici	di	beta-tubulina	(Figura	31B	vs	A).		

La	 depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 determinava,	 invece,	 la	 comparsa	 di	

filamenti	 compatti	 di	 actina	 (“stress	 fibers”)	 ed	 un	 aumento	 della	 componente	

corticale	della	stessa,	in	prossimità	della	membrana	cellulare;	inoltre,	l’espressione	

dei	microfilamenti	a	livello	citoplasmatico	era	di	entità	inferiore,	rispetto	alle	cellule	

non	trattate	con	nocodazolo	(Figura	31B1	vs	A1).	

Infine,	 l’applicazione	 simultanea	 delle	 sostanze	 citocalasina	 B	 e	 nocodazolo	

induceva	una	drammatica	riorganizzazione	dell’assetto	di	entrambe	le	componenti	

citoscheletriche	 nel	 modello	 cellulare	 esaminato,	 unitamente	 ad	 una	 rilevante	

diminuzione	 dell’espressione	 delle	 proteine	 actina	 e	 beta-tubulina,	 rivelate	 in	

immunofluorescenza	(Figura	31C	vs	A	e	C1	vs	A1).	
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Figura	 31.	 Analisi	 delle	 ripercussioni	 reciproche	 della	
depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	mediante	
l’impiego	di	sostanze	chimiche	nelle	cellule	LLC-MK2.	Le	cellule	LLC-
MK2	 venivano	 (A,	 A1)	 non	 trattate,	 oppure	 trattate	 per	 5	 ore	 con	 (B)	
citocalasina	B	(3,5	µg/ml),	(B1)	nocodazolo	(2	µM)	e	(C,	C1)	citocalasina	
B	(3,5	µg/ml)	e	nocodazolo	(2	µM).	Le	cellule	venivano,	successivamente,	
sottoposte	a	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	degli	
anticorpi	 (A,	 B,	 C)	 anti-beta-tubulina,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-
immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina,	
oppure	(A1,	B1,	C1)	la	sostanza	falloidina	coniugata	con	isotiocianato	di	
fluoresceina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	 esperimenti	
indipendenti.	 I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	 microscopio	 a	
fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	

	

In	 conclusione,	 l’analisi	 in	 immunofluorescenza	 depone	 per	 l’esistenza	 di	 una	

“comunicazione”	tra	i	sistemi	citoscheletrici	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	nel	

modello	LLC-MK2,	dal	momento	che	 l’alterazione	strutturale,	 indotta	da	sostanze	

chimiche,	di	una	delle	due	componenti	ha	ripercussioni	anche	sull’altra.		
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2.2.	Analisi	degli	effetti	indotti	dalla	depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	

microfilamenti	sul	ciclo	replicativo	del	virus	influenza	A/NWS/33	nelle	cellule	

LLC-MK2	

Sulla	base	delle	precedenti	osservazioni	sperimentali,	l’attenzione	è	stata	focalizzata	

sull’analisi	del	ruolo	regolatorio	svolto	dai	microtubuli	e	dai	microfilamenti	sul	ciclo	

replicativo	 del	 virus	 influenza	A/NWS/33	nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 A	 tal	 fine,	 sono	

state	 esaminate	 le	 ripercussioni	 della	 depolimerizzazione	 delle	 suddette	

componenti	citoscheletriche	sull’espletamento	del	ciclo	replicativo	virale.		

Mediante	 reazione	 di	 immunofluorescenza,	 è	 stata	 valutata	 l’espressione	 della	

nucleoproteina	 virale	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	

A/NWS/33	 per	 diversi	 tempi	 (m.o.i	 =	 2	 u.f.p/cellula;	 2	 ore	 30’	 -	 5	 ore	 30’	 di	

infezione).	 Le	 cellule	 venivano	 non	 trattate,	 oppure	 trattate	 per	 5	 ore,	 prima	

dell’inizio	 dell’infezione	 virale,	 con	 sostanze	 chimiche	 funzionali	 ad	 indurre	 la	

depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	(Figura	32).	

I	 risultati	 ottenuti	 attestano	 che	 la	 depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	

microfilamenti	 favorisce	 l’espletamento	 dell’infezione	 virale,	 in	 quanto	 il	 virus	

influenza	 A/NWS/33	 è	 in	 grado	 di	 infettare	 un	 numero	 maggiore	 di	 cellule	 e	

raggiungere	più	rapidamente	la	sede	nucleare	di	replicazione	(Figura	32B-B3,	C-C3	

e	D-D3	vs	A-A3).	
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Figura	 32.	 Analisi	 degli	 effetti	 della	 depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	
microfilamenti	 sull’espletamento	 di	 fasi	 precoci	 dell’infezione	 del	 virus	 influenza	
A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	 (A-A3)	non	 trattate,	oppure	
trattate	 per	 5	 ore	 con	 (B-B3)	 nocodazolo	 (2	µM),	 (C-C3)	 citocalasina	 B	 (3,5	µg/ml)	 e	 (D-D3)	
citocalasina	B	(3,5	µg/ml)	e	nocodazolo	(2	µM).	Le	cellule	venivano,	successivamente,	infettate	
con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i	=	2	u.f.p./cellula)	per	(A,	B,	C,	D)	2	ore	30’,	(A1,	B1,	C1,	D1)	
3	ore	30’,	(A2,	B2,	C2,	D2)	4	ore	30’	e	(A3,	B3,	C3,	D3)	5	ore	30’,	rispettivamente,	prima	di	essere	
sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	 degli	 anticorpi	 anti-NP,	
rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	di	 rodamina.	 I	
risultati	sono	rappresentativi	di	due	esperimenti	indipendenti.	I	preparati	venivano	osservati	con	
un	microscopio	a	fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	

	

In	conclusione,	l’analisi	in	immunofluorescenza	attesta	che	i	sistemi	dei	microtubuli	

e	dei	microfilamenti	rappresentano	un	fattore	di	restrizione	cellulare	nei	confronti	

dell’espletamento	 delle	 fasi	 precoci	 dell’infezione	 del	 virus	NWS/33	 nelle	 cellule	

LLC-MK2.		
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3.	RUOLO	REGOLATORIO	DELLA	PROTEINA	DI	MAMMIFERO	OMOLOGA	ALLA	

PROTEINA	 DIAFANO	 1	 DI	 DROSOPHILA	 (DIAPH1)	 SUL	 CITOSCHELETRO	

(MICROTUBULI	 E	MICROFILAMENTI)	 E	 SUL	 CICLO	REPLICATIVO	DEL	 VIRUS	

INFLUENZA	A	(H1N1)	NELLE	CELLULE	LLC-MK2	

Sulla	base	dei	risultati	precedenti,	che	attestano	l’intervento	dei	microtubuli	e	dei	

microfilamenti	 nella	 regolazione	 del	 ciclo	 replicativo	 virale	 del	 virus	 influenza	

A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2,	è	stato	successivamente	valutato	il	ruolo	svolto	

dalla	proteina	DIAPH1,	dal	momento	che	diversi	dati	di	letteratura	attestano	la	sua	

partecipazione	ai	meccanismi	di	polimerizzazione	dell’actina	e	di	stabilizzazione	dei	

microtubuli	137,	138,	148	-	153.	

	

3.1.	Analisi	degli	effetti	indotti	dal	silenziamento	del	gene	che	codifica	per	la	

proteina	 DIAPH1	 sul	 ciclo	 replicativo	 del	 virus	 influenza	 A/NWS/33	 nelle	

cellule	LLC-MK2	

Nell’ottica	di	valutare	il	possibile	intervento	della	formina	DIAPH1	nella	regolazione	

del	ciclo	replicativo	del	virus	influenza	A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2,	sono	stati	

condotti	 degli	 esperimenti	 di	 silenziamento	 genico,	 impiegando	 degli	 RNA	

interferenti	(siRNA)	rivolti	contro	l’espressione	del	gene	DIAPH1.		

Mediante	saggio	di	Western	blotting,	è	 stata	valutata	 l’espressione	della	proteina	

DIAPH1	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 non	 sottoposte	 a	 silenziamento	 genico,	 oppure	

trasfettate	con	i	siRNA	per	24	e	48	ore,	rispettivamente	(Figura	33A).	

I	 risultati	 ottenuti	 hanno	 confermato	 che	 il	 silenziamento	 genico	 diminuisce	

l’espressione	 della	 proteina	 DIAPH1	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 (Figura	 33A:	 siRNA	

DIAPH1a	vs	CC).	

In	 seguito,	 sono	 stati	 esaminati	 gli	 effetti	 del	 silenziamento	 genico	 sul	 ciclo	

replicativo	 del	 virus	 influenza	 A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 0,1	 u.f.p./cellula;	 24	 ore	 di	
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infezione)	nelle	cellule	LLC-MK2.	Mediante	reazione	di	immunofluorescenza,	è	stato	

appurato	che	 il	 silenziamento	genico	 induceva	un	aumento	del	numero	di	 cellule	

positive	per	la	nucleoproteina	virale,	che	era	di	entità	direttamente	proporzionale	

alla	molarità	dei	siRNA	impiegata	(Figura	33D,	E,	F	vs	B).	
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Figura	 33.	 Analisi	 degli	 effetti	 del	 silenziamento	 del	 gene	DIAPH1	
sull’espressione	della	nucleoproteina	del	virus	influenza	A/NWS/33	
nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 (A)	 Le	 cellule	 LLC-MK2	 venivano	 (CC)	 non	
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sottoposte	a	 silenziamento	genico,	oppure	 (siRNA	DIAPH1a)	 trasfettate	
con	siRNA	rivolti	contro	l’espressione	del	gene	DIAPH1	(40	nM)	per	24	e	
48	ore,	rispettivamente.	Le	cellule	venivano,	successivamente,	analizzate	
mediante	 saggio	 di	 Western	 blotting,	 impiegando	 degli	 anticorpi	 anti-
DIAPH1,	rivelati	con	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	coniugati	
con	fosfatasi	alcalina.	In	parallelo,	le	cellule	LLC-MK2	venivano	(B,	B1)	non	
sottoposte	 a	 silenziamento	 genico,	 (C,	 C1)	 trattate	 con	 il	 solo	mezzo	 di	
trasfezione,	 oppure	 trasfettate	 per	 48	 ore	 con	 siRNA	 rivolti	 contro	
l’espressione	del	gene	DIAPH1,	impiegati	alle	molarità	(D,	D1)	20	nM,	(E,	
E1)	30	nM	e	(F,	F1)	40	nM,	rispettivamente.	In	seguito,	le	cellule	venivano	
infettate	 con	 il	 virus	 influenza	A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	0,1	u.f.p./cellula;	24	
ore)	e	sottoposte	a	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	
degli	 anticorpi	 (B,	 C,	 D,	 E,	 F)	 anti-NP,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-
immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina,	oppure	
(B1,	 C1,	 D1,	 E1,	 F1)	 la	 sostanza	 4',6-diamidino-2-fenilindolo	 (DAPI).	 I	
risultati	sono	rappresentativi	di	due	esperimenti	indipendenti.	I	preparati	
venivano	 osservati	 con	 un	microscopio	 a	 fluorescenza	 (ingrandimento:	
200x).	

	

In	una	fase	successiva,	sono	stati	determinati	 i	 titoli	della	progenie	virale	emersa	

nelle	cellule	LLC-MK2	non	trasfettate,	oppure	sottoposte	a	silenziamento	genico	per	

48	ore	e,	successivamente,	 infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	0,1	

u.f.p./cellula;	24	ore	di	infezione;	Figura	34).	I	dati	ottenuti	risultavano	in	linea	con	

gli	esiti	di	immunofluorescenza.	

	
Figura	34. Analisi	degli	effetti	del	silenziamento	del	gene	DIAPH1	sul	ciclo	replicativo	
del	virus	 influenza	A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(CI)	
non	sottoposte	a	silenziamento	genico,	(CN)	trattate	con	il	solo	mezzo	di	trasfezione,	oppure	
(siRNA	 40	 nM)	 trasfettate	 con	 siRNA	 rivolti	 contro	 l’espressione	 del	 gene	 DIAPH1	 (siRNA	
DIAPH1a,	 40	 nM)	 per	 48	 ore.	 Le	 cellule	 venivano,	 successivamente,	 infettate	 con	 il	 virus	
influenza	 A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 0,1	 u.f.p./cellula;	 24	 ore)	 e	 sottoposte	 a	 (A)	 reazione	 di	
immunofluorescenza,	oppure	(B)	alla	determinazione	dei	titoli	della	progenie	virale	emersa,	
mediante	saggio	TCDI50.	(A)	la	reazione	di	immunofluorescenza	è	stata	condotta	impiegando	
anticorpi	 anti-NP,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	
isotiocianato	di	rodamina.	Nei	grafici	sono	rappresentati:	(A)	la	percentuale	di	cellule	positive	
per	la	nucleoproteina	virale,	rispetto	alla	popolazione	cellulare	totale;	(B)	i	logaritmi	dei	titoli	
della	 progenie	 virale	 emersa.	 I	 valori	 riportati	 rappresentano	 la	 media	 aritmetica	 di	 tre	
esperimenti	indipendenti	e	le	barre	d’errore	corrispondono	alle	relative	deviazioni	standard.	
I	valori	di	significatività	(*	=	P<0,05	e	n.s.	=	P>0,05)	sono	stati	calcolati	con	il	test	t	di	Student	
a	due	code,	rispetto	ai	relativi	controlli.	
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In	conclusione,	i	risultati	ottenuti	rendono	ragione	del	fatto	che	la	proteina	DIAPH1	

costituisca	un	fattore	di	restrizione	cellulare	nei	confronti	dell’infezione	del	virus	

influenza	A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2,	dal	momento	che	la	diminuzione	della	

sua	 espressione,	 conseguente	 al	 silenziamento	 genico,	 induce	 un	 aumento	

dell’efficienza	replicativa	virale.	

	

3.2.	Analisi	degli	effetti	indotti	dal	silenziamento	del	gene	che	codifica	per	la	

proteina	DIAPH1	sulla	stabilizzazione	dei	microtubuli	nelle	cellule	LLC-MK2	

Allo	scopo	di	appurare	se	il	silenziamento	del	gene	DIAPH1	comporta	un	aumento	

della	dinamicità	dei	microtubuli	nel	modello	LLC-MK2,	è	stata	valutata	l’espressione	

della	 proteina	 alpha-tubulina	 acetilata,	 a	 confronto	 con	 quella	 della	 proteina	

costitutiva	GAPDH.	

Mediante	 saggio	 di	 Western	 blotting,	 è	 stata	 osservata	 una	 diminuzione	

dell’espressione	della	proteina	alpha-tubulina	acetilata	nelle	cellule	trasfettate	con	

siRNA	 rivolti	 contro	 l’espressione	 del	 gene	 DIAPH1,	 rispetto	 alle	 cellule	 non	

sottoposte	a	trasfezione	(Figura	35B:	siRNA	DIAPH1a	e	siRNA	DIAPH1b	vs	CC).	
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Figura	 35.	 Analisi	 degli	 effetti	 del	 silenziamento	 del	 gene	 DIAPH1	
sull’espressione	della	proteina	alpha-tubulina	acetilata	nelle	cellule	LLC-MK2.	Le	
cellule	LLC-MK2	venivano	(CC)	non	sottoposte	a	silenziamento	genico,	oppure	(siRNA	
DIAPH1a	e	siRNA	DIAPH1b)	trasfettate	con	siRNA	rivolti	contro	l’espressione	del	gene	
DIAPH1	(40	nM)	per	48	ore.	Le	cellule	venivano,	successivamente,	analizzate	mediante	
saggio	di	Western	blotting,	impiegando	degli	anticorpi	(A)	anti-DIAPH1,	(B)	anti-alpha-
tubulina	acetilata	e	(C)	anti-GAPDH,	rivelati	con	(B)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	
topo	coniugati	con	fosfatasi	alcalina	e	(A,	C)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	
coniugati	 con	 fosfatasi	 alcalina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	 esperimenti	
indipendenti.	

	

In	conclusione,	 i	 suddetti	 risultati	depongono	per	 il	 fatto	che	 la	proteina	DIAPH1	

possa	 contribuire,	 unitamente	 ad	 altri	 fattori/meccanismi	 cellulari,	 alla	

stabilizzazione	dei	microtubuli	nelle	cellule	LLC-MK2.	

	

3.3.	Analisi	degli	effetti	indotti	dal	silenziamento	del	gene	che	codifica	per	la	

proteina	DIAPH1	sull’assetto	dei	microfilamenti	e	dei	microtubuli	nelle	cellule	

LLC-MK2	

In	una	fase	successiva,	sono	stati	condotti	degli	esperimenti	di	immunofluorescenza	

nelle	cellule	LLC-MK2	non	trasfettate,	oppure	trasfettate	per	48	ore	con	siRNA	rivolti	

contro	 l’espressione	 del	 gene	 DIAPH1,	 allo	 scopo	 di	 valutare	 le	 ripercussioni	

sull’assetto	 dei	 microfilamenti	 e	 dei	 microtubuli	 sull’espressione	 delle	 principali	

proteine	che	li	costituiscono	(i.e.	actina,	beta-tubulina	ed	alpha-tubulina	acetilata;	

Figura	36).	

I	risultati	ottenuti	hanno	messo	in	luce	che,	in	condizioni	di	silenziamento	genico,	la	

componente	 di	 actina	 filamentosa	 diminuiva	 a	 vantaggio	 di	 quella	 globulare,	



	 85	

rispetto	 a	 quanto	 osservato	 nelle	 cellule	 non	 trasfettate	 (Figura	 36A1	 vs	 A).	 In	

parallelo,	 è	 stata	 osservata	 una	 riduzione	 dell’espressione	 della	 componente	

corticale	dell’actina,	localizzata	in	prossimità	della	membrana	citoplasmatica.	

Inoltre,	nelle	cellule	trasfettate	è	stata	osservata	una	riorganizzazione	dell’assetto	

dei	microtubuli	ed	una	considerevole	diminuzione	dell’espressione	di	beta-tubulina.	

Più	precisamente,	nelle	cellule	trasfettate	i	microtubuli	si	estendevano,	occupando	

una	regione	citoplasmatica	più	ampia,	a	differenza	della	prevalente	localizzazione	

perinucleare	osservata	nelle	cellule	non	trasfettate	(Figura	36B1	vs	B).	

Infine,	 sono	 state	 riscontrate	 delle	 ripercussioni	 del	 tutto	 paragonabili	 a	 quelle	

osservate	per	beta-tubulina	anche	per	la	proteina	alpha-tubulina	acetilata	(Figura	

36C1	vs	C).		
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Figura	 36.	Analisi	 degli	 effetti	 del	 silenziamento	 del	 gene	 DIAPH1	 sui	 sistemi	
citoscheletrici	 dei	 microtubuli	 e	 dei	 microfilamenti	 nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 Le	
cellule	LLC-MK2	venivano	(A,	B,	C)	non	sottoposte	a	silenziamento	genico,	oppure	(A1,	
B1,	 C1)	 trasfettate	 con	 siRNA	 rivolti	 contro	 l’espressione	 del	 gene	 DIAPH1	 (siRNA	
DIAPH1a,	40	nM)	per	48	ore.	Successivamente,	le	cellule	venivano	sottoposte	a	reazione	
di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	(A,	A1)	la	sostanza	falloidina	coniugata	
con	 isotiocianato	di	rodamina,	oppure	degli	anticorpi	(B,	B1)	anti-beta-tubulina	e	(C,	
C1)	anti-alpha-tubulina	acetilata,	rivelati	con	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	
coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 rodamina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	 indipendenti.	 I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	 microscopio	 a	
fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	

	

In	conclusione,	i	suddetti	risultati	depongono	per	il	fatto	che,	nelle	cellule	LLC-MK2,	

la	proteina	DIAPH1	contribuisca	alla	regolazione	dell’assetto	dei	microtubuli	e	dei	

microfilamenti,	favorendone	la	stabilizzazione	e	la	polimerizzazione;	infatti,	la	sua	

diminuzione	 di	 espressione,	 indotta	 dal	 silenziamento	 genico,	 comporta	

l’insorgenza	di	modificazioni	strutturali	a	carico	di	entrambi	i	sistemi	citoscheletrici,	

oltre	che	modulazioni	di	espressione	delle	proteine	che	li	costituiscono.	
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3.4	Analisi	 della	 localizzazione	 ed	 espressione	della	 proteina	DIAPH1	nelle	

cellule	LLC-MK2	non	infettate	ed	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	

Nell’ottica	di	approfondire	le	conoscenze	sul	ruolo	svolto	dalla	proteina	DIAPH1	in	

corso	 di	 infezione	 virale,	 ne	 è	 stata	 esaminata	 l’espressione,	 mediante	

immunofluorescenza,	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	non	 infettate,	 oppure	 infettate	 con	 il	

virus	 influenza	 A/NWS/33	 per	 diversi	 tempi	 (m.o.i	 =	 2	 u.f.p/cellula;	 3-24	 ore	 di	

infezione;	Figura	37).	

I	 risultati	 ottenuti	 hanno	 evidenziato	 che,	 nelle	 cellule	 non	 infettate,	 la	 proteina	

DIAPH1	presentava	un	marcaggio	 citoplasmatico	diffuso	 e	 di	 lieve	 entità	 (Figura	

37A).	 Dopo	 3	 ore	 dall’inizio	 dell’infezione	 virale,	 la	 proteina	 DIAPH1	 risultava	

addensata	e	prevalentemente	concentrata	nella	zona	perinucleare,	con	comparsa,	in	

alcune	cellule,	di	una	distribuzione	citoplasmatica	di	tipo	granulare	(Figura	37B).	A	

5	 ore	 dall’inizio	 dell’infezione,	 è	 stato	 osservato	 un	 aumento	 dell’intensità	 di	

espressione	 della	 proteina	 oggetto	 di	 studio,	 che	 presentava	 una	 localizzazione	

citoplasmatica	abbastanza	uniforme	(Figura	37C).	Nelle	cellule	infettate	per	9	ore,	

la	 proteina	 DIAPH1	 presentava	 un	 marcaggio	 citoplasmatico	 granulare,	 con	 un	

addensamento	perinucleare,	visibile	nella	quasi	totalità	delle	cellule	(Figura	37D).	

Dopo	18	ore	d’infezione,	la	proteina	DIAPH1	aumentava	la	sua	espressione	a	livello	

del	citoplasma	(Figura	37E).	Infine,	dopo	24	ore	di	infezione,	oltre	ad	un’evidente	

modificazione	 della	 morfologia	 cellulare,	 imputabile	 all’azione	 del	 virus,	 veniva	

evidenziata	 un’espressione	 citoplasmatica	 disomogenea	 della	 proteina	 DIAPH1	

(Figura	 37F),	 ed	 una	 localizzazione	 nucleare	 della	 stessa,	 in	 alcune	 cellule	 del	

monostrato	(frecce	nella	Figura	37F).	
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Figura	 37.	 Analisi	 dell’espressione	 e	 localizzazione	 subcellulare	 della	
proteina	DIAPH1	in	corso	di	infezione	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	
nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 Le	 cellule	 LLC-MK2	 venivano	 (A)	 non	 infettate,	
oppure	 (B-F)	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	 A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 2	
u.f.p./cellula)	 per	 (B)	 3	 ore,	 (C)	 5	 ore,	 (D)	 9	 ore,	 (E)	 18	 ore	 e	 (F)	 24	 ore,	
rispettivamente.	Le	cellule	venivano,	successivamente,	sottoposte	a	reazione	
di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	 degli	 anticorpi	 anti-DIAPH1,	
rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 coniglio	 coniugati	 con	
isotiocianato	 di	 fluoresceina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	indipendenti.	I	preparati	venivano	osservati	con	un	microscopio	
a	fluorescenza	(ingrandimento:	500X).	

	

In	 conclusione,	 i	 risultati	 ottenuti	 attestano	 una	 localizzazione	 ed	 espressione	

altamente	dinamica	della	proteina	DIAPH1	 in	corso	di	 infezione	virale,	 rispetto	a	

quella	osservata	nelle	cellule	LLC-MK2	non	infettate.	
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3.5.	Analisi	degli	effetti	indotti	dalla	depolimerizzazione	dei	microtubuli	e	dei	

microfilamenti	sull’espressione	e	localizzazione	della	proteina	DIAPH1	nelle	

cellule	LLC-MK2	

In	una	fase	successiva,	sono	state	valutate	le	ripercussioni	della	depolimerizzazione	

dei	microtubuli	(trattamento	con	nocodazolo)	e	dei	microfilamenti	(trattamento	con	

citocalasina	 B)	 sulla	 localizzazione	 ed	 espressione	 della	 proteina	 DIAPH1	 nelle	

cellule	LLC-MK2,	mediante	reazione	di	immunofluorescenza	(Figura	38).	

I	 risultati	 ottenuti	 hanno	 evidenziato	 che,	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 trattate	 con	

nocodazolo,	 la	 proteina	 DIAPH1	 aumentava	 lievemente	 la	 sua	 espressione	 e	

presentava	 una	 distribuzione	 citoplasmatica	 granulare,	 rispetto	 alle	 cellule	 non	

trattate	(Figura	38B	e	B1	vs	A).	Invece,	a	seguito	del	trattamento	con	citocalasina	B,	

si	 osservava	 un’espressione	 più	 accentuata	 della	 proteina	 DIAPH1	 nella	 regione	

perinucleare	delle	cellule	(Figura	38C	e	C1	vs	A).	In	particolare,	in	alcune	cellule	del	

monostrato,	 si	 osservava	 la	 presenza	 di	 filamenti,	 che	 mimavano	 l’aspetto	 dei	

microtubuli	(frecce	nella	Figura	38C	e	C1).	
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Figura	38.	Analisi	dell’espressione	della	proteina	DIAPH1	in	seguito	a	
depolimerizzazione	dei	microtubuli	 e	dei	microfilamenti	nelle	 cellule	
LLC-MK2.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(A)	non	trattate,	(B,	B1)	trattate	con	
nocodazolo	(2	µM),	oppure	(C,	C1)	trattate	con	citocalasina	B	(3,5	µg/ml)	per	
(B,	C)	2	ore	e	(B1,	C1)	5	ore.	Le	cellule	venivano,	successivamente,	sottoposte	
a	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	degli	anticorpi	anti-
DIAPH1,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 coniglio	 coniugati	
con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	indipendenti.	I	preparati	venivano	osservati	con	un	microscopio	
a	fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	

	

In	conclusione,	 tali	 risultati	depongono	per	 il	 fatto	che	 la	proteina	DIAPH1	possa	

“interagire”,	 direttamente	 o	 indirettamente,	 con	 i	 sistemi	 citoscheletrici	 dei	

microtubuli	 e	 dei	 microfilamenti	 nelle	 cellule	 LLC-MK2,	 dal	 momento	 che	 la	

depolimerizzazione	 di	 tali	 componenti	 ha	 delle	 evidenti	 ripercussioni	 sulla	 sua	

localizzazione	ed	espressione.	
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3.6.	Analisi	della	localizzazione	subcellulare	delle	proteine	DIAPH1	ed	actina	

nelle	 cellule	 LLC-MK2	 non	 infettate	 ed	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	

A/NWS/33	

Allo	 scopo	 di	 approfondire	 le	 conoscenze	 sul	 ruolo	 regolatorio	 della	 proteina	

DIAPH1	sul	citoscheletro	dei	microfilamenti,	è	stata	effettuata	un’analisi,	mediante	

microscopia	confocale,	della	sua	localizzazione	subcellulare,	a	confronto	con	quella	

di	actina,	nelle	cellule	LLC-MK2	non	infettate,	oppure	infettate	con	il	virus	influenza	

A/NWS/33	(m.o.i.	=	10	u.f.p./cellula;	2	ore	di	infezione;	Figura	39).	

I	 risultati	 ottenuti	 hanno	 evidenziato	 che,	 rispetto	 alle	 cellule	 non	 infettate,	

l’infezione	virale	accentua	l’espressione	della	proteina	DIAPH1	(Figura	39B	vs	A	e	D	

vs	 C),	 come	precedentemente	 riportato,	 e,	 inoltre,	 determina	una	diminuzione	di	

espressione	della	componente	dell’actina	filamentosa	(Figura	39B1	vs	A1	e	D1	vs	

C1).	 In	 aggiunta,	 è	 stata	 osservata	 una	 parziale	 co-localizzazione	 tra	 le	 proteine	

DIAPH1	ed	actina	sia	nelle	cellule	non	infettate	sia	in	quelle	infettate,	soprattutto	a	

livello	della	 componente	corticale	dell’actina,	e,	 in	misura	minore,	nel	 citoplasma	

(Figura	39A2,	B2,	C2	e	D2).		
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Figura	39.	Analisi	della	co-localizzazione	tra	le	proteine	DIAPH1	ed	actina	nelle	cellule	
LLC-MK2	non	infettate	o	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33.	Le	cellule	LLC-MK2	
venivano	(A-A2	e	C-C2)	non	infettate,	oppure	(B-B2	e	D-D2)	infettate	con	il	virus	influenza	
A/NWS/33	(m.o.i.	=	10	u.f.p./cellula;	2	ore).	Le	cellule	venivano,	successivamente,	sottoposte	
a	 reazione	di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	degli	 anticorpi	 (A,	B,	 C,	D)	 anti-
DIAPH1,	rivelati	con	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	coniugati	con	isotiocianato	
di	 fluoresceina,	 e	 (A1,	 B1,	 C1,	 D1)	 la	 sostanza	 falloidina	 coniugata	 con	 isotiocianato	 di	
rodamina.	 I	 piani	 focali	 mostrati	 in	 figura	 sono	 rappresentativi	 della	 localizzazione	
subcellulare	 della	 proteina	 DIAPH1	 (in	 verde)	 e	 dell’actina	 (in	 rosso).	 Le	 aree	 di	 co-
localizzazione	 appaiono	 in	 colore	 giallo/arancione.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	indipendenti.	Barra	nella	figura	A	=	10	µm;	barra	nella	figura	C	=	2	µm.	
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3.7.	 Analisi	 della	 localizzazione	 subcellulare	 delle	 proteine	 DIAPH1,	 beta-

tubulina	 ed	alpha-tubulina	 acetilata	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	non	 infettate	 ed	

infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	

Allo	 scopo	 di	 approfondire	 le	 conoscenze	 sul	 ruolo	 regolatorio	 della	 proteina	

DIAPH1	sul	citoscheletro	dei	microtubuli,	è	stata	condotta	un’analisi	in	microscopia	

confocale	delle	cellule	LLC-MK2	non	infettate,	oppure	infettate	con	il	virus	influenza	

A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 10	 u.f.p./cellula;	 2	 ore	 di	 infezione),	 previa	 reazione	 di	

immunofluorescenza.		

Dai	 risultati	 ottenuti	 è	 stato	 evidenziato	 che	 l’infezione	 virale	 accentuava	

l’espressione	di	beta-tubulina	nella	 regione	 citoplasmatica	periferica,	 dove	 erano	

visibili	dei	cospicui	addensamenti	della	proteina,	rispetto	alla	distribuzione	radiale	

osservata	nelle	cellule	non	infettate	(Figura	40B1	vs	A1).		

Le	aree	di	co-localizzazione	tra	la	proteina	DIAPH1	e	beta-tubulina	erano	presenti,	

soprattutto,	 nella	 regione	 periferica	 del	 citoplasma,	 ed	 erano	 di	 entità	maggiore	

nelle	cellule	infettate,	rispetto	a	quelle	non	infettate	(Figura	40B2	vs	A2).	

Relativamente	ad	alpha-tubulina	acetilata,	nelle	 cellule	 infettate	 si	osservava	una	

prevalente	localizzazione	perinucleare	ed	un	aumento	di	espressione,	mentre	nelle	

cellule	non	infettate	la	distribuzione	di	tale	proteina	era	appannaggio	di	un’ampia	

area	citoplasmatica,	sebbene	con	un	livello	di	espressione	inferiore	(Figura	40D1	vs	

C1).		

I	 segnali	 di	 co-localizzazione	 tra	 le	 proteine	 alpha-tubulina	 acetilata	 e	 DIAPH1	

venivano	principalmente	 rilevati	 nel	 distretto	perinucleare	delle	 cellule	 infettate,	

mentre	in	quelle	non	infettate	si	osservavano	in	un’ampia	regione	del	citoplasma	ed	

erano	di	 intensità	minore,	 oltre	 che	appannaggio	di	un	 ridotto	numero	di	 cellule	

(Figura	40D2	vs	C2).	
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Figura	 40.	 Analisi	 della	 co-localizzazione	 tra	 le	 proteine	 DIAPH1,	 beta-tubulina	 ed	
alpha-tubulina	 acetilata	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 non	 infettate	 o	 infettate	 con	 il	 virus	
influenza	A/NWS/33.	Le	cellule	LLC-MK2	venivano	(A-A2	e	C-C2)	non	infettate,	oppure	(B-
B2	 e	D-D2)	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 10	 u.f.p./cellula;	 2	 ore).	 Le	
cellule	 venivano,	 successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza	 indiretta,	
impiegando	degli	anticorpi	(A,	B,	C,	D)	anti-DIAPH1,	(A1,	B1)	anti-beta-tubulina	e	(C1,	D1)	anti-
alpha-tubulina	acetilata,	rivelati	con	(A,	B,	C,	D)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	
coniugati	con	isotiocianato	di	fluoresceina,	e	(A1,	B1,	C1,	D1)	anticorpi	anti-immunoglobuline	
di	 topo	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 rodamina.	 I	 piani	 focali	 mostrati	 in	 figura	 sono	
rappresentativi	 della	 localizzazione	 subcellulare	 delle	 proteine	 DIAPH1	 (in	 verde),	 beta-
tubulina	(in	rosso)	ed	alpha-tubulina	acetilata	(in	rosso).	Le	aree	di	co-localizzazione	appaiono	
in	colore	giallo/arancione.	 I	 risultati	 sono	rappresentativi	di	due	esperimenti	 indipendenti.	
Barra	=	10	µm.	
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3.8.	 Analisi	 della	 localizzazione	 subcellulare	 delle	 proteine	 DIAPH1	 e	

nucleoproteina	 virale	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 infettate	 con	 il	 virus	 influenza	

A/NWS/33	

Allo	scopo	di	approfondire	le	conoscenze	sul	ruolo	regolatorio	svolto	dalla	proteina	

DIAPH1	 sul	 ciclo	 replicativo	 virale,	 è	 stata	 analizzata,	 mediante	 microscopia	

confocale,	 la	 localizzazione	 subcellulare	 delle	 proteine	 DIAPH1	 e	 nucleoproteina	

virale	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33	(m.o.i.	=	10	

u.f.p./cellula;	2	ore	di	infezione;	Figura	41),	previa	reazione	di	immunofluorescenza.	

Dai	 risultati	 ottenuti,	 è	 emerso	 che	 la	nucleoproteina	virale	 era	prevalentemente	

localizzata	nella	regione	periferica	del	citoplasma	cellulare	(Figura	41B1	e	C1),	dove	

veniva	osservata	una	parziale	co-localizzazione	della	stessa	con	la	proteina	DIAPH1	

(Figura	41B2	e	C2).	
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Figura	 41.	 Analisi	 della	 co-localizzazione	 tra	 la	 proteina	 DIAPH1	 e	 la	 nucleoproteina	
virale	nelle	cellule	LLC-MK2	non	infettate	o	infettate	con	il	virus	influenza	A/NWS/33.	Le	
cellule	LLC-MK2	venivano	(A-A2)	non	 infettate	oppure	(B-C2)	 infettate	con	 il	virus	 influenza	
A/NWS/33	 (m.o.i.	 =	 10	 u.f.p./cellula;	 2	 ore)	 e,	 successivamente,	 sottoposte	 a	 reazione	 di	
immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	degli	anticorpi	 (A,	B,	C)	anti-DIAPH1,	 rivelati	 con	
anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	coniugati	con	 isotiocianato	di	 fluoresceina,	e	 (A1,	
B1,	 C1)	 anticorpi	 anti-NP,	 rivelati	 con	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 topo	 coniugati	 con	
isotiocianato	 di	 rodamina.	 I	 piani	 focali	 mostrati	 in	 figura	 sono	 rappresentativi	 della	
localizzazione	subcellulare	della	proteina	DIAPH1	(in	verde)	e	della	nucleoproteina	virale	(in	
rosso).	 Le	 aree	 di	 co-localizzazione	 appaiono	 in	 colore	 giallo/arancione.	 I	 risultati	 sono	
rappresentativi	di	due	esperimenti	indipendenti.		Barra	nella	figura	A	=	10	µm;	barra	nella	figura	
C	=	2	µm.	

	

In	conclusione,	 i	risultati	ottenuti	mediante	analisi	 in	microscopia	confocale	nelle	

cellule	LLC-MK2	infettate	con	lo	stipite	influenzale	NWS/33	attestano	la	parziale	co-

localizzazione	della	proteina	DIAPH1	con	actina,	componenti	dei	microtubuli	e	 la	

nucleoproteina	virale.	
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4.	ANALISI	DELL’ESPRESSIONE	DI	COMPONENTI	DEI	MICROTUBULI	E	DELLA	

PROTEINA	 DIAPH1	 NELLE	 CELLULE	 DELL’EPITELIO	 RESPIRATORIO	 UMANO	

POSITIVE	PER	IL	VIRUS	INFLUENZA	A	ED	IL	VIRUS	RESPIRATORIO	SINCIZIALE	

Nell’ottica	 di	 generalizzare	 le	 osservazioni	 sperimentali	 ottenute	 nel	 modello	

cellulare	 LLC-MK2,	 l’espressione	 di	 componenti	 dei	microtubuli	 e	 della	 proteina	

DIAPH1	è	stata	esaminata	anche	nelle	cellule	dell’epitelio	respiratorio	umano.	Allo	

scopo,	sono	state	impiegate	cellule	derivanti	da	tamponi	faringei	e	nasali	di	soggetti	

ricoverati	od	osservati	ambulatorialmente	e	pervenuti	presso	l’Unità	Operativa	di	

Virologia	 dell’Azienda	 Ospedaliero-Universitaria	 di	 Parma	 per	 la	 diagnosi	 di	

laboratorio	di	 infezione	da	virus	dell’apparato	respiratorio.	Le	cellule	prescelte	ai	

fini	del	percorso	sperimentale	erano	positive	per	il	virus	influenza	A,	oppure	per	il	

virus	respiratorio	sinciziale.	

In	una	fase	iniziale,	è	stata	valutata,	mediante	immunofluorescenza,	l’espressione	di	

componenti	dei	microtubuli	(beta-tubulina,	alpha-tubulina	acetilata	e	MAP4)	e	della	

proteina	 DIAPH1	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 citocentrifugate	 su	 vetrino	 portaoggetti	

(Figura	 42),	 al	 fine	 di	 poter	 confrontare	 i	 risultati	 ottenuti	 con	 quelli	 riferiti	 ai	

sedimenti	di	cellule	esfoliate	dell’epitelio	respiratorio	umano.		
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Figura	42.	Analisi	dell’espressione	delle	proteine	beta-tubulina,	
alpha-tubulina	acetilata,	MAP4	e	DIAPH1	nelle	cellule	LLC-MK2.	
Le	cellule	LLC-MK2	citocentrifugate	su	vetrino	portaoggetti	venivano	
sottoposte	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza	 indiretta,	 impiegando	
degli	 anticorpi	 (A)	 anti-beta-tubulina,	 (B)	 anti-alpha-tubulina	
acetilata,	(C)	anti-MAP4	e	(D)	anti-DIAPH1,	rivelati	con	(A,	B)	anticorpi	
anti-immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina	
e	 (C,	 D)	 anticorpi	 anti-immunoglobuline	 di	 coniglio	 coniugati	 con	
isotiocianato	 di	 fluoresceina.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	
esperimenti	 indipendenti.	 I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	
microscopio	a	fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	
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I	risultati	hanno	evidenziato	che	nelle	cellule	LLC-MK2	l’espressione	delle	proteine	

beta-tubulina,	alpha-tubulina	 acetilata	 e	MAP4	 era	 rilevante,	mentre	 quella	 della	

proteina	DIAPH1	di	lieve	entità	(Figura	42A,	B	e	C	vs	D).	

Successivamente,	sono	stati	condotti	analoghi	esperimenti	di	immunofluorescenza	

in	sedimenti	di	cellule	esfoliate	dell’epitelio	respiratorio	umano,	riscontrate	positive	

per	 il	 virus	 influenza	 A.	 Più	 precisamente,	 è	 stata	 esaminata	 l’espressione	 delle	

proteine	virali	emoagglutinina	e	nucleoproteina,	utili	ad	individuare,	nel	sedimento,	

le	cellule	infettate	dal	virus	influenza	A,	che	venivano	esaminate	al	fine	di	appurare	

l’espressione	delle	proteine	alpha-tubulina	acetilata,	MAP4	e	DIAPH1,	a	confronto	

con	quelle	non	infettate,	presenti	nello	stesso	campo	microscopico	(Figura	43).	

I	risultati	ottenuti	hanno	mostrato	che,	nelle	cellule	infettate	dal	virus	influenza	A,	

l’espressione	 delle	 proteine	 alpha-tubulina	 acetilata	 e	MAP4	 era	 di	 scarsa	 entità	

(frecce	nella	Figura	43A1,	B1,	C1)	e	pressoché	paragonabile	a	quella	delle	cellule	non	

infettate	 (triangoli	 nella	 Figura	 43A1,	 B1,	 C1);	 al	 contrario,	 l’espressione	 della	

proteina	DIAPH1	era	più	accentuata,	 rispetto	alle	 cellule	non	 infettate	 (freccia	vs	

triangolo	nella	Figura	43D1).	La	sovrapposizione	dei	rispettivi	campi	microscopici,	

effettuata	 mediante	 utilizzo	 di	 un	 apposito	 software,	 rende	 ragione	 dei	 risultati	

ottenuti,	in	quanto	il	segnale	della	sovrapposizione	(giallo)	è	di	entità	pronunciata	

solo	nel	caso	del	raffronto	tra	le	proteine	DIAPH1	ed	NP	(freccia	in	Figura	43D2).				
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Figura	 43.	 Analisi	 dell’espressione	 delle	 proteine	 DIAPH1,	 alpha-tubulina	 acetilata	 e	
MAP4	 nelle	 cellule	 esfoliate	 dell’apparato	 respiratorio	 umano	 infettate	 dal	 virus	
influenza	A.	I	sedimenti	di	cellule	epiteliali	del	tratto	naso-faringeo	umano	positive	per	il	virus	
influenza	A	venivano	sottoposti	a	reazione	di	immunofluorescenza	indiretta,	impiegando	degli	
anticorpi	(A)	anti-HA	di	sottotipo	1,	(B,	C,	D)	anti-NP,	(A1,	B1)	anti-alpha-tubulina	acetilata,	(C1)	
anti-MAP4	 e	 (D1)	 anti-DIAPH1.	 Tali	 anticorpi	 venivano	 rivelati	 con	 (A)	 anticorpi	 anti-
immunoglobuline	di	pecora	coniugati	con	isotiocianato	di	fluoresceina	(in	verde),	(B)	anticorpi	
anti-immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	isotiocianato	di	fluoresceina	(in	verde),	(C,	D,	A1,	
B1)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina	(in	rosso)	
e	(C1,	D1)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	coniglio	coniugati	con	isotiocianato	di	fluoresceina	
(in	verde).	Nelle	immagini	A2,	B2,	C2	e	D2	è	mostrata	la	sovrapposizione	dei	piani	focali	A	ed	
A1,	B	e	B1,	C	e	C1,	D	e	D1,	rispettivamente.	Tale	sovrapposizione	è	stata	ottenuta	impiegando	il	
software	Leica	QFluoro.	Le	aree	di	sovrapposizione	tra	le	proteine	oggetto	di	studio	appaiono	in	
colore	 arancione/giallo.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	 esperimenti	 indipendenti.	 I	
preparati	venivano	osservati	con	un	microscopio	a	fluorescenza	(ingrandimento:	500x).	
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Relativamente	 ai	 sedimenti	 cellulari	 positivi	 per	 il	 virus	 respiratorio	 sinciziale,	 è	

stato	possibile	osservare	che,	nelle	cellule	infettate,	rilevate	nel	campo	microscopico	

mediante	 marcaggio	 della	 proteina	 di	 fusione	 del	 virus,	 l’espressione	 di	 alpha-

tubulina	acetilata	era	più	accentuata	(freccia	nella	Figura	44A1),	rispetto	alle	cellule	

non	 infettate	 (triangolo	nella	Figura	44A1).	 In	particolare,	 l’espressione	di	alpha-

tubulina	acetilata	era	assai	rilevante	nelle	cellule	ciliate	riscontrate	nei	diversi	campi	

microscopici	(Figura	44D	ed	E).	Al	contrario,	 l’espressione	delle	proteine	MAP4	e	

DIAPH1	 era	 di	 lieve	 entità	 (frecce	 nella	 Figura	 44B1	 e	 C1),	 rispetto	 a	 quanto	

osservato	nelle	cellule	non	infettate	(triangoli	in	B1	e	C1).		
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Figura	44.	Analisi	dell’espressione	delle	proteine	DIAPH1,	alpha-tubulina	acetilata	e	MAP4	
nelle	 cellule	 esfoliate	 dell’apparato	 respiratorio	 umano	 infettate	 dal	 virus	 respiratorio	
sinciziale.	 I	 sedimenti	di	 cellule	 epiteliali	 del	 tratto	naso-faringeo	umano	positive	per	 il	 virus	
respiratorio	 sinciziale	 venivano	 sottoposti	 a	 reazione	 di	 immunofluorescenza	 indiretta,	
impiegando	 degli	 anticorpi	 (A,	 B,	 C)	 anti-subunità	 F0	 e	 F1	 della	 proteina	 di	 fusione	 del	 virus	
respiratorio	 sinciziale,	 (A1,	 D,	 E)	 anti-alpha-tubulina	 acetilata,	 (B1)	 anti-MAP4	 e	 (C1)	 anti-
DIAPH1.	Tali	anticorpi	venivano	rivelati	con	(A)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	coniugati	
con	isotiocianato	di	fluoresceina	(in	verde),	(B,	C,	D,	E,	A1)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	topo	
coniugati	con	isotiocianato	di	rodamina	(in	rosso)	e	(B1,	C1)	anticorpi	anti-immunoglobuline	di	
coniglio	 coniugati	 con	 isotiocianato	 di	 fluoresceina	 (in	 verde).	 Nelle	 immagini	 A2,	 B2	 e	 C2	 è	
mostrata	 la	 sovrapposizione	 dei	 piani	 focali	 A	 e	 A1,	 B	 e	 B1,	 C	 e	 C1,	 rispettivamente.	 Tale	
sovrapposizione	è	stata	ottenuta	 impiegando	il	software	Leica	QFluoro.	Nelle	 immagini	D	ed	E	
sono	 mostrate	 cellule	 ciliate	 dell’epitelio	 respiratorio	 umano	 presenti	 in	 sedimenti	 cellulari	
positivi	 per	 il	 virus	 respiratorio	 sinciziale.	 I	 risultati	 sono	 rappresentativi	 di	 due	 esperimenti	
indipendenti.	 I	 preparati	 venivano	 osservati	 con	 un	 microscopio	 a	 fluorescenza	 (A-C2:	
ingrandimento:	500x;	D,	E:	ingrandimento:	2000x).	

	

In	conclusione,	 l’analisi	 in	 immunofluorescenza	nelle	cellule	esfoliate	dell’epitelio	

respiratorio	 umano	 evidenzia	 delle	 differenti	 modulazioni	 dell’espressione	 delle	

componenti	 dei	 microtubuli	 e	 della	 proteina	 DIAPH1,	 dipendentemente	 dalla	

tipologia	di	virus	che	le	ha	infettate.	
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Il	lavoro	sperimentale	oggetto	di	questa	tesi	nasce	da	un’interessante	problematica	

scientifica,	 volta	 a	 mettere	 in	 luce	 l’intervento	 di	 una	 componente	 cellulare,	 il	

citoscheletro,	nella	regolazione	dell’infezione	sperimentale	della	linea	cellulare	LLC-

MK2	(rene	di	scimmia)	con	stipiti	di	virus	influenza	A	(H1N1).	Le	cellule	LLC-MK2	

costituiscono	un	modello	semi-permissivo	per	il	virus	influenza,	nel	caso	si	utilizzi	

un	 inoculo	 virale	 a	 bassa	 molteplicità,	 e,	 pertanto,	 sono	 funzionali	 a	 svelare	

meccanismi	di	resistenza	cellulare	all’infezione	virale.	

Le	 complesse	 dinamiche	 dei	 virus	 influenzali	 sfidano	 continuamente	 le	 barriere	

d’ospite	 e	 l’emergenza	 di	 un	 nuovo	 ceppo	 di	 virus	 influenza	 umano	 ad	 elevata	

virulenza	 rappresenta	 un’evenienza	 costante.	 Considerando	 che,	 nella	 complessa	

interazione	virus	influenza-ospite,	 i	 fattori	dell’ospite	giocano	un	ruolo	chiave	nel	

determinare	 la	 severità	 della	 malattia,	 gli	 studi,	 quale	 quello	 oggetto	 della	 tesi,	

finalizzati	all’identificazione	dei	fattori	di	restrizione	all’infezione	virale	risultano	di	

fondamentale	 importanza	per	 comprendere	 le	 “esigenze”,	 a	 livello	molecolare,	di	

specifici	 fattori	cellulari	da	parte	del	virus,	 che,	 in	prospettiva	 futura,	potrebbero	

offrire	lo	spunto	per	la	formulazione	di	nuovi	vaccini	e	sostanze	anti-virali.		

Precedenti	osservazioni	del	gruppo	di	ricerca	in	cui	sono	stata	inserita	attestano	che	

i	sistemi	citoscheletrici	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	costituiscono	un	fattore	

di	restrizione	nelle	fasi	precoci	dell’infezione	del	virus	influenza	178,	179.	Sulla	base	di	

tali	premesse,	l’obiettivo	principale	della	tesi	è	stato	quello	di	appurare	l’intervento	

di	funzioni/componenti	regolatorie	dei	microtubuli	e	dei	microfilamenti	in	corso	di	

infezione	sperimentale	con	stipiti	di	virus	influenza	A	(H1N1)	nelle	cellule	LLC-MK2.	

L’attenzione	è	stata	 inizialmente	 focalizzata	sul	 ruolo	svolto	dai	proteasomi	nella	

regolazione	dei	microtubuli	e	sulle	parallele	ripercussioni	esercitate	sull’infezione	

virale.		
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Le	 proprietà	 dei	 microtubuli	 sono	 strettamente	 dipendenti	 sia	 dalle	 subunità	 di	

alpha-	e	beta-tubulina,	che	possono	andare	incontro	a	differenti	modificazioni	post-

traduzionali,	 sia	 dalla	 loro	 interazione	 con	 proteine	 motrici	 ed	 associate	 181.	

Numerosi	 dati	 di	 letteratura	 hanno	 suffragato	 la	 capacità	 dei	 microtubuli	 di	

alternare	un	assetto	stabile	ad	un	assetto	altamente	dinamico,	dipendentemente	dal	

tipo	 cellulare,	 dalla	 fase	 del	 ciclo	 cellulare	 e	 dalle	 interazioni	 con	 proteine	

regolatorie	 85	 -	 87.	 Le	 dinamiche	 dei	 microtubuli	 sono	 sottoposte	 al	 controllo	 di	

diversi	elementi	regolatori,	tra	i	quali	spiccano,	per	rilevanza,	i	proteasomi	182,	183.		

È	 noto	 che	 i	 virus	 sfruttano	 il	 sistema	 dei	 microtubuli	 per	 assicurare	 le	 fasi	 di	

trasporto	 intracellulare	 ai	 siti	 di	 replicazione,	 assemblaggio	 e	 fuoriuscita	 dalla	

cellula	ospite	184,	185.	Inoltre,	crescenti	evidenze	sperimentali	attestano	l’intervento	

dei	virus	nella	riorganizzazione	dei	microtubuli,	non	solo	al	fine	di	adattarli	alle	loro	

esigenze	 replicative	 186	 -	 189,	 ma	 anche	 per	 contrastare	 i	 meccanismi	 di	 difesa	

cellulare	190.		

In	una	fase	iniziale	del	percorso	sperimentale,	sono	state	impiegate	delle	sostanze	

chimiche	 in	grado	di	modulare	 le	 funzioni	proteolitiche	dei	proteasomi,	al	 fine	di	

valutarne	le	ripercussioni	sull’assetto	dei	microtubuli	e	sull’espletamento	del	ciclo	

replicativo	dei	virus	influenzali	A/NWS/33	(stipite	umano)	e	A/Mallard/03	(stipite	

aviare)	 nelle	 cellule	 LLC-MK2.	 I	 risultati	 ottenuti	 attestano	 una	 diminuzione	 di	

espressione	di	alpha-tubulina	acetilata,	principale	componente	dei	microtubuli	 in	

assetto	 stabilizzato,	 a	 seguito	 dell’attivazione	 delle	 funzioni	 proteolitiche	 dei	

proteasomi	 con	 la	 sostanza	 IU1;	 viceversa,	 è	 stato	 appurato	 un	 aumento	

dell’espressione	 della	 suddetta	 proteina,	 in	 conseguenza	 dell’inibizione	 dei	

proteasomi	 con	 la	 sostanza	 MG132.	 Le	 condizioni	 sperimentali	 prescelte	 hanno	

consentito	di	osservare	 la	comparsa	di	modificazioni	nei	microtubuli	delle	cellule	

LLC-MK2,	 che	correlavano	con	modulazioni	dell’infezione	del	virus	 influenza.	Più	
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precisamente,	 l’efficienza	 del	 ciclo	 replicativo	 virale	 aumentava	 in	 condizioni	 di	

attivazione	 dei	 proteasomi	 e,	 pertanto,	 di	 maggiore	 dinamicità	 dei	 microtubuli,	

mentre	 diminuiva	 a	 seguito	 dell’inibizione	 dei	 proteasomi,	 che	 era	 correlata	

all’aumento	della	stabilizzazione	dei	microtubuli.	

E’	 verosimile	 ritenere	 che,	 tra	 gli	 effetti	 esercitati	 dalla	modulazione	 dell’attività	

proteolitica	 dei	 proteasomi,	 siano,	 in	 primo	 luogo,	 implicate	 delle	 alterazioni	 dei	

meccanismi	di	trasporto	mediati	dai	microtubuli.	In	accordo	con	tale	ipotesi,	alcuni	

Autori	hanno	dimostrato	che	l’inibizione	dei	proteasomi	interferisce	negativamente	

con	 le	 dinamiche	 dei	 microtubuli	 ed	 ha	 ripercussioni	 negative	 sulle	 funzioni	 di	

trasporto	ad	essi	correlate	191	-	193.	

Allo	scopo	di	approfondire	il	coinvolgimento	dei	proteasomi	nella	regolazione	delle	

dinamiche	 dei	 microtubuli	 nelle	 cellule	 LLC-MK2,	 ne	 è	 stata	 successivamente	

esaminata	la	localizzazione	subcellulare,	mediante	microscopia	confocale.	I	risultati	

ottenuti	 hanno	 consentito	 di	 dimostrare	 una	 parziale	 co-localizzazione	 dei	

proteasomi	con	la	nucleoproteina	virale	e	con	componenti	dei	microtubuli	stabili.	In	

particolare,	 sebbene	 quest’ultima	 osservazione	 sia	 stata	 riscontrata	 anche	 nelle	

cellule	 non	 infettate,	 il	 segnale	 di	 co-localizzazione	 era	 di	 maggiore	 entità	 nelle	

cellule	 infettate,	 dove	 sono	 stati	 osservati	 dei	 rilevanti	 cambiamenti	 nella	

distribuzione	 citoplasmatica	 e	 nell’espressione	 delle	 proteine	 alpha-tubulina	 e	

MAP4.	 Infatti,	nelle	cellule	 infettate	è	stato	osservato	un	addensamento	di	alpha-

tubulina	nella	regione	perinucleare	ed	una	diminuzione	dell’espressione	di	MAP4.	

Inoltre,	 la	presenza	di	differenti	 segnali	di	 co-localizzazione	 tra	 i	proteasomi	ed	 i	

marcatori	dei	microtubuli	stabili	in	specifiche	aree	citoplasmatiche,	è	indicativa	del	

fatto	che,	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	dal	virus	influenza,	i	proteasomi	formano	

dei	 complessi	 con	 i	 microtubuli	 in	 assetto	 stabilizzato,	 attraverso	 una	 selettiva	

interazione	con	la	proteina	alpha-tubulina	acetilata,	oppure	con	la	proteina	MAP4.	
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Nell’insieme,	 i	 risultati	 ottenuti	 depongono	 per	 l’intervento	 dei	 proteasomi	 nella	

modulazione	dell’assetto	dei	microtubuli	nelle	cellule	LLC-MK2	infettate	con	il	virus	

influenza,	che	trae	vantaggio	da	un	“contesto”	citoscheletrico	reso	idoneo	alla	sua	

replicazione.	Tuttavia,	 i	suddetti	risultati	rendono	ardua	 la	generalizzazione	delle	

conclusioni	 ottenute.	 Infatti,	 il	 coinvolgimento	 dei	 proteasomi	 potrebbe	 anche	

essere	 funzionale	 al	 virus	 influenza	 per	 modulare,	 a	 proprio	 vantaggio,	 dei	

meccanismi	di	segnalazione	intracellulare	mediati	dai	microtubuli,	che,	svolgendo	

un’azione	regolatoria	sull’immunità	innata,	potrebbero,	indirettamente,	contribuire	

alla	virulenza	del	virus	186,	194.	Inoltre,	alla	luce	del	fatto	che	i	proteasomi	svolgono	

un	 ruolo	 regolatorio	 in	 numerosi	 processi	 cellulari,	 non	 si	 può	 escludere	 che	

l’alterazione	dell’omeostasi	proteica	indotta	dalla	loro	inibizione	possa	contrastare	

l’infezione	del	virus	influenza	tramite	meccanismi	indipendenti	dai	microtubuli.	A	

tal	riguardo,	è	stato,	ad	esempio,	evidenziato	che	l’attivazione	del	fattore	nucleare	

pro-infiammatorio	 NF-kB,	 che	 viene	 considerato	 un	 parametro	 dell’efficienza	

replicativa	del	virus	influenza	A	195	-	197,	è	strettamente	connessa	alla	degradazione,	

mediata	dai	proteasomi,	delle	proteine	che	inibiscono	tale	fattore	198.	In	aggiunta,	è	

stato	riportato	che	l’inibitore	dei	proteasomi	PS-341	interferisce	negativamente	con	

la	 replicazione	 del	 virus	 influenza	 A,	 tramite	 l’attivazione	 di	 meccanismi	 di	

segnalazione	 intracellulare,	 mediati	 dal	 fattore	 NF-kB	 e	 dalla	 chinasi	 c-Jun	 NH2-

terminale,	come	anche	della	trascrizione	di	citochine	ad	attività	anti-virale	199.		

In	 una	 fase	 successiva	 del	 percorso	 sperimentale,	 l’attenzione	 è	 stata	 focalizzata	

sull’analisi	 della	 possibile	 interazione	 tra	 microtubuli	 e	 microfilamenti	 e	 sul	

contributo	sinergico	di	tali	componenti	del	citoscheletro	alla	regolazione	del	ciclo	

replicativo	virale	nelle	cellule	LLC-MK2.	

A	tutt’oggi	sussistono	dati	non	esaustivi	riguardanti	la	cooperazione	e	l’interazione	

che	 si	 esprimono	 tra	 microtubuli	 e	 microfilamenti	 125	 –	 129,	 131,	 132;	 le	 evidenze	
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sperimentali	disponibili	 sono,	 in	particolar	modo,	 riferite	a	processi	biologici	 che	

portano	ad	una	rapida	riorganizzazione	cellulare	in	risposta	a	stimoli	esterni,	quale	

l’infezione	virale	129,	130.		

I	 risultati	 ottenuti	 hanno	 consentito	 di	 appurare	 che	 la	 depolimerizzazione	 con	

sostanze	 chimiche	 dei	microtubuli	 e	 dei	microfilamenti	 dà	 luogo	 a	modificazioni	

reciproche	dell’assetto	di	 tali	componenti	citoscheletriche,	deponendo	per	 il	 fatto	

che	 sussista	 una	 sorta	 di	 “comunicazione”	 tra	 di	 esse,	 in	 accordo	 con	 altre	

osservazioni	sperimentali	132.	Inoltre,	è	stato	osservato	che	i	sistemi	dei	microtubuli	

e	dei	microfilamenti	fungono	da	fattore	di	restrizione	nei	confronti	di	fasi	precoci	

dell’infezione	virale,	in	accordo	con	precedenti	osservazioni	178,	179.	

Alcuni	dati	di	 letteratura	attestano	che	la	depolimerizzazione	dei	microtubuli	con	

nocodazolo	 può	 attivare	 enzimi	 a	 funzione	 deacetilasica,	 che	 contribuiscono	 ad	

aumentare	 la	 dinamicità	 di	 tale	 componente	 del	 citoscheletro,	 in	 quanto	 ne	

diminuiscono	il	livello	di	acetilazione	200.		

In	particolare,	 l’effetto	positivo	del	 trattamento	con	nocodazolo	 sulle	 fasi	precoci	

dell’infezione	 virale	 potrebbe	 essere	 imputabile	 alla	 principale	 modalità	 di	

internalizzazione	 impiegata	 dal	 virus	 NWS/33	 nelle	 cellule	 LLC-MK2,	 ossia	 la	

macropinocitosi	68.	A	tale	riguardo,	alcune	evidenze	sperimentali	hanno	dimostrato	

che	il	trattamento	con	nocodazolo	nelle	cellule	polarizzate	MDCK,	che	costituiscono	

un	 modello	 permissivo	 per	 i	 virus	 influenzali,	 ostacola	 le	 funzioni	 di	 trasporto	

intracitoplasmatico	dalla	regione	baso-laterale	verso	quella	apicale	201,	202.	Tuttavia,	

in	 tali	 cellule,	 l’ingresso	 del	 virus	 avviene	 esclusivamente	 nel	 distretto	 apicale	 e,	

pertanto,	non	è	influenzato	dall’azione	regolatoria	dei	microtubuli.	Dal	momento	che	

l’internalizzazione	del	virus	NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2	avviene	anche	a	livello	

della	regione	baso-laterale	178,	in	quest’ultimo	distretto	il	sistema	dei	microtubuli	in	

assetto	stabilizzato	sarebbe	in	grado	di	contrastare	efficacemente	la	veicolazione	del	
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virus.	 Qualora,	 invece,	 la	 penetrazione	 del	 virus	 influenzale	 avvenga	 mediante	

endocitosi,	 questa	 risulta	 subordinata	 al	 legame	 del	 virus	 con	 i	 recettori	 di	

membrana	ed	avviene	all'interno	di	vescicole	rivestite	principalmente	di	clatrina	203,	

204.	 Tali	 vescicole	 si	 formano	 in	 particolari	 zone	 della	 membrana	 plasmatica,	

denominate	 fossette	 rivestite.	 È	 interessante	 rilevare	 come,	 in	 alcune	 cellule,	 tali	

fossette	 siano	 in	 connessione	 a	 fasci	 citoplasmatici	 di	 actina	 84.	 Tale	 interazione	

potrebbe	 rendere	 ragione	 della	 difficoltà	 di	 espletamento	 delle	 fasi	 precoci	

dell’infezione	del	virus	influenza	osservato	nel	modello	LLC-MK2,	dove	è	presente	

una	 ricca	 concentrazione	 della	 componente	 dell’actina	 corticale.	 In	 tale	 ottica,	 è	

verosimile	 ritenere	 che	 il	 trattamento	 con	 citocalasina	 B,	 in	 grado	 di	

depolimerizzare	i	microfilamenti,	agevoli	l’impiego	dei	meccanismi	di	endocitosi	da	

parte	del	virus.	

Dal	 momento	 che	 i	 dati	 ottenuti	 hanno	 evidenziato	 la	 co-partecipazione	 dei	

microtubuli	 e	 dei	 microfilamenti	 alla	 regolazione	 del	 ciclo	 replicativo	 virale,	

l’attenzione	 è	 stata	 successivamente	 rivolta	 al	 possibile	 intervento	 di	 un	 fattore	

cellulare	che	regola	le	funzioni	di	entrambe	le	componenti,	ossia	la	proteina	omologa	

alla	proteina	diafano	1	di	Drosophila	(DIAPH1).	

L’abilità	 delle	 formine	 di	 regolare	 le	 proprietà	 dei	 microtubuli,	 in	 stretta	

coordinazione	con	gli	effetti	indotti	sui	microfilamenti,	suggerisce	che	tali	proteine	

possano	svolgere	un	ruolo	chiave	nel	 controllo	delle	dinamiche	del	 citoscheletro.	

Nello	specifico,	sono	state	evidenziate	delle	interazioni	dirette	delle	formine	con	i	

microtubuli	133,	157,	come	anche	delle	 interazioni	mediate	da	proteine	regolatorie,	

che	avevano	come	bersaglio	l’estremità	positiva	dei	microtubuli	151,	154,	205,	oppure	

ne	 modificavano	 lo	 stato	 post-traduzionale	 134,	 206.	 In	 particolare,	 alla	 formina	

DIAPH1	è	stata	attribuita	un’attività	deacetilasica,	che	contribuirebbe	a	contrastare	

la	stabilizzazione	dei	microtubuli	207.	
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Nonostante	 le	 suddette	 evidenze	 scientifiche,	 le	 conoscenze	 sulle	 modalità	 di	

interazione	 delle	 formine	 con	 fattori	 di	 regolazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	

microfilamenti	in	corso	di	infezione	virale	risultano	assai	limitate.	A	tal	riguardo,	è	

stato	osservato	che	l’infezione	del	virus	herpes	umano	8	comporta	un	aumento	dei	

microtubuli	 acetilati	 167.	 Al	 contrario,	 l’infezione	 con	 il	 virus	 vaccinico	 favorisce	

l’aumento	della	dinamicità	del	sistema	dei	microtubuli,	imputabile	all’inibizione	del	

fattore	RhoA,	indotta	dalla	proteina	virale	F11L,	analogamente	a	quanto	osservato	

in	condizioni	di	silenziamento	del	gene	che	codifica	per	la	formina	DIAPH1	168,	208.	

Infine,	è	stato	osservato	che	il	silenziamento	del	gene	che	codifica	per	la	proteina	

DIAPH1	aumenta	l’efficienza	replicativa	del	virus	della	mixomatosi	del	coniglio,	dal	

momento	 che,	 diminuendo	 la	 componente	 corticale	 dell’actina,	 favorisce	 la	

fuoriuscita	della	progenie	virale	dalla	cellula	ospite	209.	

Allo	 scopo	di	 valutare	 l’intervento	della	 formina	DIAPH1	 sul	 ciclo	 replicativo	del	

virus	 influenza	 A/NWS/33	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 sono	 stati	 intrapresi	 degli	

esperimenti	 di	 silenziamento	 genico	 con	 RNA	 interferenti.	 I	 dati	 ottenuti	 nelle	

cellule	LLC-MK2	sottoposte	a	silenziamento	genico	ed	infettate	con	il	virus	influenza	

A/NWS/33	hanno	evidenziato	un	aumento	della	produttività	dell’infezione	virale.	

Inoltre,	è	stata	osservata	una	modificazione	di	assetto	dei	microtubuli,	 che	erano	

caratterizzati	 da	 una	 diminuita	 espressione	 di	 alpha-	 e	 beta-tubulina	 e	 si	

estendevano	ad	un’area	citoplasmatica	più	ampia,	e	dei	microfilamenti,	che	erano	

contraddistinti	 da	 una	 diminuzione	 della	 componente	 filamentosa	 dell’actina,	 in	

particolar	modo	a	livello	corticale.	

Recenti	dati	di	letteratura	hanno	evidenziato	che	il	silenziamento	del	gene	DIAPH1	

comporta	 una	 diminuzione	 dei	 microtubuli	 stabili,	 con	 ripercussioni	 sul	 traffico	

intracellulare	 210.	 Inoltre,	 la	 deplezione	 di	 DIAPH1	 favorisce	 l’aumento	

dell’instabilità	 dinamica	 dei	 microtubuli	 211	 e	 la	 diminuzione	 della	 componente	
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detirosinata,	che	è	appannaggio	esclusivo	di	microtubuli	stabilizzati	156.	Al	contrario,	

l’aumento	di	espressione	delle	formine	DIAPH1	e	DIAPH2	induce	un	aumento	della	

stabilizzazione	 e	 della	 detirosinazione	 dei	 microtubuli	 134.	 In	 relazione	 ai	

microfilamenti,	 dati	 di	 letteratura	 attestano	 il	 coinvolgimento	 delle	 formine	 nei	

processi	di	polimerizzazione.	Tra	questi,	è	stato	di	recente	osservato	che	la	proteina	

CLIP-170,	associata	all’estremità	crescente	dei	microtubuli,	si	lega	alle	formine,	allo	

scopo	di	favorire	l’elongazione	dei	filamenti	di	actina	212.	Inoltre,	è	stato	appurato	il	

rilevante	 contributo	 della	 formina	 DIAPH1	 nell’assemblaggio	 della	 componente	

corticale	dell’actina	213.	

Le	 suddette	 osservazioni	 rendono	 ragione	 dell’aumento	 di	 produttività	

dell’infezione	 del	 virus	 influenza	 A/NWS/33	 osservato	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	

sottoposte	 a	 silenziamento	 del	 gene	 DIAPH1,	 dal	 momento	 che	 tale	 condizione	

sperimentale	favorisce	l’aumento	della	dinamicità	dei	microtubuli	e	la	diminuzione	

dell’actina	filamentosa.	Tuttavia,	sussistono	anche	dati	di	 letteratura	contrastanti,	

che	attestano	l’aumento	della	stabilità	dei	microtubuli,	a	seguito	della	deplezione	di	

DIAPH1	in	corso	di	differenziazione	cellulare	147.	

I	risultati	ottenuti	in	esperimenti	successivi	hanno	messo	in	luce	una	localizzazione	

subcellulare	ed	un	livello	di	espressione	altamente	variabili	della	proteina	DIAPH1	

in	diversi	tempi	dell’infezione	del	virus	influenza	A/NWS/33	nelle	cellule	LLC-MK2.	

In	 particolare,	 in	 fasi	 tardive	 dell’infezione,	 è	 stata	 anche	 osservata	 una	

localizzazione	 nucleare	 della	 proteina	 DIAPH1.	 Tali	 risultati	 depongono	 per	

specifiche	 funzioni	 regolatorie	 svolte	 dalla	 formina	 DIAPH1	 nel	 distretto	

subcellulare	 principalmente	 coinvolto	 nell’espletamento	 dell’infezione	 virale.	 In	

particolare,	alcuni	Autori	hanno	suffragato	la	localizzazione	nucleare	delle	formine,	

che	sarebbe	funzionale	alla	partecipazione	ad	eventi	di	segnalazione	intracellulare	

e	all’organizzazione	delle	complesse	dinamiche	del	nucleoscheletro	214.	
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I	dati	sperimentali	ottenuti	in	una	fase	successiva	hanno	evidenziato	modificazioni	

della	 localizzazione	 ed	 espressione	 della	 proteina	 DIAPH1	 a	 seguito	 della	

depolimerizzazione	 dei	 microtubuli	 e	 dei	 microfilamenti,	 che	 depongono	 per	

l’esistenza	 di	 una	 “interazione”	 di	 tale	 proteina	 con	 le	 suddette	 componenti	 del	

citoscheletro.	 A	 tal	 riguardo,	 alcuni	 Autori	 hanno	 appurato	 modificazioni	 nella	

localizzazione	intracellulare	della	formina	DIAPH1	in	seguito	alla	destabilizzazione	

dei	microfilamenti	con	sostanze	chimiche	215;	infatti,	rispetto	ad	una	distribuzione	

diffusa	nel	 citoplasma,	è	 stata	rilevata	un’organizzazione	 filamentosa,	 soprattutto	

nel	distretto	perinucleare,	dove	la	proteina	DIAPH1	co-localizzava	con	i	microtubuli.	

Tali	osservazioni	rendono	ragione	del	fatto	che	la	proteina	DIAPH1,	in	condizioni	di	

ridotta	associazione	con	 i	microfilamenti,	 sarebbe	 in	grado	di	promuovere	 la	 sua	

interazione	con	i	microtubuli.		

In	seguito,	sono	stati	condotti	degli	esperimenti	in	microscopia	confocale,	che	hanno	

evidenziato,	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	 infettate,	 la	 parziale	 co-localizzazione	 della	

proteina	DIAPH1,	oltre	che	con	 la	nucleoproteina	virale,	anche	con	actina,	alpha-

tubulina	 acetilata	 e	 beta-tubulina.	 Tali	 risultati	 sono	 in	 accordo	 con	 dati	 di	

letteratura,	 che	 attestano	 la	 co-localizzazione	 della	 proteina	 DIAPH1	 con	 i	

microtubuli	ed	i	microfilamenti	210.	In	particolare,	la	co-localizzazione	della	proteina	

DIAPH1	con	componenti	del	citoscheletro	cellulare	è	risultata	di	entità	maggiore,	

oltre	 che	 appannaggio	 di	 differenti	 aree	 citoplasmatiche,	 nelle	 cellule	 LLC-MK2	

infettate	 dal	 virus	 NWS/33,	 rispetto	 alle	 cellule	 non	 infettate.	 Tali	 evidenze	

sperimentali	 potrebbero	 rendere	 ragione	 di	 una	 localizzazione	 differenziale	 ed	

altamente	 dinamica	 della	 proteina	DIAPH1	 che,	 in	 condizioni	 di	 infezione	 virale,	

aumenterebbe	 la	 propria	 espressione,	 promuovendo	 la	 stabilizzazione	 dei	

microtubuli	 e	 la	 polimerizzazione	 dei	 microfilamenti	 in	 specifiche	 regioni	 del	

citoplasma,	al	fine	di	contrastare	la	replicazione	del	virus.	
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Infine,	nell’ottica	di	generalizzare	le	osservazioni	sperimentali	ottenute	nel	modello	

cellulare	 LLC-MK2,	 l’espressione	 di	 componenti	 dei	microtubuli	 e	 della	 proteina	

DIAPH1	è	stata	esaminata	anche	nelle	cellule	dell’epitelio	respiratorio	umano.	Allo	

scopo,	sono	state	 impiegate	cellule	positive	per	 il	virus	 influenza	A,	oppure	per	 il	

virus	 respiratorio	 sinciziale,	 derivanti	 da	 tamponi	 faringei	 e	 nasali	 di	 soggetti	

ricoverati	od	osservati	ambulatorialmente	e	pervenuti	presso	l’Unità	Operativa	di	

Virologia	 dell’Azienda	 Ospedaliero-Universitaria	 di	 Parma	 per	 la	 diagnosi	 di	

laboratorio	di	infezione	da	virus	dell’apparato	respiratorio.	In	particolare,	i	risultati	

ottenuti	 hanno	 evidenziato	 che,	 nelle	 cellule	 positive	 per	 il	 virus	 influenza	 A,	

l’espressione	della	proteina	DIAPH1	risultava	più	accentuata,	 rispetto	alle	 cellule	

non	 infettate,	 analogamente	 a	 quanto	 riscontrato	 nel	 modello	 LLC-MK2.	 Al	

contrario,	 nelle	 cellule	 positive	 per	 il	 virus	 respiratorio	 sinciziale,	 la	 proteina	

DIAPH1	presentava	una	ridotta	espressione.	Tali	risultati	rendono	ragione	del	fatto	

che,	anche	nelle	cellule	dell’epitelio	respiratorio	umano,	l’espressione	della	proteina	

DIAPH1	è	soggetta	a	differenti	modulazioni	in	corso	d’infezione	virale.	

I	 risultati	 conseguiti	 rafforzano	 le	 conoscenze	 sul	 fatto	 che	 la	 stabilizzazione	 dei	

microtubuli	 e	 la	 polimerizzazione	 dei	 microfilamenti,	 alla	 cui	 regolazione	

partecipano	 i	 proteasomi	 e	 la	 formina	 DIAPH1,	 possa	 concorrere	 in	 maniera	

significativa	alla	modulazione	dell’infezione	del	virus	influenza	A	nelle	cellule	LLC-

MK2.		

Nell’insieme,	tali	risultati	rendono	ragione	dell’elevata	complessità	del	rapporto	che	

intercorre	 tra	 virus	 influenza	 e	 cellula	 ospite	 e	 pongono	 l’accento	 sulla	 stretta	

correlazione	con	aspetti	morfologico-funzionali	della	cellula	infettata.	Le	peculiarità	

della	cellula	ospite	giocano,	infatti,	un	ruolo	chiave	nel	determinare	quei	complicati	

quanto	 labili	 equilibri,	 che	 portano	 alla	 permissività	 o	 alla	 resistenza	 cellulare	

all'infezione	virale.	
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