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,ȭobiettivo principale di questa tesi è stato quello di ÓÏÎÄÁÒÅ ÌȭÉÍÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ del sistema 

dei filamenti intermedi del citoscheletro cellulare nello svolgimento del ciclo replicativo 

del virus influenza umano A/NWS/33 (H1N1) in due modelli cellulari di mammifero a 

differente grado di permissività, al fine di individuare possibili fattori cellulari di 

ÒÅÓÔÒÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÉÎÆezione. Nello specifico, è stato esaminato il ruolo della componente 

citocheratina 8 dei filamenti intermedi e di una sua modificazione post-traduzionale, 

consistente nella fosforilazione, in corso di infezione sperimentale con il virus NWS/33; 

questa è stata condotta, a confronto, nelle cellule LLC-MK2 (rene di scimmia, modello 

semi-permissivo) e nelle cellule A549 (polmone umano, modello permissivo). 

I risultati ottenuti in seguito alla depolimerizzazione dei filamenti intermedi con la 

sostanza acrilammide hanno evidenziato la comparsa di modificazioni strutturali più 

evidenti nelle cellule LLC-MK2, dove peraltro citocheratina 8 ha un livello di espressione 

e di organizzazione in filamenti più esiguo, rispetto alle cellule A549. Sebbene la 

depolimerizzazione dei filamenti intermedi abbia esercitato effetti positivi 

ÓÕÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÎÕÃÌÅÏÐÒÏÔÅÉÎÁ ɉ.0Ɋ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ .73Ⱦσσ ÉÎ ÅÎÔÒÁÍÂÉ É ÍÏÄÅÌÌÉȟ Îon 

sono stati ottenuti esiti analoghi per quanto riguarda i titoli infettanti della progenie 

virale, che sono risultati di entità lievemente inferiore. Tali osservazioni depongono per il 

fatto che un assetto altamente dinamico dei filamenti intermedi, quale quello indotto da 

acrilammide, si rivela congeniale allo svolgimento delle attività biosintetiche virali, ma, 

ÖÅÒÏÓÉÍÉÌÍÅÎÔÅȟ ÏÓÔÁÃÏÌÁ ÌȭÅÍÅÒÇÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÇÅÎÉÅ ÖÉÒÁÌÅȟ ÉÎÔÅÒÆÅÒÅÎÄÏ ÃÏÎ le fasi 

ÔÁÒÄÉÖÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÇÌÉ ÅÆÆÅÔÔÉ ÉÎÄÏÔÔÉ dal virus NWS/33 nei due modelli cellulari allo studio ha 

rivelato che citocheratina 8 viene modificata solo iÎ ÆÁÓÉ ÔÁÒÄÉÖÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ )ÎÏÌÔÒÅȟ ÉÌ 
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virus NWS/33 è in grado di aumentare la fosforilazione di citocheratina 8 solo nelle 

cellule A549, Á ÐÁÒÔÉÒÅ ÄÁ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ 4ÁÌÉ ÄÁÔÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÎÏ ÌȭÕÎÉÖÏÃÉÔÛ 

ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÖÉÒÕÓ-cellula ospite, in quanto solo nel modello permissivo il virus 

.73Ⱦσσ î ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÍÏÄÉÆÉÃÁÒÅ ÐÒÅÃÏÃÅÍÅÎÔÅ ÌȭÁÓÓÅÔÔÏ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψȟ ÓÆÒÕÔÔÁÎÄÏ 

ÌȭÁÔÔÉÖazione della fosforilazione, che contribuisce ad aumentare la dinamicità di tale 

componente del citoscheletro. Tali risultati sono stati successivamente suffragati dalle 

ÏÓÓÅÒÖÁÚÉÏÎÉ ÄÅÓÕÎÔÅ ÄÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ in microscopia confocale, che ha evidenziato la co-

localizzazione della NP virale con citocheratina 8 e la sua componente fosforilata nel 

corso dÉ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÎÅÌÌÅ cellule A549, ma non nelle cellule LLC-MK2, dove 

è stata evidenziata solo una debole co-localizzazione con citocheratina 8.  

Il  trattamento dei modelli cellulari allo studio con sostanze chimiche (i.e. acido okadaico e 

12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato) in grado di attivare la fosforilazione ha indotto 

delle modificazioni strutturali di  citocheratina 8 più evidenti nelle cellule A549. Peraltro, 

ÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÚÉÏÎÅ di citocheratina 8 indotto da tali sostanze ha favorito 

ÌȭÅÓÐÌÅÔÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÒÅÐÌÉÃÁÔÉÖÏ ÖÉÒÁÌÅ nelle cellule A549, al contrario di quanto 

osservato nelle LLC-MK2. 

Allo scopo di sondare ulteriormente le implicazioni della fosforilazione di citocheratina 8 

sul ciclo replicativo virale, è stato impiegato un approccio molecolare che prevedeva il 

silenziamento del gene codificante per la proteina regolatoria Ȱ2ÁÓ ÈÏÍÏÌÏÇ ÅÎÒÉÃÈÅÄ ÉÎ 

brain like-ρȱ ɉ2ÈÅÂL1). I risultati ottenuti hanno mostrato un aumento della 

fosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli, oltre a ripercussioni positive 

ÓÕÌÌȭÅÓÉÔÏ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ virale nelle cellule A549.  

Al fine di estendere le osservazioni ottenute anche alle ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ 

umanoȟ ÃÈÅ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ ÉÌ ÐÒÉÍÏ ÂÅÒÓÁÇÌÉÏ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ 

ÅÓÁÍÉÎÁÔÉ ÄÅÉ ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÄÅÌÌȭÁÐÐÁÒÁÔÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ di ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÐÅÄÉÁÔÒÉÃÉȢ ,ȭÁÎÁÌÉÓÉ Èa 
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permesso di evidenziare che nelle cellule positive per il virus influenza A, ma non per il 

virus respiratorio sinciziale, si assiste a un aumento della fosforilazione di citocheratina 

8. 4ÁÌÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÁÔÔÅÓÔÁÎÏ ÃÈÅ ÉÌ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ! ÉÍÐÉÅÇÁ ÁÎÃÈÅ Ȱin vivoȱ ÕÎ ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÏ 

di attivazione della fosforilazione verosimilmente analogo a quello individuato nel 

modello permissivo A549 e strettamente virus-dipendente. 

 

I risultati ottenuti consentono, innanzitutto, di implementare le scarse informazioni 

finora disponibili in letteratura relat ivamente al ruolo dei filamenti intermedi in corso di 

infezione virale. Nello specifico, è stato appurato che in modelli cellulari permissivi (i.e. 

!υτω Å ÃÅÌÌÕÌÅ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏɊ il virus è in grado di cooptare, a proprio 

vantaggio, citocheratina 8 e di modularne la fosforilazione, al fine di potenziare 

ulteriormente  il suo ciclo replicativo. Al contrario, nel modello semi-permissivo LLC-MK2, 

dove precedenti osservazioni sperimentali ottenute dal gruppo di ricerca avevano 

consentito di evidenziare altri fattori di restrizione correlati al citoscheletro, la 

fosforilazione di citocheratina 8 non sembra essere funzionale al virus per aumentare la 

sua efficienza replicativa. 

.ÅÌÌȭÉÎÓÉÅÍÅȟ É ÄÁÔÉ ÏÔÔÅÎÕÔÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÎÏ ÌÁ ÃÏÍÐÌÅÓÓÉÔÛ ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÈe si esprime tra 

virus e filamenti intermedi del citoscheletro cellulare, i cui meccanismi di regolazione 

dovranno essere oggetto di ulteriori studi e approfondimenti.  
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The aim of this study was to investigate the involvement of cytoskeletal intermediate 

filaments in the human influenza A/NWS/33 virus (H1N1) infection using two 

mammalian cell models, in order to find out new cellular restriction factors. Specifically, 

the role of cytokeratin 8 and its post-translational modification, the phosphorylated state, 

were examined during NWS/33 virus infection in semi-permissive rhesus monkey-kidney 

(LLC-MK2) and permissive human lung (A549) epithelial cells. 

In order to analyse the effects induced by intermediate filaments depolymerisation, cell 

monolayers were treated with acrylamide. Major morphological changes were observed 

in LLC-MK2 cells, where cytokeratin 8 was poorly expressed and organized in filaments, 

when compared to A549 cells. Although acrylamide increased the expression of NWS/33 

virus nucleoprotein (NP) in both models, the corresponding viral yield slightly 

diminished. These data suggest that NWS/33 virus might take advantage of a highly 

dynamic state of intermediate filaments during the early stages of infection, but not 

during the latest stages. 

The effects induced by NWS/33 virus infection evidenced that the cytokeratin 8 

organization is subverted during the latest stages of the infection in both models. 

Furthermore, NWS/33 virus was able to promote cytokeratin 8 phosphorylation only in 

A549 cells at early phases of infection. These results demonstrate that there is a very 

ÅØÃÌÕÓÉÖÅ Ȱrelationshipȱ occurring between influenza virus and the host cell. In particular, 

NWS/33 virus is able to take advantages of the modification of the cytokeratin 8 

organization during the early stages of infection in the A549 model.  

In addition, the confocal microscopy analysis of the early stages of infection showed the 

co-localization of viral NP with  cytokeratin 8, and its phosphorylated component in A549 
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cells, but not in LLC-MK2 cells, where only a weak co-localization of NP with cytokeratin 8 

was observed. 

The treatment with two chemical activators of the phosphorylation (i.e. okadaic acid and 

12-O-tetradecanoylforbol-13-acetate) induced major structural changes of cytokeratin 8 

in A549 cells. Additionally, these treatments increased cytokeratin 8 phosphorylation, 

favoring the NWS/33 virus replicative efficiency only in A549 cells. 

Subsequently, a molecular approach was applied. The silencing of the gene "Ras homolog 

enriched in brain like-1" (RhebL1) involved in the phosphorylation pathway showed an 

increased phosphorylation of cytokeratin 8 in both models, and positive effects on the 

outcome of NWS/33 virus infection only in A549 cells. 

Consistent with these Ǣndings, in epithelial respiratory cells from paediatric patients with 

acute respiratory disease it was assessed that cytokeratin 8 phosphorylation was 

increased ÂÙ ÉÎǨÕÅÎÚÁ ! ÖÉÒÕÓ, but not by respiratory syncytial virus infection. Therefore, 

influenza A virus is able to hijack the phosphorylation mechanism also "in vivo", which 

seems to be virus-dependent. 

 

The obtained results implemented the available information about the role of 

intermediate filaments during viral infection. In particular, we showed that in permissive 

cells (i.e. A549 and respiratory epithelial cells) influenza virus is able to co-opt 

cytokeratin 8 to enhance its own replication. On the contrary, in semi-permissive LLC-

MK2 cells, where other cytoskeletal restriction factors were previously assessed, the 

NWS/33 strain does not take advantage of cytokeratin 8 phosphorylation for its 

replication. 
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In conclusion, these data highlight the complex interplay occurring between influenza 

virus and intermediate filaments, whose regulatory mechanisms require further in-depth 

studies. 
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IL VIRUS INFLUENZA 

La famiglia Orthomyxoviridae, nella quale è classificato il virus influenza, comprende 

numerosi virus responsabili di infezioni caratterizzate da un diverso grado di morbili tà e 

di mortalità  1.  

La malattia causata dal virus influenza è una malattia infettiva acuta a carattere 

epidemico o pandemico e deve la denominazione ÄÉ ȰÉÎÆÌÕÅÎÚÁȱ alla credenza che fosse 

dovuta a un influsso climatico maligno, conseguente a una sfavorevole congiunzione 

astrale. Tale malattia era già nota nell'antichità, come emerge dalle testimonianze del 412 

a.C. di Ippocrate e Livio 2,3.  

,ȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ è caratterizzata da uno spettro di sintomi altamente variabile, che spazia da 

lievi affezioni respiratorie, quali riniti o faringiti in presenza di tosse e febbre, a polmoniti 

ÄÁÌÌȭÅsito infausto. La comparsa e la gravità di tali sintomi variano a seconda delle 

caratteristiche dell'ospite e del virus influenza 4-7.  

I sintomi ÄÅÌÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ compaiono dopo un periodo di incubazione di circa 1-2 giorni e 

ÈÁÎÎÏ ÕÎȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÓÉÓÔÅÍÉÃÁȟ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁ ÆÅÂÂÒÅȟ ÂÒÉÖÉÄÉȟ ÍÁÌ ÄÉ ÔÅÓÔÁȟ ÍÉÁÌÇÉÁȟ 

malessere e anoressia, oltre che prettamente respiratoria, con comparsa di tosse non 

produttiva, secrezioni nasali e faringite 4-7. Inoltre, nei soggetti con infezione in atto, 

possono manifestarsi dei sintomi a livello oculare, come, ad esempio, congiuntivite, 

lacrimazione e dolore in seguito a movimento degli occhi 4.  

I sintomi dell'influ enza possono differire nei bambini, rispetto agli adulti 4,6. Infatti, i 

bambini con influenza generalmente presentano delle temperature corporee più elevate 
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di quelle degli adulti e possono anche più frequentemente manifestare sintomi 

gastrointestinali 4,6,7.  

,ȭÅÌÉÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ influenza da soggetti infettati inizia generalmente durante il 

periodo di incubazione, con un picco nei primi giorni di malessere, e diminuisce 

progressivamente, correlando con la gravità dei sintomi 8. Nei bambini e nei pazienti 

ÉÍÍÕÎÏÃÏÍÐÒÏÍÅÓÓÉ ÌȭÅÌÉÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ influenza ha una durata maggiore, rispetto 

agli adulti immunocompetenti 9,10. Scarse conoscenze si hanno, invece, riguardo 

ÌȭÅÌÉÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ influenza nelle infezioni asintomatiche 11. 

La guarigione dalla malattia è, in genere, rapida, ma alcuni pazienti possono presentare 

astenia persistente per diverse settimane 12. 

Un importante ruolo negli studi rivolti  ÁÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÇÅÎÔÅ eziologico 

ÄÅÌÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ è stato svolto dal medico londinese Henry Franklin  Parsons, che individuò 

la modalità di trasmissione interumana ÄÅÌÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ 13. 

,ȭÉsolamento del virus influenza avvenne nel 1933, impiegando dei furetti infettati 

sperimentalmente per via intranasale con un aspirato naso-faringeo prelevato da un 

soggetto con influenza 14. Negli anni successivi ci fu un ulteriore sviluppo degli studi sul 

virus influenza, che erano, in particolar modo, rivolti  alla determinazione dei diversi 

sottotipi  e alla messa a punto di vaccini potenzialmente ÄÅÓÔÉÎÁÔÉ ÁÌÌȭÕÏÍÏ.  

 

Classificazione 

I virus influenzali appartengono alla famiglia Orthomyxoviridae e sono classificati in 

quattro generi: Alphainfluenzavirus (specie Influenza A virus), Betainfluenzavirus (specie 

Influenza B virus), Gammainfluenzavirus (specie Influenza C virus) e Deltainfluenzavirus 

(specie Influenza D virus) 15.  
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Alla famiglia dei virus influenzali appartengono anche i generi Isavirus (specie Salmon 

isavirus), Quaranjavirus (specie Johnston Atoll quaranjavirus e Quaranfil quaranjavirus) e 

Thogotovirus (specie Dhori thogotovirus e Thogoto thogotovirus). 

! ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁ ÄÅÉ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÌÉ ÄÉ ÔÉÐÏ ! Å "ȟ ÃÈÅ ÉÎÆÅÔÔÁÎÏ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÍÅÎÔÅ ÌȭÕÏÍÏ Å 

causano epidemie stagionali, le infezioni sostenute dai virus influenzali di tipo C sono 

meno frequenti e generalmente associate a una malattia respiratoria lieve 16, che, tuttavia, 

sembrerebbe manifestarsi in forma più grave nei bambini 17. Infine, è stato osservato che 

i virus influenzali di tipo D, di più recente scoperta, non infettano ÌȭÕÏÍÏ 18. 

I virus influenzali  A, B e C sono distinti, innanzitutto, sulla base delle caratteristiche 

antigeniche della nucleoproteina virale (NP) e della proteina di matrice (M), che sono 

specifiche per ciascuno dei suddetti tipi e rappresentano dei rilevanti fattori di virulenza . 

Inoltre, la classificazione dei virus influenzali in diversi generi trae le premesse            

dallÏ ÓÐÅÔÔÒÏ ÄȭÏÓÐÉÔÅ Å dalla severità dei sintomi causati, come anche da aspetti 

epidemiologici 19. 

I virus influenzali di tipo A possono essere, a loro volta, differenziati in sottotipi , sulla 

base della combinazione delle glicoproteine di superficie emoagglutinina (H) e 

neuraminidasi (N), delle quali sono state finora identificate, rispettivamente, diciotto e 

undici varianti 20 (Tabella A). Solo tre molecole di emoagglutinina (H1, H2, H3) e due di 

neuraminidasi (N1, N2) sono state finora identificate nei virus influenzali di tipo A che 

infettÁÎÏ ÌȭÕÏÍÏ 21. Gli ulteriori sottotipi virali noti sono stati isolati da uccelli acquatici, 

in particolare da specie migratorie, che rappresentano il serbatoio naturale del virus 

influenza (Figura A). 
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Tabella A. 3ÐÅÃÉÆÉÃÉÔÛ ÄȭÏÓÐÉÔÅ ÄÅÉ ÄÉÖÅÒÓÉ ÓÏÔÔÏÔÉÐÉ ÄÉ ÅÍÏÁÇÇÌÕÔÉÎÉÎÁ ɉ(Ɋ Å ÎÅÕÒÁÍÉÎÉÄÁÓÉ ɉ.Ɋ 
del virus influenza A. Tabella modificata da: Mostafa et al. Viruses. 2018;10(9).pii:E497. 

 

 

 

Figura A. Schema rappresentativo della trasmissione interspecie del virus influenza A 
e dei relativi sottotipi. Immagine modificata da: Joseph et al. Influenza Other Respir 
Viruses. 2017;11(1):74-84. 

 

Ogni ceppo di virus influenza viene identificato da un crittogramma, che indica 

ÎÅÌÌȭÏÒÄÉÎÅ: specie/ specie ospite dalla quale il ceppo è stato isolato (nel caso di isolati 

virali non umani)/luogo ÄȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏȾnumero ÄÅÌÌȭÉÓÏÌÁÔÏȾÁÎÎÏ ÄÉ isolamento. Nel caso 
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dei virus influenzali di tipo A, viene anche indicato il sottotipo [ad esempio: 

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

A differenza del virus influenza A, la classificazione in sottotipi  non è necessaria per i 

virus influenzali di tipo B, in quanto sono meno diversificati tra loro. Nello specifico, sulla 

base degli studi epidemiologici finora effettuati, è stato osservato che nÅÌÌȭÕÏÍÏ 

ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ " î ÃÁÕÓÁÔÁ ÄÁ due lineaggi antigenicamente differenti, 

denominati Victoria e Yamagata 7.  

 

Morfologia e struttura  

I virus influenzali sono dotati di pericapside e presentano un genoma segmentato, 

costituito da molecole di RNA monocatenario lineare a polarità negativa 16.  

Le particelle del virus influenza A sono pleiomorfe, in quanto possono essere 

caratterizzate da una forma sferica od ovoidale, con diametro di circa 100 nm, oppure da 

una forma filamentosa, che si estende fino a 20 ʈÍ 22,23 (Figura B).  

 

 

Figura  B. 1) Osservazione al microscopio elettronico a trasmissione (28.000x) di virus influenzali , 
effettuata presso il Dipartimento di Medicina e Chirurgia ÄÅÌÌȭUniversità di Parma. 2) 
Osservazione al microscopio elettronico a scansione di virioni influenzali filamentosi e sferici. 
Immagine tratta da: Badham e Rossman. Curr Clin Microbiol Rep. 2016;3(3):155-61. 
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Il pericapside dei virus influenzali presenta due tipologie di peplomeri, costituiti  da 

glicoproteine virus-specifiche (H e N) (Figura C).  

 

 

Figura C. Rappresentazione schematica della struttura di un  virione influenzale. 
Immagine modificata dal sito web: https://www.cdc.gov/flu/resource -
center/freeresources/graphics/images.htm. 

 

Il doppio strato lipid ico, che compone il pericapside e viene acquisito dalla particella 

virale mediante gemmazione a livello della membrana plasmatica della cellula ospite, è 

arricchito in colesterolo e glicosfingolipidi. 

I peplomeri dei virus influenzali A e B sono le proteine emoagglutinina (H, ~80%) e 

neuroaminidasi (N, ~17%) 24. La proteina H, che è responsabile del legame del virus 

influenza alla cellula ospite, è un trimero, che protrude dalla superficie virale per circa 

13,5 nm e presenta una caratteristica forma a bastoncino, mentre la proteina N genera un 

tetramero fungiforme 25-27. In particolare, ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ha la funzione di scindere 

gli acidi sialici presenti sulle cellule ospiti, consentendo ai virioni  neoformati del virus 

infl uenza A di essere rilasciati in modo efficiente dalla cellula infettata 28,29. È stato 

osservato che l'attività enzimatica della proteina N facilita l'infezione delle cellule, 
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aiutando il viri one a penetrare nel muco del tratto respiratorio 30. Nei virus influenzali  C è 

presente un solo tipo di peplomero, che svolge entrambe le attività biologiche delle 

proteine H ed N dei tipi A e B. 

Nel pericapside è, inoltre, ÐÒÅÓÅÎÔÅ ÉÎ ÐÉÃÃÏÌÅ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÕÎȭÁÌÔÒÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ÖÉÒÕÓ-specifica, la 

proteina di matrice 2 (M2), che genera dei canali ionici protone-selettivi necessari per 

Ìȭefficace scapsidamento dei virus influenzali 29.  

!ÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌ ÐÅÒÉÃÁÐÓÉÄÅ del virus influenza è racchiuso il nucleocapside, caratterizzato 

da una simmetria elicoidale e con un diametro di circa 9 nm. Il nucleocapside racchiude i 

segmenti di RNA virale (890ɀ2.341 nucleotidi), in associazione con la proteina NP e tre 

proteine ad attività polimerasica, ossia PA, PB1 e PB2. Tali proteine, che sono state 

classificate come acide (A) o basiche (B) in relazione alla loro mobilità elettroforetica, 

svolgono ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÉ ÒÅÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅȾÔrascrizione del virus influenza. La loro associazione 

con le molecole di RNA forma le ribonucleoproteine virali (vRNP) 27, che hanno una 

struttura caratterizzata da una testa globulare e una porzione allungata, entrambe 

rivestite dalla proteina NP (Figura D). 

 

 

Figura D. Rappresentazione schematica della struttura di uno dei 
segmenti di ribonucleoproteina del virus influenza. Immagine 
modificata da: Mostafa et al. Viruses. 2018;10(9).pii:E497. 
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La proteina M2 promuove Ìȭacidificazione del nucleocapside virale, dopo che il virus è 

entrato nella cellula ospite, consentendo ai complessi vRNP di essere rilasciati nel 

citoplasma 28. 

Il genoma dei virus influenzali A e B è composto da 8 segmenti di RNA, che codificano per 

almeno 10 diverse proteine virali, mentre quello dei virus influenzali C e D ne contiene 7. 

Nello specifico, ciascuno degli 8 segmenti del genoma del virus influenza A codifica, 

rispettivamente, per le seguenti proteine: polimerasi basica 2 (PB2, segmento 1), 

polimerasi basica 1 (PB1, segmento 2), polimerasi acida (PA, segmento 3), 

emoagglutinina (H, segmento 4), nucleoproteina (NP, segmento 5), neuroaminidasi (N, 

segmento 6), proteine di matrice 1 e 2 (M1 e M2, segmento 7) e proteine non strutturali 

(NS1 e NS2 o proteina di esporto nucleare, NEP, segmento 8) 16. 

Le proteine nucleocapsidiche del virus influenza A svolgono un ruolo strutturale , e, 

inoltre, sono coinvolte nella replicazione del genoma virale, nella modulazione delle 

risposte antivirali della cellula ospite e, infine, rappresentano dei fattori di             

virulenza 28,29,31,32.  

La proteina M1 riveste la superficie interna del pericapside 28,31 e partecipa 

alÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ Å alla gemmazione del virus 29. 

La proteina NEP/NS2 svolge un importante ruolo regolatorio nel trasporto dei complessi 

vRNP dal nucleo verso il citoplasma 29,31,33.  

La proteina NS1 è una proteina multifunzionale, che, in particolare, risulta implicata 

nell'inibizione delle difese dell'ospite mediate da interferone 31,34,35. 

5ÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÐÒÏÔÅÉÎÁȟ ÄÅÎÏÍÉÎÁÔÁ 0"ρ-F2, deriva da uno schema di lettura alternativo 

ɉȰÆÒÁÍÅÓÈÉÆÔȱɊ del segmento genico che codifica per la proteina PB1 36 ed è presente nella 

maggior parte dei virus influenzali A 37. Tale proteina svolge un importante ruolo nella 

patogenesi delÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ, contrastando la risposta immunitaria innata 
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dell'ospite e promuovendo ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÃÏ-infezioni 38-40. Tuttavia, gli effetti indotti da  

PB1-F2 ÓÕÌÌÁ ÍÁÎÉÆÅÓÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ differiscono a seconda del ceppo virale e della 

specie ospite. Infatti, la proteina può variare in lunghezza e sequenza per la presenza di 

ÃÏÄÏÎÉ Ȱstopȱ ÁÌÔÅÒÎÁÔÉÖÉ, che portano all'espressione di proteine tronche PB1-F2 di 

diversa lunghezza, come anche per la presenza di specifici residui amminoacidici, che 

determinano una maggiore virulenza e suscettibilità alle sovrainfezioni. 

L'altra proteina accessoria codificata dal segmento genico PB1 è la proteina N40, che è 

ÕÎÁ ÆÏÒÍÁ ÔÒÏÎÃÁ ÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ .-terminale di PB1 41. Tale proteina sembrerebbe regolare 

ÌȭÅÑÕÉÌÉÂÒÉÏ ÔÒÁ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ 0B1 e PB1-F2, tuttavia, non è ancora stato chiarito se essa 

svolge ulteriori ruoli regolatori  nella replicazione del virus influenza 42. 

Recentemente è stato identificato un nuovo prodotto genico del virus influenza, codificato 

dal segmento 3 e denominato PA-X, che avrebbe la capacità di contrastare le                

difese dell'ospite 43. PA-X è una proteina di fusione, costituita da un dominio comune N-

terminale ad attività endonucleasica di 191 amminoacidi, ÃÈÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌla fase 

di lettura ɉȰ/ÐÅÎ ÒÅÁÄÉÎÇ ÆÒÁÍÅȱɊ ÄÅÌÌÁ polimerasi PA, ed è unito a unȭÕÎÉÃÁ ÒÅÇÉÏÎÅ C-

terminale di 41 o 61 amminoacidi (a seconda del ceppo virale), derivante dallo 

spostamento della fase di lettura di PA 42-44 (Figura E).  

 

 

Figura E. Rappresentazione schematica della struttura della proteina 
PA-X del virus influenza. Immagine modificata da: Shi et al. J Virol. 
2012;86(22):12411-3. 
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Sebbene la maggior parte dei virus influenzali finora isolati abbiano 61 residui 

amminoacidici nel dominio C-terminale, alcuni ceppi, come quello pandemico H1N1 del 

2009, possiedono ÕÎ ÃÏÄÏÎÅ Ȱstopȱ prematuro, che determina la formazione di un 

dominio C-terminale tronco di soli 41 amminoacidi 42-44. 

 

Ciclo replicativo  

,ȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ del virus influenza inizia con il legame (adsorbimento) delÌȭÁÎÔÉ-recettore 

emoagglutinina ai residui di acido sialico presenti sulla superficie delle cellule sensibili 

ÄÅÌÌȭÁÐÐÁÒÁÔÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ (Figura F).  

 

 

Figura F. Schema del ciclo replicativo del virus influenza. Immagine modificata da: Heldt et al. J Virol. 
2012;86(15):7806-17. 

 

In ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ î ÎÏÔÏ ÃÈÅ ÇÌÉ ÓÔÉÐÉÔÉ ÕÍÁÎÉ ÓÉ ÌÅÇÁÎÏ Á ÒÅÃÅÔÔÏÒÉ ÃÅÌÌÕÌÁÒÉ ÉÎ ÃÕÉ ÌȭÁÃÉÄÏ 

ÓÉÁÌÉÃÏ î ÃÏÍÐÌÅÓÓÁÔÏ ÁÌ ÇÁÌÁÔÔÏÓÉÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌÅÇÁÍÉ ÄÉ ÔÉÐÏ ɻ-2,6, mentre gli stipiti aviari a 

quelli ÄÉ ÔÉÐÏ ɻ-2,3. )Ì ÓÕÄÄÅÔÔÏ ÌÅÇÁÍÅ ÐÏÒÔÁ ÁÌÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ diversi possibili meccanismi 

di entrata. Tra questi, quello maggiormente utilizzato dal virus influenza è         

l'endocitosi 45,46.  
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Una volta che il virus è entrato nella cellula ospite, esso viene trasportato nel citoplasma 

ÁÌÌȭinterno di un endosoma precoce, che andrà incontro a un processo di acidificazione 

progressiva, fino a divenire endosoma tardivo. Tale meccanismo determina delle 

ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÃÏÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÁÌÉ ÎÅÌÌȭÅÍÏÁÇÇÌÕÔÉÎÉÎÁ, che espone una porzione idrofobica, la 

quale, inserendosi nella membÒÁÎÁ ÄÅÌÌȭÅÎÄÏÓÏÍÁ, ne provoca la fusione con il 

pericapside virale. Di conseguenza, i complessi vRNP vengono liberati nel  citoplasma e le 

molecole di RNA in essi contenute raggiungeranno il nucleo cellulare 47,48. Infatti, a 

differenza della maggior parte degli altri virus a RNA, il virus influenza replica all'interno 

del nucleo della cellula ospite.  

Dal momento che i segmenti di RNA dei virus influenzali hanno una polarità negativa, la 

sintesi delle proteine virali richiede che gli stessi vengano trascritti in RNA messaggeri 

(mRNA). Tali mRNA vengono trascritti nel nucleo ad opera degli enzimi ad attività RNA-

polimerasica presenti nel virione. 

La proteina PB1 inizia la trascrizione utilizzando come innesco dei frammenti                   

σȭ-terminali di RNA cellulare presenti nel nucleo e realizza delle copie complementari, le 

quali vengono successivamente addizionate ÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ σȭ ÄÉ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÐÏÌÉÁÄÅÎÉÌÁÔÅ e 

ÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ υȭ ÄÉ ÇÕÁÎÏÓÉÎÁ ÍÅÔÉÌÁÔÁ ɉȰcapȱ). 

La replicazione dei segmenti di RNA virale avviene ad opera della RNA polimerasi virus-

specifica, attraverso la sintesi di molecole di RNA complementari, che, a loro volta, 

funzionano da stampo per la sintesi di copie multiple di RNA identiche a quelle del virus 

parentale, ossia di senso negativo. 

Le proteine virus-codificate, sintetizzate a livello citoplasmatico, seguono un diverso 

percorso intracellulare. Le proteine H, N e M raggiungono la membrana plasmatica, dove 

le prime due si inseriranno. La proteina NP si trasferisce, invece, nel nucleo per formare, 

in associazione con le molecole di RNA di recente sintesi, i nucleocapsidi della progenie 
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virale. Questi, successivamente, migreranno dal nucleo al citoplasma, fino a raggiungere 

la membrana plasmatica modificata dove, attraverso un processo di gemmazione, si 

libereranno i virioni neoformati  (Figura G). 

 

 

Figura G. Rappresentazione del processo di gemmazione del virus inf luenza. 1) Inizio della 
gemmazione del virus indotta dal raggruppamento delle glicoproteine H (in rosso) e N (in 
arancione) nel doppio strato lipidico. La proteina M1 (in viola) si lega alle estremità 
citoplasmatiche di H e N e funge da sito di ancoraggio per i complessi vRNP (in giallo). 2) 
Protrusione della membrana causata dalla polimerizzazione della proteina M1, con conseguente 
localizzazione polarizzata dei vRNP. La proteina M2 (in blu) è reclutata alla superficie del virus in 
ÇÅÍÍÁÚÉÏÎÅ ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ con M1. 3) Scissione della membrana causata 
dall'inserimento dell'elica anfipatica di M2 al confine della fase lipidica, che altera la curvatura 
della membrana del virus in gemmazione e ne favorisce il ÒÉÌÁÓÃÉÏȢ τɊ 6ÉÓÉÏÎÅ ÄȭÉÎÓÉÅÍÅ ÄÅÌ 
processo di gemmazione dei virus ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÌÉȟ ÃÈÅ ÍÏÓÔÒÁ ÌȭÁÄÄÅÎÓÁÍÅÎÔÏ ÄÉ ( Å . ÉÎ domini 
lipid ici (in giallo), la formazione di un virione filamentoso e la scissione dalla membrana 
citoplasmatica favorita da M2. Immagine modificata da: Rossman e Lamb. Virology. 
2011;411(2):229-36. 
 

La liberazione delle particelle virali dalle cellule infettate si verifica per molto tempo 

ÄÁÌÌȭÉÎÉÚÉÏ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ, senza che le cellule vadano incontro a lisi. Tuttavia, è stato 

ÏÓÓÅÒÖÁÔÏ ÃÈÅ ÉÌ ÐÒÏÔÒÁÒÓÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÖÉÒÁÌÅ ÈÁ ÃÏÍÅ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÚÁ la morte 

programmata (apoptosi) della cellula ospite 49,50. 
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Caratteristiche biologiche  

La grande rilevanza epidemiologica dei virus influenzali dipende strettamente da 

caratteristiche intrinseche alla loro replicazione e, in particolare, dalla rapida insorgenza 

di caratteÒÉÓÔÉÃÈÅ ÁÎÔÉÇÅÎÉÃÈÅ ÎÕÏÖÅȢ 1ÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÏ fenomeno è, nella maggior parte dei 

casi, la conseguenza di modificazioni strutturali delle glicoproteine del pericapside e, in 

particolare, dÅÌÌȭÅmoagglutinina, che insorgono a causa delÌȭaccumulo progressivo di 

mutazioni puntiformi . Questo fenomeno, che prende il nome di deriva antigenica (Ȱdriftȱ), 

interessa sia i virus influenzali di tipo A sia quelli di tipo B e rende un individuo, 

precedentemente infettato da virus influenza o vaccinato, potenzialmente suscettibile 

ÁÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÐÁÒÔÅ di virus con caratteristiche antigeniche differenti (Figura H). 

 

 

Figura H. Rappresentazione schematica del fenomeno di deriva antigenica. 
Immagine modificata da: Sandbulte et al. Vaccines. 2015;3:22-73. 

 

In particolare, spicca la capacità di alcuni virus influenzali circolanti in ospiti aviari di 

emergere in maniera non prevedibile, attraverso riassortimento genico o trasmissione 

diretta, e, conseguentemente, diffondere nella popolazione umana. In particolare, i virus 
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influenzali di tipo A evolvono molto più rapidamente, rispetto a quelli di tipo B. I virus 

influenzali di tipo C sono, invece, relativamente più stabili. 

Soprattutto nel caso dei virus influenzali  A, possono occasionalmente comparire degli 

stipiti virali completamente nuovi, ossia caratterizzati da rilevanti modificazioni 

antigeniche, in conseguenza del fenomeno di riassortimento genico, che si esprime tra 

segmenti genici di virus influenzali che hanno co-infettato una stessa cellula (sostituzione 

antigenica, Ȱshiftȱ) (Figura I). 

 

 

Figura I . Rappresentazione schematica del fenomeno di sostituzione antigenica. 
Immagine modificata da: Sandbulte et al. Vaccines. 2015;3:22-73. 

 

Di norma, il riassortimento genico si verifica tra uno stipite umano di virus influenza A e 

uno stipite animale di virus influenza A. La specie più idonea per il verificarsi di tale 

fenomeno è il suino, che può essere infettato da virus influenzali A sia umani sia aviari. 
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Il fenomeno di deriva antigenica rende ragione del verificarsi di epidemie stagionali di 

influenza 51, mentre le sostituzioni antigeniche sono la principale causa delle pandemie 

finora avvenute. 

La prima pandemia influenzale ad essere documentata è stata quella del 1580, che ha 

interessato Europa, Africa e America, ed è stata caratterizzata da un'incidenza e una 

mortalità estremamente elevate. Nel diciottesimo secolo, ci furono due pandemie 

influenzali (1729-1733 e 1781-1782) e tre nel diciannovesimo secolo (1830-1833, 1847-

1848 e 1889-1891). Nel ventesimo secolo, la pandemia più rilevante si è verificata nel 

1918-1919 eÄ î ÓÔÁÔÁ ÄÅÎÏÍÉÎÁÔÁ ȰÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÓÐÁÇÎÏÌÁȱ, mentre le pandemie influenzali 

più recenti si sono verificate nel 1957, 1968, 1977 e 2009. )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ 

pandemia è originata in Messico e negli Stati Uniti in seguito alla propagazione di uno 

stipite di virus influenza di sottotipo H1N1, derivante da un triplice riassortimento genico 

tra un ceppo influenzale aviare, uno umano e uno suino 52. 

È interessante notare che il tasso di mutazione puntiforme è più alto nei virus influenzali 

A umani, rispetto a quelli aviari 53. Inoltre, è stato osservato che il riassortimento genico 

si verifica solo per i virus appartenenti allo stesso genere (A, B e C) 54.  

Dal 1977, sono stati identificati tre tipi principali di virus influenzali circolanti negli esseri 

umani: influenza A H3N2, influenza A H1N1 e influenza B (Victoria e Yamagata). 

L'emoagglutinina è il principale determinante di patogenicità nei ceppi influenzali     

aviari 55,56, sebbene alla modulazione di questa caratteristica contribuiscano numerosi 

prodotti genici virali 57.  

,ȭÅÍÅÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÌÉ ÁÖÉÁÒÉ ÄÉ ÔÉÐÏ ! ÃÏÎ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÈÅ ÁÎÔÉÇÅÎÉÃÈÅ ÎÕÏÖÅ îȟ 

ad esempio, attestata dal riscontro dei sottotipi H5N1, H7N7 e H7N9, responsabili di 

ÉÎÆÅÚÉÏÎÉ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ Á elevato tasso di mortalità 58-60. 
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Nel 1997, un ceppo di virus influenza A di sottotipo H5N1 circolante nel pollame a Hong 

+ÏÎÇ î ÓÔÁÔÏ ÔÒÁÓÍÅÓÓÏ ÄÉÒÅÔÔÁÍÅÎÔÅ ÁÌÌȭÕÏÍÏȟ ÃÁÕÓÁÎÄÏ ÌÁ ÍÏÒÔÅ ÄÉ ÓÅÉ ÄÅlle diciotto 

persone infettate 12,61,62. Successivamente, nel 2003, tale ceppo è stato veicolato da uccelli 

migratori  e si è diffuso nel continente Asiatico e, a seguire, in Europa, Medio Oriente e 

Africa 63,64. Parallelamente, altri ceppi di virus influenza A, tra cui i sottotipi H7N2, H7N3, 

H7N7, H9N2 e H10N7, hanno determinato dei casi sporadici di infezione nell'uomo, di 

entità lieve o addirittura fatale, in diversi distretti geografici 58,65-68. Inoltre, a partire dal 

2013, nuovi ceppi di virus influenza A originati da fenomeni di riassortimento genico 

(H5N6, H6N1, H7N4, H7N7, H7N9, H9N2, H10N8) sono stati in grado di infettare gli 

esseri umani, causando delle infezioni di diversa gravità ed entità 69-74. 

Infine, è stato osservato come, in individui infettati da uno stesso ceppo di virus influenza, 

si possa generare una progenie virale notevolmente disomogenea, indice di una selezione 

a favore di precise sub-popolazioni virali e strettamente dipendente dall'ospite cellulare 

in cui il vir us si è replicato 75-78. È, del resto, noto come la cellula ospite contribuisca, in 

particolare attraverso processi di glicosilazione e modificazione post-traduzionale delle 

proteine virali, all'emergenza di virus influenzali in parte modificati e con caratteristiche 

nuove, rispetto al virus parentale. 

 

Interazione virus -cellula ospite  

È stato finora documentato che le proteine del virus influenza sono in grado di attivare 

diverse vie di trasduzione del segnale, che coinvolgono ben 1.023 proteine cellulari 79 

(Figura L). 
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La maggior parte dei recettori contenenti acido sialico presenti nell'epitelio nasale, nella 

trachea e nei bronchi del tratto respiratorio umano sono di ÔÉÐÏ ɻ-2,6 80. Si ritiene che 

l'assenza di legami di ÔÉÐÏ ɻ-2,3 nel tratto  ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ ÓÕÐÅÒÉÏÒÅ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏ ÏÓÔÁÃÏÌÉ il 

legame e la trasmissione interumana dei ceppi di virus influenza aviare 80. Sebbene nel 

tratto respiratorio superiore dei suini siano presenti acidi sialici con legami ÓÉÁ ÄÉ ÔÉÐÏ ɻ-

2,3 sia ɻ-2,6 81, che, pertanto, rendono tali animali ÓÕÓÃÅÔÔÉÂÉÌÉ ÁÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÉ 

ceppi influenzali aviari e umani, rappresentando un serbatoio per il potenziale 

riassortimento genico dei virus influenzali, studi più recenti suggeriscono che la 

distribuzione dei recettori del virus infl uenza A nei suini presenti delle similarità rispetto 

ÁÌÌȭÕÏÍÏ 82-84. 

!ÌÃÕÎÉ ÄÁÔÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉ ÈÁÎÎÏ ÆÏÃÁÌÉÚÚÁÔÏ ÌȭÁÔÔÅÎÚÉÏÎÅ ÓÕÌÌÁ ÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÅÉ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÌÉ 

di legarsi a glicani di tipologia diversa, ri spetto ai recettori finora noti 85, evidenziando 

come le conoscenze relative alla specificità recettoriale di tali virus non siano del tutto 

note. Inoltre, un ÁÓÐÅÔÔÏ ÉÍÐÏÒÔÁÎÔÅ ÃÈÅ ÉÎÔÅÒÖÉÅÎÅ ÎÅÌÌÁ ÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÉ 

virus influenzali è rappresentato dalla differente suscettibilità della proteina H al 

cÌÉÖÁÇÇÉÏ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÏ ÄÁ ÐÒÏÔÅÁÓÉ ÄÅÌÌȭÏÓÐÉÔÅ. Nello specifico, la proteina H dei virus 

influenzali viene sintetizzata come singolo precursore polipeptidico (H0), che viene poi 

scisso nelle subunità H1 e H2 dalle proteasi cellulari. In particolare, la sequenza 

amminoacidica del sito di clivaggio determina da quali proteasi cellulari il precursore H0 

possa essere scisso 51.  

I virus dell'influenza aviare a bassa patogenicità hanno una proteina H che può essere 

scissa solo da proteasi presenti nel tratto gastrointestinale degli uccelli, mentre quelli ad 

alta patogenicità (ad esempio H5N1 e H7N9) hanno una proteina H che può essere scissa 

da proteasi di altra tipologia 86,87. 
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L'insieme delle evidenze sopra riportate ÄÅÐÏÎÅ ÐÅÒ ÌȭÅÓÉÓÔÅÎÚÁ ÄÉ ÎÕÍÅÒÏÓÉ 

fattori/funzioni cellulari che sono ÉÎÄÉÓÐÅÎÓÁÂÉÌÉ ÁÌÌȭÅÓÐÌÅÔÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÒÅÐlicativo dei 

virus influenzali e la cui conoscenzÁ îȟ Á ÔÕÔÔȭÏÇÇÉȟ incompleta e in continua evoluzione. 

 

Trasmissione  

La rilevanza epidemiologica dei virus influenzali è strettamente correlata alla loro 

capacità di diffondere rapidamente da persona a persona.  

Il virus influenza può essere trasmesso attr averso tre modalità principali: contatto diretto 

con individui affetti, contatto con fomiti e inalazione di aerosol contenenti il virus. 

Dal momento che la modalità principale di trasmissione del virus è tramite inalazione di 

aerosol, la frequentazione di luoghi pubblici affollati  nei mesi freddi contribuisce alla    

sua diffusione 88. Al contrario, la temperatura elevata e la maggiore intensità dei raggi 

ultravioletti nei mesi estivi contribuiscono a ridurre la presenza e la permanenza del 

virus influenza ÎÅÌÌȭÁÍÂÉÅÎÔÅ. 

L'incidenza stagionale dell'influenza aumenta tipicamente nel tardo autunno e inizia a 

declinare a metà primavera. Nell'emisfero settentrionale, il periodo epidemico si 

manifesta da novembre a marzo, mentre in quello meridionale da aprile a settembre. Nei 

paesi tropicali, l'influenza si verifica sporadicamente durante tutto l'anno e la sua 

incidenza aumenta in correlazione ÃÏÎ ÌȭÕÍÉÄÉÔÛ ÁÔÍÏÓÆÅÒÉÃÁ 21,89.  

Focolai localizzati di influenza stagionale si verificano anche in anni inter-pandemici, in 

particolare quando i ceppi di virus influenzali  circolano in comunità di soggetti con 

ÕÎȭimmunità preesistente di entità minima. 
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Epidemiologia  

.ÅÌÌȭÕÏÍÏ, la maggior parte delle infezioni è causata dai virus influenzali di tipo A e B. 

Contrariamente al virus influenza A, che è responsabile di epidemie e pandemie, il tipo B 

î ÒÅÓÐÏÎÓÁÂÉÌÅ ÄÉ ÆÏÃÏÌÁÉ ÄȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÐÉĬ ÃÉÒÃÏÓÃÒÉÔÔÉ 21. Infatti, i virus influenzali  di tipo A 

ÐÏÓÓÉÅÄÏÎÏ ÕÎÏ ÓÐÅÔÔÏ ÄȭÏÓÐÉÔÅ ÐÉĬ ÁÍÐÉÏȟ dal momento che sono in grado di infettare 

diverse specie di mammifero e di uccelli.  

In particolare, il virus influenza A di sottotipo H3N2 è stato riscontrato più 

frequentemente in Africa meridionale, in Australia e in Nuova Zelanda, il ceppo 

pandemico H1N1 del 2009 in Sud America e in Asia meridionale 90, mentre il virus 

influenza B è predominante in alcuni paesi Europei 91. 

Un recente studio epidemiologico, condotto dal gruppo di ricerca, ha evidenziato, per 

ÌȭÁÒÅÁ ÄÉ 0ÁÒÍÁ, una prevalenza dÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÐÁÒÉ ÁÌÌȭρρȟυσϷ dei casi 

totali , con la più alta percentuale di casi (35,85%) nei bambini di età tra 6 mesi e 3 anni 92. 

,ȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÒÁÇÇÉÕÎÇÅ É ÐÉĬ ÁÌÔÉ ÐÉÃÃÈÉ Äi prevalenza nei mesi invernali e, dal momento che 

ÌȭÁÌÔÅÒÎÁÒÓÉ ÄÅÌÌÅ ÓÔÁÇÉÏÎÉ î ÄÉÖÅÒÓÏ ÔÒÁ ÌȭÅÍÉÓÆÅÒÏ ÓÅÔÔÅÎÔÒÉÏÎÁÌe e quello meridionale, si 

verificano ogni anno due differenti periodi epidemici a livello globale (Figura M). Per tale 

ÍÏÔÉÖÏȟ Ìȭ/ÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ Mondiale della Sanità pubblica ogni anno due specifiche 

formulazioni vaccinali 93. 
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0ÒÅÖÅÎÚÉÏÎÅȟ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ Å ÔÅÒÁÐÉÁ ÄÅÌÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ 

Dal momento che i sintomi dell'influenza non sono abbastanza distintivi da consentire 

una diagnosi basata esclusivamente sul quadro clinico 94,95, è importante avvalersi di 

metodi diagnostici di laboratorio .  

Una corretta e tempestiva diagnosi di laboratorio di infezione da virus influenza non solo 

consente di evitare il trattamento antibiotico ma, soprattutto, garantisce l'efficacia del 

trat tamento con farmaci antivirali, qualora si renda necessario. È stato osservato che i 

farmaci antivirali sono maggiormente efficaci se applicati dopo l'insorgenza dei primi  

sintomi 96. Infatti, la somministrazione tardiva del farmaco antivirale può comportare il 

rischio di selezionare dei ceppi virali resistenti. In tal caso, il rischio di complicanze 

ÄÅÌÌȭÉÎÆezione aumenta significativamente 97,98.  

Per quanto riguarda la profilassi e la terapia delle infezioni da virus influenza, i farmaci 

attualmente utilizzati sono stati classificati in due categorie: inibitori del canale ionico M2 

(amantadina e rimantadina) e inibitori della neuraminidasi (oseltamivir e zanamivir) 99. 

In particolare, Ìȭamantadina e i suoi derivati interferiscono con ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÌ ÃÁÎÁÌÅ ÉÏÎÉÃÏ 

M2 del virus influenza A, impedendo il passaggio di protoni e, pertanto, ÌȭÉÎÉÚÉÏ della 

replicazione virale 100, mentre gli inibitori del ÌÁ ÎÅÕÒÁÍÉÎÉÄÁÓÉ ÎÅ ÏÓÔÁÃÏÌÁÎÏ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ, 

interferendo con il rilascio della progenie virale e la ÄÉÆÆÕÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ Questi 

farmaci sono attivi nei confronti di virus influenzali  di tipo A e B. 

,ȭÅÆÆÉÃÁÃÉÁ ÄÅÉ ÓÕÄÄÅÔÔÉ farmaci è, tuttavia, limitata da frequenti fenomeni di farmaco-

resistenza 101-104, dovuti ÁÌÌȭÁÌÔÏ ÔÁÓÓÏ ÄÉ ÍÕÔÁÚÉÏÎÅ a cui i virus influenzali vanno 

incontro. A tal riguardo, è stato di recente formulato un nuovo farmaco antivirale, 

denominato Ȱbaloxavir marboxilȱ, che agisce ÏÓÔÁÃÏÌÁÎÄÏ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÅÎÄÏÎÕÃÌÅÁÓÉÃÁ ÄÅÌÌÁ 

subunità PA del complesso polimerasico del virus influenza, prevenendo la sua 

replicazione 99. 
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$ÁÌ ÍÏÍÅÎÔÏ ÃÈÅ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÎÁÔÕÒÁÌÅ conferisce ÕÎȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÄÉ ÂÒÅÖÅ durata nei 

confronti dello stesso ceppo virale, la vaccinazione è considerata un approccio valido per 

la prevenzione ÄÅÌÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ, soprattutto in categorie di soggetti a rischio. 

Attualmente sono disponibili dei vaccini costituiti da virus inattivati , virus vivi e attenuati 

o da proteine virali ricombinanti, che si basano principalmente sulla produzione di 

anticorpi contro la proteina H 105.  

In genere, i vaccini anti-influenzali stagionali sono multivalenti e contengono dei ceppi di 

virus influenzali A e B antigenicamente simili a quelli circolanti nella popolazione durante 

la stagione epidemica 106. Tuttavia, è noto che la comparsa di nuove varianti virali, che è 

un fenomeno molto frequente, puĔ ÅÌÕÄÅÒÅ ÌȭÉÍÍÕÎÉÔÛ ÉÎÄÏÔÔa dalla vaccinazione.  

I vaccini anti-influenzali basati su antigeni comuni ai diversi sottotipi di virus influenza A 

e, pertanto, relativamente ben conservati, avrebbero il vantaggio di evitare una continua 

formulazione di nuovi vaccini sulla base delle varianti antigeniche isolate ogni anno. 

Sperimentazioni preliminari con costrutti di DNA in grado di esprimere la proteina NP, 

comprensiva della porzione extracellulare della proteina M2, si sono rivelate in grado di 

stimolare la risposta immune umorale e cellulo-mediata 107. In tale ottica, sono in atto 

differenti approcci sperimentali, che hanno ÌȭÏÂÉÅÔÔÉÖÏ ÄÉ ÓÖÉÌÕÐÐÁÒÅ ÕÎ Öaccino anti-

influenza ȰÕÎÉÖÅÒÓÁÌÅȱȟ ÉÍÐÉÅÇÁÎÄÏ, come antigeni, delle regioni conservate della proteina 

H 108. In particolare, poiché la porzione ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ( ÃÈÅ ÐÒÏÔÒÕÄÅ ÁÌÌȭÅÓÔÅÒÎÏ ÄÅÌ 

virione ÍÕÔÁ ÄÉ ÃÏÎÔÉÎÕÏȟ ÌȭÁÔÔÅÎÚÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÁ ÆÏÃÁÌÉÚÚÁÔÁ ÓÕÌÌÁ porzione interna, in quanto 

è meno soggetta alle mutazioni. 

Quale approccio alternativo, studi di ricerca scientifica di base, quale quello oggetto di 

questa tesiȟ ÐÏÓÓÏÎÏ ÃÏÓÔÉÔÕÉÒÅ ÕÎȭÕÔÉÌÅ ÐÒÅÍÅÓÓÁ ÁÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÚÉÏÎÅ ÄÉ nuovi ȰÂÅÒÓÁÇÌÉȱ 

molecolari nella cellula ospite, che sono fondamentali per la replicazione del virus 
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influenza e che potrebbero offrire uno spunto per la formulazione di nuovi 

vaccini/ farmaci antivirali. 

 

$ÉÁÇÎÏÓÉ ÄÉ ÌÁÂÏÒÁÔÏÒÉÏ ÄÅÌÌȭinfezione da virus influenza  

La diagnosi di laboratorio dÅÌÌȭinfezione da virus influenza può essere effettuata 

attraverso la rivelazione del virus o di suoi costituenti (diagnosi diretta) nel campione 

biologico ÐÒÅÌÅÖÁÔÏ ÁÌ ÐÁÚÉÅÎÔÅ ÅȾÏ ÌÁ ÄÉÍÏÓÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓÁ Ï ÄÅÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÉ 

anticorpi specifici (diagnosi indiretta) . 

I campioni idonei per la ricerca dei virus influenzali sono le secrezioni deÌÌȭÁÐparato 

respiratorio , che vengono raccolte attraverso lavaggi o aspirati nasali, gargarizzati, 

lavaggi bronco-alveolari, tamponi faringei e tamponi nasali. Tali campioni devono 

auspicabilmente essere prelevati entro i primi 2 -3 giorni di malattia e trasportati in 

laboratorio in opportuni terreni di trasporto per virus, avendo cura di mantenerli a bassa 

temperatura (0-4°C) ÐÅÒ ÐÒÅÓÅÒÖÁÒÅ ÌȭÉÎÆÅÔÔÉÖÉÔÛ ÖÉÒÁÌÅ.  

Attualmente sono disponibili diversi approcci per la diagnosi di infezione da virus 

influenza ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȟ come, ad esempio, lȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ influenza in colture 

cellulari , i saggi di immunofluorescenza con anticorpi tipo-specifici (anti-influenza A e 

anti-ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ "Ɋ ÓÕ ÃÅÌÌÕÌÅ ÅÓÆÏÌÉÁÔÅ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ ÐÅÒ ÌÁ ÒÉÃÅÒÃÁ ÄÉ ÁÎÔÉÇÅÎÉ 

virali,  i saggi di amplificazione degli acidi nucleici virali (reazione polimerasica a catena, 

PCR) e i saggi di immunocromatografia 21,92. 

In particolare, lȭÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ del virus in colture cellulari, quali le cellule di rene di cane 

(Ȱ-ÁÄÉÎ-Darby Canine Kidney with ɻ-2,6-linked sialic acids enhanced expressionȱȟ MDCK-

SIAT1), ÐÒÅÖÅÄÅ ÌȭÏÓÓÅÒÖÁÚÉÏÎÅ quotidiana delle colture inoculate allo scopo di appurare 

ÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÅÌÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÃÉÔÏÐÁÔÉÃÏ virus-indotto . Il virus cresciuto in coltura viene 

successivamente identificato mediante saggio di immunofluorescenza, che, se positivo, 
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consente anche di definirne il tipo (A o B). Tuttavia, la ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÅÌÌȭeffetto citopatico, 

ÓÅÂÂÅÎÅ ÍÅÔÔÁ ÉÎ ÌÕÃÅ ÌȭÉÎÆÅÔÔÉÖÉÔÛ ÖÉÒÁÌÅ Å ÃÏÓÔÉÔÕÉÓÃÁ ÐÅÒÔÁÎÔÏȟ Á ÔÕÔÔȭÏÇÇÉȟ ÕÎ ÍÅÔÏÄÏ 

diagnostico di riferimento,  è un evento che si esprime, nella maggior parte dei casi, a 

ÄÉÓÔÁÎÚÁ ÄÉ ÄÉÖÅÒÓÉ ÇÉÏÒÎÉ ÄÁÌÌȭÉÎÏÃÕÌÏ ÄÅÌ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÃÌÉÎÉÃÏ e, quindi, risulta scarsamente 

utilizzabile ai fini del trattamento e delÌȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÉÓÏÌÁÍÅÎÔÏ del soggetto infettato. La 

ricerca di antigeni virali (mediante reazioni di immunofluorescenza o 

immunoenzimatiche) e del genoma virale (PCR) viene impiegata per garantire una 

diagnosi rapida. 

Per quanto riguarda, invece, la diagnosi indiretta  delÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁȟ Él 

principale metodo utilizzato è la ricerca di immunoglobuline specifiche della classe IgM e 

IgG mediante saggio immunoenzimatico.  
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IL CITOSCHELETRO CELLULARE 

Il citoscheletro cellulare è uno dei primi sistemi Ȱdirottati ȱ dai virus per garantire il loro 

trasporto intracellulare e avviare il loro ciclo replicativo 109.  

/ÌÔÒÅ Á ÆÕÎÚÉÏÎÉ ÃÏÎÎÅÓÓÅ ÁÌÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÁÒÃÈÉÔÅÔÔÕÒÁÌÅ ÄÅÌÌÁ ÍÁÔÒÉÃÅ citoplasmatica, al 

ÃÉÔÏÓÃÈÅÌÅÔÒÏ ÃÏÍÐÅÔÅ ÌÁ ÔÒÁÓÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÉ ÁÄ ÁÔÔÉÖÉÔÛ ÒÅÇÏÌÁÔÏÒÉÁ ÓÕÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

genica, sulla sintesi di RNA, sulla modulazione del livello intracellulare degli ioni calcio e 

sulla proliferazione cellulare.  

Le diverse funzioni del citoscheletro sono strettamente correlate alle proprietà di quattro 

famiglie di proteine, che si assemblano a formare quattro tipi di filamenti  (Figura N). 

 

 

Figura N. Rappresentazione schematica dei principali componenti del 
citoscheletro cellulare. Immagine modificata da: Mostowy. PLoS Pathog. 
2014;10(11):e1004409. 
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Tra i principali sistemi citoscheletrici delle cellule eucariote vi sono i microtubuli, formati 

prevalentemente da tubulina, i filamenti intermedi, variabili da un tipo cellulare a un 

altro, e i microfilamenti, costituiti principalmente da actina. Ciascun sistema del 

citoscheletro interagisce con gli altri sistemi 110. La dinamica di questi sistemi e le loro 

ÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÒÉÓÕÌÔÁÎÏ ÄÉ ÆÏÎÄÁÍÅÎÔÁÌÅ ÉÍÐÏÒÔÁÎÚÁ ÐÅÒ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ diverse funzioni 

cellulari, quali la contrazione muscolare, la divisione cellulare Å ÌȭÁÎÃÏÒÁÇÇÉÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁ 

a un substrato.  

Tutte le cellule eucariote contengono actina e tubulina, mentre il terzo tipo principale di 

filamenti del citoscheletro, i filamenti intermedi, si trova soltanto in alcuni metazoi, tra 

cui i vertebrati, i nematodi e i molluschi, e, peraltro, anche in questi organismi non è 

presente in tutti i tipi cellulari.  

I filamenti inter medi sono particolarmente espressi nel citoplasma di cellule soggette a 

stress meccanici, essendo la loro principale funzione quella di impartire forza fisica a 

cellule e tessuti. Inoltre, essi rappresentano un abbondante Ȱsistema tamponeȱȟ che 

protegge dÁ Ȱstressȱ fisico, chimico o microbico 111. Tale proprietà è molto rilevante nelle 

cellule epiteliali, che, come è noto, sono soggette a diversi fattori di Ȱstressȱ ambientale. 

Recentemente è stato individuato un quarto sistema di filamenti  del citoscheletro: le 

septine 112. Tali proteine sono in grado di legare guanosina trifosfato (GTP) e sono state 

riconosciute come componenti del citoscheletro in virtù della loro struttura filamentosa e 

della loro interazione con le membrane cellulari fosfolipidiche, con i filamenti di actina e 

con i microtubuli 112. Esse non solo si assemblano a formare filamenti e fasci, ma possono 

anche formare delle strutture ad anello (Figura N). In particolare, alcuni studi            

hanno messo in luce un importante ruolo per le septine nel controllo delle infezioni 

batteriche 113, in quanto tali proteine ȰÉÎÔÒÁÐÐÏÌÅÒÅÂÂÅÒÏȱ i batteri destinati ad     

autofagia 114. 
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I filamenti intermedi  

Tra le principali componenti del citoscheletro, i filamenti intermedi sono quella meno 

caratterizzata, a causa della loro variegata tipologia di proteine, distribuzione e funzione 

tessuto-specifica 115. I filamenti interm edi sono costituiti da proteine a elevata variabilità 

di sequenza, che si organizzano per formare filamenti di diametro di circa 10 nm.  

I singoli polipeptidi dei filamenti intermedi condividono un'organizzazione strutturale 

comune (Figura O).  

 

 

Figura O. Rappresentazione schematica di una subunità dei filamenti intermedi. Immagine 
modificata da: Intermediate filaments. The cell: a molecular approach, 2nd edition, Cooper, 
Sunderland (MA), Sinauer Associates, 2000. 

 

Nello specifico, si tratta di molecole allungate con un dominio centrale ÁÄ ɻ-elica di circa 

310 aminoacidi e due domini N- e C-terminali . Il dominio centrale è simile nelle diverse 

isoforme delle proteine, mentre i domini globulari N- e C-terminali possono variare in 

dimensione, sequenza e struttura secondaria. Si ritiene che il dominio centrale svolga un 

ruolo cruciale nell'assemblaggio dei filamenti intermedi, mentre i domini terminali  ne 

determinino le specifiche funzioni. 

Ciascuna subunità dei filamenti intermedi forma un dimero che, associandosi in modo 

anti-parallelo a un altro dimero, genera un tetramero sfalsato (Figura P).  
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Figura P. 2ÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÓÃÈÅÍÁÔÉÃÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ ÄÅÉ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÉÎÔÅÒÍÅÄÉȢ 
Immagine modificata da: Intermediate filaments. The cell: a molecular approach, 2nd 
edition, Cooper, Sunderland (MA), Sinauer Associates, 2000. 

 

,ȭÕÎÉÏÎÅ ÄÉ ÄÉÖÅÒÓÉ ÔÅÔÒÁÍÅÒÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌÁ ÆÏÒÍÁÚione di un protofilamento e 

ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÏÔÔÏ ÐÒÏÔÏÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÅÒÁ ÉÌ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÉÎÔÅÒÍÅÄÉÏȟ ÃÈÅ î ÕÎÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ 

cava e priva di polarità.  

I filamenti intermedi presentano una distribuzione radiale, dalla regione perinucleare alla 

periferia cellulare 116,117.  

Più di 70 proteine, che collocano i geni che le codificano tra le 100 più grandi famiglie di 

geni presenti ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ 118, sono state finora identificate e classificate in sei tipologie 

principali  di filamenti intermedi , in base alla loro struttura primaria e alÌȭÅÓÐressione 

tessuto-specifica 119. Infatti, famiglie diverse di filamenti intermedi sono espresse in 

specifiche tipologie cellulari (Figura Q). 
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Figura Q. Distribuzione dei filamenti intermedi nei tessuti umani. Immagine modificata 
da: Omary. J Clin Invest. 2009; 119(7):1756-62. 

 

In particolare, le proteine dei filamenti intermedi di tipo I-IV sono espresse nel 

citoplasma, mentre quelle di tipo V nel nucleo e, infine, quelle di tipo VI esclusivamente 

nelle lenti oculari 119. 

La famiglia di proteine più numerosa è quella delle citocheratine (K); esistono, infatti, 

circa 20 citocheratine nelle cellule epiteliali umane (citocheratina molle) e 10 nelle cellule 

di annessi cutanei, quali capelli e unghie (citocheratina dura) 120. 
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Una singola cellula epiteliale può produrre più tipi di citocheratine, che polimerizzano in 

una complessa rete, rappresentando quasi il 5% delle proteine cellulari totali 121. 

Ciascun filamento di citocheratina è composto, in parti uguali, da catene di citocheratina 

di tipo I (cit ocheratine relativamente acide: K9-K28 e K31-K40) e II (citocheratine 

relativamente neutre/basiche: K1-K8 e K71-K86) 122. Queste proteine formano 

eterodimeri, che si uniscono a due a due per generare la subunità tetramerica 

fondamentale.  

Le citocheratine svolgono un ruolo cruciale nel mantenere l'integrità strutturale e le 

proprietà meccaniche delle cellule, proteggendole da Ȱinsultiȱ ambientali 123. Inoltre, le 

citocheratine contribuiscono alla regolazione delle proprietà meccaniche del citoplasma e 

del nucleo 124,125. 

La diversità delle citocheratine viene impiegata nella diagnosi di laboratorio  dei cancri 

epiÔÅÌÉÁÌÉȟ ÉÎ ÑÕÁÎÔÏ ÆÏÒÎÉÓÃÅ ÕÎȭimportante indicazione riguardo al tessuto epiteliale in 

cui il cancro è originato e può contribuir e a orientare la scelta del trattamento 

farmacologico. 

Le proteine dei filamenti intermedi di tipo III, che comprendono vimentina, desmina, 

sincoilina, proteina gliale fibrillare acida e periferina, formano degli omopolimeri. 

Vimentina è espressa in cellule mesenchimalÉ Å ÎÅÌÌÁ ÌÅÎÔÅ ÄÅÌÌȭÏÃÃÈÉÏȟ desmina in cellule 

muscolari, sincoilina principalmente nelle cellule del muscolo scheletrico e cardiaco, la 

proteina gliale fibrillare acida negli astrociti e, infine, periferina negli assoni periferici. 

I filamenti intermedi di tipo IV comprendono i neurofilamenti, nestina, sinemina Å ɻ-

internessina. I neurofilamenti sono la componente più importante del citoscheletro dei 

neuroni. A tal riguardo, tre tipi di proteine di neurofilamenti di basso (NF-L), medio (NF-

M) e alto (NF-H) peso molecolare si co-assemblano Ȱin vivoȱ, formando degli 

eteropolimeri.  



  

40 

 

Il gruppo dei filamenti intermedi di tipo V comprende le lamine nucleari A, B1 e B2, che 

rivestono la superficie interna della membrana nucleare 122.  

Infine, le proteine phakinina e finlensina, appartenenti ai filamenti intermedi di tipo VI, 

sono espresse esclusivamente nelle leÎÔÉ ÄÅÌÌȭÏÃÃÈÉÏ, dove svolgono un ruolo regolatorio 

sulla funzione e trasparenza 126,127. 

 

Modificazioni post -traduzionali dei filamenti intermedi  

Nella maggior parte dei tipi cellulari, i filamenti intermedi rappresentano delle strutture 

altamente dinamiche (Figura R). 

I processi di associazione e dissociazione dei filamenti intermedi sono regolati da diverse 

modificazioni post-traduzionali, che includono la fosforilazione, glicosilazione, 

sumoilazione, acetilazione e prenilazione 115.  

,ȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ ÄÅÉ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÉÎÔÅÒÍÅÄÉ ÃÏÍÐÏÒÔÁ ÌÁ ÆÏÒÍÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÄÉÖÅÒÓÅ ÓÔÒÕÔÔÕÒÅ 

intermedie, che si associano tra loro.  

La successiva organizzazione dei filamenti intermedi in reticoli e fasci è mediata da varie 

proteine, che formano dei legami crociati sia tra i filamenti intermedi, sia tra questi e 

specifiche strutture cellulari, come, ad esempio, la membrana plasmatica, la membrana 

nucleare, i microtubuli e i microfilamenti.  
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Figura R. 2ÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÓÃÈÅÍÁÔÉÃÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ Å ÄÅÌÌÁ ÒÉÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÃÉÔÏÐÌÁÓÍÁÔÉÃÁ 
dei filamenti intermedi in risposta a modificazioni post-traduzionali. Immagine modificata da: 
Snider e Omary. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014;15(3):163-77. 

 

.ÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÌÌÅ modificazioni post-traduzionali dei filamenti intermedi, la fosforilazione 

è quella meglio caratterizzata 115,128. La maggior parte dei siti di fosforilazione si trova in 

corrispondenza di residui di serina e treonina presenti nei domini globulari della testa e 

della coda delle subunità dei filamenti intermedi (Figura S).  
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Figura S. Rappresentazione schematica dei siti di fosforilazione identificati 
nella proteina citocheratina 8 umana. Immagine modificata da: Sawant e 
Leube. Int Rev Cell Mol Biol. 2017;330:171-225. 

 

Recenti studi proteomici hanno messo in luce numerosi siti di fosforilazione anche nel 

dominio centrale delle subunità dei filamenti intermedi, che solo recentemente è stato 

caratterizzato funzionalmente 129.  

Una delle principali funzioni della fosforilazione dei filamenti intermedi è                     

quella di promuoverne la riorganizzazione e le dinamiche di assemblaggio/              

disassemblaggio 115,130,131. Ad eccezione dei neurofilamenti, la fosforilazione basale delle 

proteine dei filamenti intermedi è di lieve entità e si accentua in caso di stimoli che 

ÁÌÔÅÒÁÎÏ ÌȭÁÓÓÅÔÔÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÏȟ come, ad esempio, nel corso della mitosi e a seguito 

di mutazioni delle proteine che li costituiscono.  

In particolare, citocheratina 8 (K8) e citocheratina 18 (K18) sono le principali 

ÃÏÍÐÏÎÅÎÔÉ ÄÅÉ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÉÎÔÅÒÍÅÄÉ ÄÅÌÌȭÅÐÉÔÅÌÉÏ ÓÅÍÐÌÉÃÅ 132,133.  

La molecola di serina 52 (Ser52) è il principale sito di fosforilazione di K18 umana Ȱin 

vivoȱ. Un aumento di fosforilazione di tale sito è stato associato a una maggiore solubilità 

e alterata polimerizzazione di citocheratina 134,135, come anche a una riorganizzazione 

della stessa 136 Å ÁÌÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭapoptosi 121,137. Analogamente, la molecola di serina 

432 (Ser432) è un importante sito di fosforilazione di K8 umana Ȱin vivoȱ. È stato, in 

particolare, osservato che Ser432 viene fosforilata da proteine chinasi stimolate da 
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mitogeni (ȰÍÉÔÏÇÅÎ-ÁÃÔÉÖÁÔÅÄ ÐÒÏÔÅÉÎ ËÉÎÁÓÅȱȟ MAPK), in risposta all'attivazione del 

recettore del fattore di cÒÅÓÃÉÔÁ ÄÅÌÌȭÅÐÉÄÅÒÍÉÄÅ ɉȰÅÐÉÄÅÒÍÁÌ ÇÒÏ×ÔÈ ÆÁÃÔÏÒ ÒÅÃÅÐÔÏÒȱȟ 

EGFR) 121. Ad esempio, la fosforilazione in questo sito è stata descritta durante lo stress 

iper-osmotico in cellule epiteliali umane delÌȭÉÎÔÅÓÔÉÎÏ 138. 

 

Implicazioni della proteina  citocheratina 8 in alcune patologie e infezioni virali  

Recenti studi hanno evidenziato una stretta ÃÏÒÒÅÌÁÚÉÏÎÅ ÔÒÁ ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ 

di citocheratina 8 e la progressione di diversi tumori 139Ȣ )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ ÕÎȭÁÕÍÅÎÔÁÔÁ 

espressione di citocheratina 8 favorisce la proliferazione e la migrazione cellulare in 

pazienti con tumore gastrico. In aggiunta, citocheratina 8, unitamente a citocheratina 18, 

svolge un ruolo importante ai fini della determinazione della prognosi del cancro al    

seno 140. Nello specifico, è stato osservato che ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ citocheratina 8 correla con 

un fenotipo meno invasivo di cancro al seno, mentre la sua assenza correla con metastasi 

precoci e prognosi infausta 141. 

Altri dati di letteratura hanno attestato che la carenza di citocheratina 8, unitamente ad 

altre citocheratine epiteliali semplici (i.e. K18 e K19), aumenta la suscettibilità nei 

confronti di malattie renali 142. Inoltre, citocheratina 8 costituisce un antigene, che viene 

selettivamente riconosciuto da autoanticorpi generatisi in pazienti con artrite  

reumatoide 143. 

! ÔÕÔÔȭÏÇÇÉȟ ÅÓÉÓÔÏÎÏ ÌÉÍÉÔÁÔÅ evidenze del coinvolgimento di citocheratina 8 in corso di 

infezione virale e, apparentemente, nessuno studio è stato finora effettuato per il virus 

influenza. In particolare, è stato osservato che il silenziamento del gene che codifica per 

citocheratina 8 ostacola la replicaÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ ÄÅÌÌȭÅÐÁÔÉÔÅ " 144, mentre lȭespressione di 

citocheratina 8 aumenta in cellule infeÔÔÁÔÅ ÄÁÌ ÖÉÒÕÓ ÄÅÌÌȭÅÐÁÔÉÔÅ # 145. In aggiunta, 

aumentati livelli di fosforilazione di citocheratina 8 e 18 correlano con la progressione 
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ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÄÅÌÌȭÅÐÁÔÉÔÅ " Å # 146-147. !ÎÁÌÏÇÁÍÅÎÔÅȟ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÒÏÔÁÖÉÒÕÓ 

comporta un aumento della fosforilazione di citocheratina 8 135, che è accompagnato da 

una riorganizzazione della stessa. Inoltre, è stata dimostrata la partecipazione di 

citocheratina 8, unitamente a citocheratina 18, alla regolazione del ciclo replicativo del 

virus respiratorio sinciziale 148. Infine, è stato riportato che citocheratina 8 viene 

processata dalla proteinasi 2A durante le fasi tardive del ciclo replicativo di rhinovirus 

umano in cellule tumorali della cervice uterina (HeLa) 149. 

  

Possibile ruolo regolatorio della proteina ȰRas homolog enriched in brain like -1ȱ 

(RhebL1) sui filamenti intermedi  

La proteina ȰRas homolog enriched in brain 1ȱ (Rheb1) è una GTPasi appartenente alla 

famiglia delle proteine Ras. Tale proteina, inizialmente identificata nel cervello di topo 150, 

è altamente conservata nelle varie specie. 

Nei mammiferi sono stati identificati due geni, Rheb1 e ȰRas homolog enriched in brain 

like-1ȱ (RhebL1 o Rheb2) 151. Rheb1 ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÕÂÉÑÕÉÔÁÒÉÁ, anche se è 

soprattutto abbondante nelle cellule muscolari e nel cervello 152,153. RhebL1 è, invece, 

espressa principalmente nel cervello e, in minore entità, in numerosi tessuti periferici. Le 

due proteine sono identiche al 52% nella composizione amminoacidica e svolgono delle 

funzioni assai simili. Tuttavia, sono state segnalate delle differenze riguardo alla loro 

localizzazione intracellulare, come anche al profilo  di espressione dei geni che le 

codificano 154. 

Come altre proteine che legano GTP, la proteina Rheb1 è in grado di legare sia GTP sia 

guanosina difosfato (GDP) e idrolizzare GTP, alternandosi fra due stati conformazionali 

distinti: uno attivo , quando è legata a GTP, e uno inattivo, quando è legata a GDP. 
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Rheb1 interviene nella via di segnalazione intracellulare della fosfatidilinositolo 3 -chinasi 

(PI 3-chinasi)/ proteina chinasi B (PKB o Akt)/ Ȱmammalian target of rapamycinȱ (mTOR), 

che è cruciale in molti processi fisiologici, quali la progressione del ciclo cellulare, la 

trascrizione, la traduzione, il differenziamento cellulareȟ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉȟ ÌÁ ÍÏÔÉlità e il 

metabolismo cellulare 155 (Figura T). 

 

 

Figura T . Rappresentazione schematica della via di trasduzione del segnale 
insulina/mTOR/S6K. Immagine modificata da: Aspuria e Tamanoi. Cell Signal. 2004; 
16(10):1105-12. 

 

In particolare, Rheb1 svolge un ruolo fondamentale nell'attivazione di mTOR, una 

serina/ treonina chinasi, che forma due complessi distinti, ȰmTOR #ÏÍÐÌÅØρȱ ɉÍ4/2C1) e 

ȰmTOR #ÏÍÐÌÅØςȱ ɉÍ4/2C2). Mentre ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ mTORC1 da parte della proteina 

Rheb1 favorisce un aumento della sintesi proteica, della crescita e della sopravvivenza 

cellulare, ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ mTORC2 agisce sulle dinamiche del citoscheletro cellulare, sulla 

migrazione e su altri processi cellulari 156,157. 

Rheb1 è localizzata a valle del complesso Ȱtuberous sclerosis ÃÏÍÐÌÅØȱ (TSC) e a monte di 

mTOR nella via di trasduzione del segnale mTOR. ,ȭÁÔÔÉÖÉÔà di Rheb1 è regolata dal 
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complesso Ȱtuberous sclerosis complex ρȱ ɉ43#ρɊ/TSC2, dove la proteina TSC2 attiva le 

GTPasi (GAP), ÓÔÉÍÏÌÁÎÄÏ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÉÎÔÒÉÎÓÅÃÁ ÄÉ Rheb1 e inibendo la via di segnalazione 

mTOR 158.  

In particolare, la proteina Akt agisce sul complesso mTORC1, fosforilando e inibendo la 

proteina TSC2, il quale forma un complesso con TSC1. ,ȭÉÎÉÂÉÚÉÏÎÅ ÄÉ 43#2 permette alla 

proteina Rheb1 di associarsi a GTP e di attivare mTORC1 159. Se Akt attiva mTORC1, 

ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÏ, a sua volta, regola Akt, inibendola, attraverso un meccanismo di controllo 

negativo; infatti, se mTORC1 viene inibito, ÓÉ ÈÁ ÕÎȭÉÐÅÒÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ !ËÔ Å ÄÅÉ ÓÕÏÉ 

substrati, sia Ȱin vivoȱ sia Ȱin vitroȱ 160. )Ì ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÏ ÃÈÅ ÃÏÎÔÒÏÌÌÁȟ ÉÎÖÅÃÅȟ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 

mTORC2 non è ancora ÄÅÌ ÔÕÔÔÏ ÎÏÔÏȠ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÏ ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ îȟ ÉÎÏÌÔÒÅȟ 

collegata alla via di segnale PI 3-chinasi. 

Un numero assai limitato di studi attesta il coinvolgimento di Rheb1 in corso di infezione 

ÖÉÒÁÌÅȢ )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȟ î ÓÔÁÔÁ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÁ ÌȭÉÎÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÉ ÃÉÔÏÍÅÇÁÌÏÖÉÒÕÓ ÄÉ ÃÏÍÐÌÅÔÁÒÅ ÉÌ 

proprio ciclo infettivo in cellule deplete di Rheb1, in quanto contribuirebbe a mantenere 

mTORC1 in uno stato attivo 161. Inoltre, un aumento del livello di espressione di Rheb1 e 

mTOR è stato osservato in epatociti infettati ÄÁÌ ÖÉÒÕÓ ÄÅÌÌȭÅÐÁÔite C 162. 

 

La proteina RhebL1, di 183 aminoacidi, presenta due isoforme di diverso peso molecolare 

ed è altamente conservata in molte specie 163 (Figura U). 
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Figura U. Rappresentazione schematica della struttura 
cristallina della proteina RhebL1. Immagine tratta dal sito web: 
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/3oes/citations . 

 

La proteina RhebL1 è localizzata a livello della membrana cellulare e nel citoplasma ed è 

distribuita in maniera ubiquitaria in tutte le cellule, soprattutto in quelle muscolari e 

nervose 150, aumentando notevolmente la sua espressione in cellule tumorali.  

Tale proteina, legandosi a GTP, esplica la propria attività di GTPasi e, pertanto, può 

attivare la trascrizione genica mediata dal fattore ȰÎÕÃÌÅÁÒ ÆÁÃÔÏÒ ËÁÐÐÁ-light-chain-

ÅÎÈÁÎÃÅÒ ÏÆ ÁÃÔÉÖÁÔÅÄ " ÃÅÌÌÓȱ (NF-kB), promuovere la trasduzione del segnale tramite 

mTOR, attivare la proteina ribosomiale S6 chinasi beta-1 (RPS6KB1), oltre che costituire 

un bersaglio a valle delle proteine TSC1 e TSC2 158,164-166 (Figura T). 

In particolare, recenti studi hanno messo in luce il coinvolgimento di RhebL1 nella 

riorganizzazione e fosforilazione di citocheratina 8 in cellule epiteliali di polmone umano 

A549 167. Olt re a evidenziare che la localizzazione di RhebL1 è simile a quella dei filamenti 

di citocheratina 8 fosforilata, tali studi attestano che il silenziamento genico di RhebL1 

causa ÕÎȭinibizione della fosforilazione e rior ganizzazione di citocheratina 8 indotta dalla 

sostanza sfingosilfosforilcolina.  
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SCOPO DELLA TESI 

Il grado di virulenza dei virus influenzali dipende non solo dai numerosi meccanismi di 

variabilità genetica, che ne influenzano le caratteristiche antigeniche, ma anche dalla 

complessa interazione con specifici fattori e/o funzioni della cellula ospite, la cui 

conoscenza è ancora incompleta e in continua evoluzione.  

Il progetto di ricerca oggetto di questa tesi ÈÁ ÌȭÏÂÉÅÔÔÉÖÏ di mettere in luce la 

partecipazione di fattori/funzioni del citoscheletro cellulare (filamenti intermedi) nello 

svolgimento del ciclo replicativo del virus influenza A (H1N1) in due modelli cellulari di 

mammifero (cellule LLC-MK2: rene di scimmia, modello semi-permissivo; cellule A549: 

polmone umano, modello permissivo), al fine di approfondire le attuali  conoscenze 

ÓÕÌÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÖÉÒÕÓ-cellula ospite e, possibilmente, individuare fattori di restrizione 

ÁÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÖÉÒÁÌÅȢ ) ÒÉÓÕÌÔati oÔÔÅÎÕÔÉ ÐÏÔÒÅÂÂÅÒÏȟ ÐÅÒÔÁÎÔÏȟ ÃÏÓÔÉÔÕÉÒÅ ÕÎȭÕÔÉÌÅ ÐÒÅÍÅÓÓÁ 

alla formulazione di nuovi farmaci antivirali. 

 

Precedenti risultati del gruppo di ricerca hanno evidenziato che il citoscheletro cellulare 

svolge un importante ruolo regolatorio sul ciclo replicativo del virus influenza A in diversi 

modelli cellulari di mammifero 46,168-171. In particolare, tali studi hanno messo in luce il  

ruolo della stabilizzazione dei microfilamenti e dei microtubuli quale fattore di 

restrizione nei confronti delÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ con il virus influenza A/NWS/33  (H1N1).  

Dal momento che sussistono limitate evidenze relative alla partecipazione dei filamenti 

intermedi alla regolazione del ciclo replicativo del virus influenza, il progetto di ricerca è 

stato focalizzato su tale componente del citoscheletro. In particolare, si è voluto sondare il 

ruolo di citocheratina 8, come anche del suo stato fosforilato, traendo le premesse da 
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precedenti osservazioni, che ne attestano il coinvolgimento in condizioni non fisiologiche, 

ÑÕÁÌÉ Ìȭinfezione virale 135,146,147ȟ Ìȭoncogenesi 139,172 e alcune epatopatie 146. 

Nello specifico, il progetto svolto nel Dottorato di Ricerca ha, come scopo principale, 

quello di sondare il coinvolgimento di citocheratina 8 nella modulazione di fasi precoci 

delÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÅÌ virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC-MK2 (rene di scimmia: 

modello semi-permissivo) e A549 (polmone umano: modello permissivo). In particolare, 

saranno valutati gli effetti della modulazione della fosforilazione di citocheratina 8, una 

modificazione post-traduzionale dei filamenti in termedi, ÓÕÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÖÉÒÁÌÅ. 
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-!4%2)!,) % -%4/$) 

Colture cellulari  

Nelle fasi sperimentali venivano impiegate le seguenti linee cellulari: 

- cellule simil-epiteliali in linea continua di rene di scimmia (LLC-MK2); 

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

- cellule simil-epiteliali in linea continua di polmone umano (A549). 

Le cellule LLC-MK2 e MDCK venivano coltivate in terreno Minimum Essential Medium 

Eagle (E--%-Ɋȟ ÍÅÎÔÒÅ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ !υτω ÉÎ ÔÅÒÒÅÎÏ (ÁÍȭÓ &-12, in presenza di L-

glutammina (2 mM), antibiotici (penicillina 100 U/ml e streptomicina 100 µg/ml) e siero 

di vitello fetale (10%: terreno di crescita; 1%: terreno di mantenimento) (EuroClone). Le 

colture cellulari venivano incubate a 37°C in presenza di CO2 al 5%. Le suddette colture 

cellulari sono state acquistate presso ÌȭȰ)ÓÔÉÔÕÔÏ :ÏÏÐÒÏÆÉÌÁÔÔÉÃÏ 3ÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅ ÄÅÌÌÁ 

,ÏÍÂÁÒÄÉÁ Å ÄÅÌÌȭ%ÍÉÌÉÁ-2ÏÍÁÇÎÁȱ.  

 

Virus  

Per le infezioni sperimentali, veniva impiegato il ceppo di virus influenza umano 

A/NWS/33 (ATCC N°VR-219), con caratteristiche antigeniche H1N1. Tale stipite era stato 

precedentemente propagato in uova embrionate di pollo, titolato mediante metodo delle 

placche e conservato a -80°C 168. 

 

Anticorpi  

Per il saggio di immunofluorescenza indiretta, venivano impiegati anticorpi monoclonali 

di topo anti-NP (Argene/BioMérieux; diluizione 1:30) e anti-proteina di fusione del virus 

respiratorio sinciziale (Argene/BioMérieux; diluizione 1:30). Inoltre, venivano impiegati 
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anticorpi policlonal i di coniglio anti-K8 (ThermoFischer Scientific; diluizione 1:100), 

anticorpi policlonal i di coniglio anti-K8 fosforilata a livello della molecola serina 432 

(pK8) (ThermoFischer Scientific; diluizione 1:100) e anticorpi policlonali di capra anti-

RhebL1 (Santa Cruz Biotechnology; diluizione 1:15). ,ȭÉÍÍÕÎÏÒÅÁÚÉÏÎÅ ÖÅÎÉÖÁ ÒÉÖÅÌÁÔÁ 

utilizzando, rispettivamente, anticorpi secondari anti-topo coniugati con isotiocianato di 

rodamina (RITC) (Molecular Probes; diluizione 1:470), anticorpi secondari anti-coniglio 

coniugati con isotiocianato di fluoresceina (FITC) (Li StarFish; diluizione 1:70) e anticorpi 

secondari anti-capra coniugati con RITC (Molecular Probes; diluizione 1:500). 

Per il saggio di Western blotting, venivano utilizzati degli anticorpi policlonali di coniglio 

anti-K8 (diluizione 1:3.000) e anticorpi policlonali di coniglio anti-pK8 (diluizione 1:500). 

,ȭÉÍÍÕÎÏÒÅÁÚÉÏÎÅ veniva rivelata utilizzando degli anticorpi anti-immunoglobuline di 

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

 

Infezione virale di monostrati cellulari  

Le cellule LLC--+ς Å !υτω ÖÅÎÉÖÁÎÏ ÃÏÌÔÉÖÁÔÅ ÐÅÒ τψ ÏÒÅ ÉÎ ȰÓÈÅÌÌ ÖÉÁÌÓȱ o in piastre di 

Petri a bassa densità iniziale, fino al raggiungimento della confluenza. Dopo aver 

effettuato due lavaggi con terreno di coltura E--%-Ⱦ(ÁÍȭÓ &-12 senza siero di vitello 

fetale (E-MEM-SȾ(ÁÍȭÓ F-12 -S), le cellule venivano infettate con una sospensione virale 

allestita in terreno E-MEM-SȾ(ÁÍȭÓ F-12 -S e calcolata in funzione della molteplicità di 

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

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÅȟ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÉÎÏÃÕÌÏ ÖÉÒÁÌÅȟ Á ρȢπππ ÒÏÔÁÚÉÏÎÉ ÐÅÒ ÍÉÎÕÔÏ ɉÒÐÍɊ ÐÅÒ τυ 

minuti a 4°C (centrifuga Ȱ%ÐÐÅÎÄÏÒÆ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÅ υψρπ 2ȱȟ Eppendorf AG) e poi incubate per 

25 minuti a 4°C, allo scopo di consentire il legame del virus ai recettori cellulari e di 

impedirne la penetrazione ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅȢ ,ȭÉÎÏÃÕÌÏ ÖÉÒÁÌÅ ÖÅÎÉÖÁȟ ÑÕÉÎÄÉȟ 
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eliminato e sostituito con E-MEM-SȾ(ÁÍȭÓ &-12 -S. I monostrati cellulari infettati 

venivano, infine, incubati a 37°C per i tempi prestabiliti di infezione. 

 

4ÒÁÔÔÁÍÅÎÔÏ ÃÏÎ ÓÏÓÔÁÎÚÅ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÍÏÄÉÆÉÃÁÒÅ ÌȭÁÓÓÅÔÔÏ Å la fosforilazione dei 

filamenti intermedi   

I monostrati di cellule LLC-MK2 e A549 venivano trattati per i tempi previsti dal 

protocollo sperimentale con le sostanze di seguito elencate: 

¶ acrilammide (ACRYL; Bio-Rad), applicata ai monostrati cellulari alla concentrazione   

5 mM; 

¶ acido okadaico (9,10-deepithio-9,10-didehydroacanthifolicin; OA; Sigma-Aldrich), 

applicato ai monostrati cellulari alla concentrazione 0,05 µg/ml; 

¶ 12-O-tetradecanoilforbolo-13-acetato (TPA), denominato anche forbolo 12-miristato 

13-acetato (Sigma-Aldrich), applicato ai monostrati cellulari alle concentrazioni        

25 nM (LLC-MK2) e 50 nM (A549). 

I trattamenti con le suddette sostanze venivano effettuati a 37°C. 

  

Immunofluorescenza indiretta  

$ÏÐÏ ÁÖÅÒ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÏ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÓÐÅrimentale e/o i trattamenti con sostanze chimiche, i 

monostrati cellulari venivano lavati con tampone fosfato salino (PBS; pH=7,4) [Na2HPO4 

(2 H2O) 137 mM; KH2PO4 1,5 mM; NaCl 135 mM; KCl 2,7 mM] a temperatura ambiente e, 

in seguito, fissati con metanolo per 5 minuti  a -20°C. 

I monostrati cellulari venivano poi saturati per 20 minuti con sieroalbumina bovina (BSA; 

pH=ψȟπɊ ÁÌÌȭρϷ ÉÎ 0"3 a temperatura ambiente e, successivamente, incubati in camera 

umida per ρ ÏÒÁ Á σχЈ#ȟ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭanticorpo primario diluito in BSA allo 0,2% in 

PBS. Dopo aver effettuato tre lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio) a 
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temperatura ambienteȟ ÌȭÉÍÍÕÎÏÒÅÁÚÉÏÎÅ ÖÅÎÉÖÁ ÒÉÖÅÌÁÔÁ ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÁÎÔÉÃÏÒÐÉ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉ 

ÄÉÌÕÉÔÉ ÉÎ "3! ÁÌÌÏ πȟςϷ ÉÎ 0"3Ȣ ,ȭÁÎÔÉÃÏÒÐÏ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉÏ veniva lasciato 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 per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e montati con 

liquido di montaggio (Argene/BioMérieux) su vetrino portaoggetti. 

Le cellule venivano, infine, osservate con microscopio a fluorescenza (Leica-DMLB), 

impiegando un obiettivo a secco (ingrandimento 200X) o, alternativamente, a 

immersione (ingrandimento 500X). 

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

Erba, Fluka Biochemika e Sigma-Aldrich. 

Le reazioni di immunofluorescenza indiretta sono state eseguite in almeno due 

esperimenti indipendenti. 

  

!ÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌla nucleoproteina virale  

!ÌÌÏ ÓÃÏÐÏ ÄÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌa proteina NP mediante immunofluorescenza, 

venivano selezionati dieci campi focali rappresentativi per ogni monostrato cellulare e le 

cellule positive per la NP venivano espresse come valore medio percentuale, rispetto al 

numero totale di cellule. Tale numero veniva determinato mediante marcaggio della 

cromatina nucleare con 4',6-diamidino-2-fenilindolo (DAPI) (Sigma-Aldrich), utilizzato 

alla concentrazione 2,5 µg/ml,  nella miscela allestita in BSA allo 0,2% in PBS e contenente 

gli anticorpi secondari. 

 

Silenziamento del gene RhebL1 con RNA interferenti  

Per silenziare il gene RhebL1, veniva impiegata una sequenza di oligonucleotidi diretta 

ÃÏÎÔÒÏ Ìȭ2.! ÍÅÓÓÁÇÇÅro codificante per la proteina RhebL1. Le sequenze di RNA 
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interferenti ( Ȱsmall interfering RNAsȱ, siRNAs) impiegate sono state disegnate 

commercialmente (Sigma-Aldrich) e vengono di seguito riportate:  

υȭɀ GCAGGAUGAGUACAGCAUU ɀ σȭ 

σȭɀ CGUCCUACUCAUGUCGUAA ɀ υȭ. 

Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano coltivate per ςτ ÏÒÅ ÉÎ ȰÓÈÅÌÌ ÖÉÁÌÓȱ a bassa densità 

iniziale, fino al raggiungimento di una condizione di semi-confluenza. In seguito, i 

monostrati cellulari venivano trattati  con RNA interferenti  rivolti contro  RhebL1 alla 

concentrazione 15 nM, ÕÔÉÌÉÚÚÁÎÄÏ ÉÌ ËÉÔ ÄÉ ÔÒÁÓÆÅÚÉÏÎÅ ȰMISSION® siRNA Transfection 

2ÅÁÇÅÎÔȱ ɉ3ÉÇÍÁ-Aldrich), sulla base delle indicazioni fornite dalla ditta produttrice . 

Come controllo veniva utilizzata una sequenza siRNA che non riconosceva alcun gene 

(controllo negativo). Dopo 48 ore di trasfezione, i monostrati cellulari venivano infettati 

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

fissati in metanolo, prima di effettuare la reazione di immunofluorescenza. 

Il silenziamento del gene RhebL1 è stato effettuato in almeno due esperimenti 

indipendenti. 

 

6ÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÔÔÉÖÉÔÛ ÖÉÒÁÌÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÔÉÔÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÄÏÓÅ ÉÎÆÅÔÔÁÎÔÅ ÉÌ ωτϻ 

delle colture di saggio (TCDI50) 

Allo scopo di valutare lȭÉÎÆÅÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÇÅÎÉÅ ÖÉÒÁÌÅ ÅÍÅÒÓÁ ÄÏÐÏ ÕÎ ÃÉÃÌÏ ÒÅÐÌicativo in 

cellule LLC-MK2 e A549, secondo specifiche condizioni sperimentali, il mezzo di coltura 

dei monostrati cellulari veniva impiegato per la titolazione TCDI50. Allo scopo, venivano 

allestite in E-MEM-S diluizioni seriali in base dieci dei campioni da titolare. Una volta 

allestite le diluizioni, veniva utilizzata una piastra da 96 pozzetti, nella quale, per ciascuna 

diluizione, venivano distribuiti 100 µl in quattro pozzetti. Inoltre, nella piastra venivano 

riservati due pozzetti per il controllo cellule, in cui venivano distribuiti 100 µl di                
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E-MEM-S, e due pozzetti per il controllo infezione, nel quale venivano dispensati 100 µl 

del mezzo di coltura dei monostrati infettati non diluito. Infine, ad ogni pozzetto venivano 

aggiunti 100 µl di sospensione di cellule MDCK (2,16 x 105 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 e osservata quotidianamente, per 4-5 

ÇÉÏÒÎÉȟ ÁÌ ÆÉÎÅ ÄÉ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÅÌÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÃÉÔÏÐÁÔÉÃÏȢ )Ì ÔÉÔÏÌÏ ÖÅÎÉÖÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÏ in 

accordo con il protocollo sperimentale elaborato da Reed e Muench 173. 

La valutazione dei titoli della progenie virale è stata effettuata in almeno due esperimenti 

indipendenti. 

 

%ÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉ ÄÉ ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÓÕ ÇÅÌ ÄÉ ÐÏÌÉÁÃÒÉÌÁÍÍÉÄÅ ɉȰ3$3-0!'%ȱɊ  

Le cellule LLC-MK2 e A549, cresciute a confluenza in piastre di Petri e sottoposte o meno 

a trattamenti chimici e ÁÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÖÉÒÁÌÅȟ venivano, in seguito, raccolte in PBS con uno 

ȰÓÃÒÁÐÅÒȱ Å ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÅ Á 1.000 rpm, per 5 minuti a 4°C (ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁ Ȱ%ÐÐÅÎÄÏÒÆ ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÅ 

υτρυ 2ȱ, Eppendorf AG). Dopo aver aspirato il sopranatante, il sedimento cellulare veniva 

risospeso in tampone di Laemmli [Tris -HCl (pH=φȟψɊ ρ -Ƞ ÓÁÃÃÁÒÏÓÉÏ ρςϷȠ ɼ-

mercaptoetanolo 2%; dodecilsolfato di sodio (SDS) 2%; tracce di blu di bromofenolo] e, 

successivamente, scaldato per 5 minuti a 95°C. Infine, i campioni venivano conservati a -

20°C, prima dÅÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃÁȢ ,ȭÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉ ÖÅÎÉÖÁ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÁ ÃÏÎ ÉÌ ÓÉÓÔÅÍÁ 

Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad), sfruttando la combinazione di un gel di 

ÉÍÐÁÃÃÈÅÔÔÁÍÅÎÔÏ ɉȰÓÔÁÃËÉÎÇ ÇÅÌȱɊ ɍÁÃÒÉÌÁÍÍÉÄÅ τϷȠ ÂÉÓ-acrilammide 0,1%; Tris-HCl 

(pH=6,8) 0,12 M; SDS πȟρϷȠ ÐÅÒÓÏÌÆÁÔÏ ÄÉ ÁÍÍÏÎÉÏ ɉ!03Ɋ πȟρςϷȠ .ȟ.ȟ.ȭȟ.ȭ-

Tetramethylethylenediamine (TEMED) 0,13%] e ÕÎ ÇÅÌ ÄÉ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ɉȰÒÕÎÎÉÎÇ ÇÅÌȱɊ 

[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 ÄÅÌ ÇÅÌ ÄÉ ȰÓÔÁÃËÉÎÇȱȟ ÖÅÎÉÖÁÎÏ ÃÁÒÉÃÁÔÅ 
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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 (14,4-97,4 

kDa; SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, Bio-Rad). 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 su gel, le proteine venivano trasferite 

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

ςυ Í-Ƞ ÇÌÉÃÉÎÁ ρως Í-Ƞ 3$3 πȟσυ Í-Ƞ ÍÅÔÁÎÏÌÏ ςπϷɊȟ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ 

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 e a temperatura ambiente, in modo da impedire il 

legame aspecifico degli anticorpi alla sua superficie. In seguito, la membrana veniva 

incubata per 1 ora e 30 minuti con anticorpi primari diluiti in latte magro, in agitazione 

costante e a temperatura ambiente. La membrana veniva lavata per tre volte con PBS (10 

minuti per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e, successivamente, incubata per 1 

ora con anticorpi secondari diluiti in PBS, in agitazione costante e a temperatura 

ambiente. Una volta terminato il periodo di incubazione, la membrana veniva lavata per 

tre volte con PBS (10 minuti per ciascun lavaggio) a temperatura ambiente e, in seguito, 

ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÁ Á ÒÉÖÅÌÁÚÉÏÎÅȟ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÉÍÐÉÅÇÏ ÄÅÌ ÓÕÂÓÔÒÁÔÏ ÄÅÌÌȭÅÎÚÉÍÁ ÆÏÓÆÁÔÁÓÉ ÁÌÃÁÌÉÎÁ 

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

colorimetrica. 

Il saggio di Western blotting è stato effettuato, per ciascuna condizione sperimentale, in 

almeno due esperimenti indipendenti. 



  

57 

 

Microscopia confocale 

Dopo aver effettuato la reazione di immunofluorescenza indiretta, sono stati condotti 

studi di microscopia confocale nelle cellule LLC-MK2 e A549, al fine di valutare la 

localizzazione subcellulare della proteina NP in rapporto alle proteine K8 e pK8. A tal fine, 

è stato impiegato un microscopio confocale invertito Zeiss LSM 510 META con un 

obiettivo a immersione 63x 1,4 NA.  

Il segnale corrispondente alla lunghezzÁ ÄȭÏÎÄÁ ÄÉ τψψ ÎÍ ɉ&)4#Ɋ ÖÅÎÉÖÁ ÁÃÑÕÉÓÉÔÏ ÃÏÎ ÕÎ 

ÌÁÓÅÒ ÁÄ ÁÒÇÏÎ Å ÌͻÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÖÅÎÉÖÁ ÒÅÇÉÓÔÒÁÔÁ ÎÅÌÌÅ ÌÕÎÇÈÅÚÚÅ ÄȭÏÎÄÁ ÄÉ υπυ-530 nm. Il 

ÓÅÇÎÁÌÅ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅÎÔÅ ÁÌÌÁ ÌÕÎÇÈÅÚÚÁ ÄȭÏÎÄÁ ÄÉ υτσ ÎÍ ɉ2)4#Ɋ ÖÅÎÉÖÁ ÁÃÑÕÉÓÉÔÏ ÃÏÎ ÕÎ 

laser ad elio-ÎÅÏÎ Å ÌȭÅÍÉÓsione ÖÅÎÉÖÁ ÒÅÇÉÓÔÒÁÔÁ ÎÅÌÌÅ ÌÕÎÇÈÅÚÚÅ ÄȭÏÎÄÁ ÄÉ υφπ-615 nm. 

Per ciascun campione è stata acquisita una serie di sezioni dello spessore di 0,39 µm 

ciascuna. In parallelo, sono stati esaminati dei monostrati immunomarcati solo con 

anticorpi secondari (controlli  negativi) per confermare la specificità dei segnali osservati.  

$ÁÌÌÁ ÓÏÖÒÁÐÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎÁ ÉÍÍÁÇÉÎÅ ÄÅÒÉÖÁÎÔÅ ÄÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ 

ÆÌÕÏÒÏÃÒÏÍÏ 2)4# ÃÏÎ ÌÁ ÒÅÌÁÔÉÖÁ ÉÍÍÁÇÉÎÅ ÄÅÒÉÖÁÎÔÅ ÄÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ 

fluorocromo FITC è stata generata una nuova immagine in cui le aree di co-localizzazione 

tra le proteine oggetto di studio appaiono in colore giallo/arancio. 

Per l'analisi della co-localizzazione, dalla sovrapposizione di ciascuna immagine è stato 

generato un diagramma a dispersione del numero di Ȱpixelȱ ÄÅÒÉÖÁÎÔÉ ÄÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ 

ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ ÆÌÕÏÒÏÃÒÏÍÏ 2)4#ȟ ÒÁÐÐÏÒÔÁÔÉ Á ÑÕÅÌÌÉ ÄÅÒÉÖÁÎÔÉ ÄÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ 

fluorocromo FITC. I coefficienti di co-localizzazione ponderata calcolati rappresentano la 

somma dell'intensità dei Ȱpixelȱ co-localizzanti (rivelati in colore giallo/arancio) nei 

canali rosso e verde, rispetto alla somma complessiva dell'intensità dei Ȱpixelȱ che si 

trovano al di sopra del valore soglia. Il coefficiente di co-localizzazione ponderata può 

assumere valori che vanno da 0 (nessuna co-localizzazione) a 1 (tutti i Ȱpixelȱ co-
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localizzano). I Ȱpixelȱ ÄÉ intensità più rilevante contribuiscono maggiormente alla 

determinazione della co-localizzazione ponderata, rispetto a quelli di debole intensità. I 

coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti con il software gestionale 

del microscopio Zeiss LSM 510 META. 

 

Allestimento di sedimenti ce llulari e immunofluorescenza indiretta  

CÁÍÐÉÏÎÉ ÄÅÌÌȭÁÐÐÁÒÁÔÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ ɉÔÁÍÐÏÎÉ ÆÁÒÉÎÇÅÉ Å ÁÓÐÉÒÁÔÉ naso-faringei), prelevati 

da pazienti pediatrici ÒÉÃÏÖÅÒÁÔÉ ÏÄ ÏÓÓÅÒÖÁÔÉ ÁÍÂÕÌÁÔÏÒÉÁÌÍÅÎÔÅ ÐÒÅÓÓÏ Ìȭ!ÚÉÅÎÄÁ 

Ospedaliero-Universitaria di Parma e conservati a 4°C in terreno di trasporto per virus 

[soluzione salina bilanciata di Hank; BSA 0,5%; fungizone 5 µg/ml; penicillina 200  U/ml; 

streptomicina 0,2 mg/ml]ȟ ÓÏÎÏ ÐÅÒÖÅÎÕÔÉ ÐÒÅÓÓÏ Ìȭ5ÎÉÔÛ /ÐÅÒÁÔÉÖÁ ÄÉ 6ÉÒÏÌÏÇÉÁ ÐÅÒ ÌÁ 

ÄÉÁÇÎÏÓÉ ÄÉ ÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÄÅÌÌȭÁÐÐÁÒÁÔÏ ÒÅÓÐÉÒÁÔÏÒÉÏ. Tali campioni venivano 

sottoposti ad agitazione meccanica su vortex e, successivamente, trasferiti in provette, 

prima di essere centrifugati a 1.000 rpm, per 10 minuti a 4°C (centrifuga Ȱ%ÐÐÅÎÄÏÒÆ 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÅ υψρπ 2ȱȟ Eppendorf AG). Il sedimento cellulare ottenuto veniva risospeso in 5 

ml di PBS e nuovamente centrifugato a 1.000 rpm, per 10 minuti, a 4°C. 

Dopo aver eliminato il sopranatante, il sedimento cellulare veniva risospeso in 0,2 ml di 

PBS e trasferito su vetrino portaoggetto, mediante citocentrifugazione a 1.000 rpm 

(centrifuga Ȱ3ÈÁÎÄÏÎ #ÙÔÏÓÐÉÎ σȱȟ Shandon Southern Instruments, Inc.), per 5 minuti a 

temperatura ambiente. Il preparato ottenuto veniva fissato in acetone, per 10 minuti,        

a -20°C, lasciato asciugare a temperatura ambiente e, infine, conservato a -20°C, prima di 

essere sottoposto a immunofluorescenza indiretta. 

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

delimitati con DakoPen (Dako), venivano sottoposti a immunoreazione. I sedimenti 

ÃÅÌÌÕÌÁÒÉ ÖÅÎÉÖÁÎÏ ÒÅÉÄÒÁÔÁÔÉ ÃÏÎ 0"3 Å ÐÏÉ ÓÁÔÕÒÁÔÉ ÐÅÒ ςπ ÍÉÎÕÔÉ ÃÏÎ "3! ÁÌÌȭρϷ ÉÎ 0"3. 
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Successivamente, i sedimenti cellulari venivano incubati per 45 minuti a 37°C in camera 

umida, in presenza degli anticorpi primari, opportunamente diluiti in BSA allo 0,2% in 

PBS. Venivano, in seguito, effettuati due lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio) a 

temperatura ambienteȢ ,ȭÉÍÍÕÎÏÒÅÁÚÉÏÎÅ ÖÅÎÉÖÁ ÒÉÖÅÌÁÔÁ ÃÏÎ ÁÎÔÉÃÏÒÐÉ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉȟ ÄÉÌÕÉÔÉ 

in BSA allo 0,2% in PBS, e lasciati in incubazione, per 35 minuti a 37°C, in camera umida. 

Successivamente, venivano effettuati due lavaggi con PBS (5 minuti per ciascun lavaggio), 

a temperatura ambiente, dei sedimenti cellulari, che venivano poi lasciati asciugare al 

riparo dalla luce. Infine, sui sedimenti cellulari veniva dispensato il liquido di montaggio 

(Argene/BioMérieux) e posizionato un vetrino coprioggetto. I preparati venivano 

osservati con microscopio a fluorescenza (Leica-DMLB) con obiettivo a immersione 

(ingrandimento 500X). 

Le osservazioni sperimentali sono state effettuate su sedimenti cellulari allestiti a partire 

da dieci campioni clinici. 

 

Analisi statistica  

) ÄÁÔÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉ ÒÅÌÁÔÉÖÉ ÁÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ .0 Å ÁÌÌÁ ÔÉÔÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÇÅÎÉÅ ÖÉÒÁÌÅ 

venivano rappresentati graficamente previo calcolo della media aritmetica derivante da 

tre distinti esiti sperimentali e della relativa deviazione standard.  

La significatività dei risultati veniva appurata impiegando il test t ÄÉ 3ÔÕÄÅÎÔȢ ,ȭÁÎÁÌÉÓÉ 

statistica veniva condotta con il software GraphPad Prism (versione 5.0 per Windows). Il 

valore P < 0,05 (indicato con il simbolo *) veniva considerato statisticamente significativo 

e P > 0,05 (indicato con Ȱn.s.ȱ) non significativo. 
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RISULTATI 

1. EFFETTI DELLA DEPOLIMERIZZAZIONE DEI FILAMENTI INTERMEDI 

35,,ȭ).&%:)/.% 30%2)-%.4!,% $%L VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 (H1N1) IN 

MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO 

Precedenti osservazioni del gruppo di ricerca hanno evidenziato che la modificazione del 

sistema citoscheletrico dei filamenti intermedi esercita un effetto inibitorio sulla 

replicazione del virus influenza aviare A/FPV/Ulster 73 (H7N1), in quanto compromette 

la sintesi proteica della cellula ospite 174. 

.ÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÌÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÃÈÅ ÃÏÍÐÏÎÇÏÎÏ É ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÉÎÔÅÒÍÅÄÉȟ ÌȭÁÔÔenzione è stata 

focalizzata su citocheratina 8, al fine di valutarne le implicazioni ÎÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ del virus 

influenza A/NWS/33 (H1N1), condotta, a confronto, nelle cellule LLC-MK2 (rene di 

scimmia: modello semi-permissivo) e A549 (polmone umano: modello permissivo). 

Inoltre, è stato sondato il ruolo regolatorio di una modificazione post-traduzionale di 

citocheratina 8, la fosforilazione, nota per favorire il disassemblaggio dei filamenti 

intermedi . 

 

1.1. Effetti  indotti da l trattamento con acrilammide  sui filamenti intermedi  

Allo scopo di valutare il possibile intervento dei filamenti intermedi nella regolazione del 

ciclo replicativo del virus influenza A/NWS/33 nei modelli cellulari di mammifero 

oggetto di studio, in una prima fase sperimentale è stata impiegata la sostanza 

acrilammide, in quanto è in grado di provocarne la depolimerizzazione.  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta,  degli effetti indotti dal 

trattamento con acrilammide, che veniva applicata per 8 ore ai monostrati delle cellule 
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LLC-MK2 e A549ȟ ÈÁ ÍÅÓÓÏ ÉÎ ÌÕÃÅ ÄÅÌÌÅ ÐÒÏÆÏÎÄÅ ÒÉÐÅÒÃÕÓÓÉÏÎÉ ÓÕÌÌȭÁssetto dei filamenti 

intermedi, rivelati tramite un anticorpo in grado di riconoscere citocheratina 8 (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Effetti indotti da acrilammide su citocheratina 8 in cellule LLC-MK2 e A549. Le 
cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D), non trattate (A, B) o trattate (C, D) con acrilammide        
(5 mM) per 8 ore, venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di immunoflorescenza 
indiretta per rivelare citocheratina 8. I preparati venivano osservati con microscopio a 
fluorescenza (ingrandimento 500x). 

 

Il tempo di trattamento con acrilammide è stato individuato sulla base di esperimenti 

preliminari (dati non mostrati), che hanno evidenziato come la comparsa di modificazioni 

dei filamenti intermedi facilmente osservabili richieda almeno 8 ore. 

In cellule in condizioni fisiologiche, citocheraÔÉÎÁ ψ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ 

filamentosa contraddistinta da una distribuzione radiale, che si estende dalla regione 

perinucleare verso la periferia della cellula (Figure 1A e 1B). Nelle cellule A549, 
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ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ 8 è maggiore, rispetto alle cellule LLC-MK2, dove peraltro la 

componente filamentosa risulta assai scarsa (Figura 1B vs 1A). Inoltre, nelle cellule LLC-

MK2 si osserva una prevalente localizzazione di citocheratina 8 nella regione perinucleare 

(frecce nella Figura 1A), al contrario delle cellule A549, dove la distribuzione della stessa 

appare maggiormente omogenea.  

Il trattamento con acrilammide provoca un addensamento di citocheratina 8 nella 

regione perinucleare in entrambi i modelli allo studio e, inoltre, causa la 

depolimerizzazione della componente filamentosa (Figura 1C vs 1A e 1D vs 1B). Tali 

modificazioni sono più pronunciate nelle cellule LLC-MK2 (Figura 1C vs 1D). 

 

1.2. Effetti indotti dal  trattamento con ac ÒÉÌÁÍÍÉÄÅ ÓÕÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ del virus influenza 

A/ NWS/33 

Dal momento che i risultati precedenti hanno evidenziato delle rilevanti ripercussioni 

indotte da acÒÉÌÁÍÍÉÄÅ ÓÕÌÌȭÁÓÓÅÔÔÏ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψȟ ÌȭÁÔÔÅÎÚÉÏÎÅ î ÓÔÁÔÁ 

successivamente focalizzata sul ciclo replicativo del virus NWS/33, condotto in presenza 

della sostanza.  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, ha rivelato un aumento 

statisticamente ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÏ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏne di NP nelle cellule LLC-MK2 e A549 infettate 

con il virus NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), qualora acrilammide 

ÖÅÎÇÁ ÁÐÐÌÉÃÁÔÁ ÐÅÒ τ ÏÒÅ ÐÒÉÍÁ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ɉÐÒÅ-trattamento) e mantenuta per le 

prime 4 ore della stessa (Figura 2A). Tale condizione sperimentale, che aveva lo scopo di 

indurre delle modificazioni evidenti dei filamenti intermedi durante le fasi precoci del 

ciclo replicativo virale, è stata adottata a seguito delle osservazioni desunte dagli 

esperimenti precedenti, dove il tempo di trattamento con acrilammide era pari a 8 ore. 
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)ÎÏÌÔÒÅȟ ÌÁ ÂÁÓÓÁ ÍÏÌÔÅÐÌÉÃÉÔÛ ÄȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÐÒÅÓÃÅÌÔÁ ÅÒÁ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÅ Á ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÒÅ ÌÁ ÓÅÍÉ-

permissività delle cellule LLC-MK2 168.  

 

 

Figura 2. Effetti indotti da acrilammide sul ciclo replicativo del virus influenza 
A/NWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano non trattate 
(NT) o pre-trattate (ACRYL) con la sostanza acrilammide (5 mM) per 4 ore e, successivamente, 
infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore) in assenza (NT) o 
in presenza (ACRYL) della sostanza per le prime 4 ore delÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ Nei grafici sono 
rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive per la NP, che veniva determinata 
mediante reazione di immunofluorescenza indiretta, rispetto alla popolazione cellulare totale; 
(B) i valori logaritmici dei titoli della progenie virale emersa, che venivano determinati 
mediante il saggio TCDI50. I valori di significatività ( * = P < 0,05 e n.s. = P > 0,05) sono stati 
calcolati con il test t di Student, rispetto ai relativi controlli.  

 

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa da cellule LLC-MK2 e A549, trattate o non 

trattate con acrilammide come sopra descritto, venivano determinati con il saggio TCDI50 

(Figura 2B). I dati ottenuti hanno evidenziato che la depolimerizzazione dei filamenti 

ÉÎÔÅÒÍÅÄÉ ÎÅÌ ÃÏÒÓÏ ÄÉ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÃÏÍÐÏÒÔÁ ÕÎÁ ÄÉÍÉÎÕÚÉÏÎÅȟ ÓÅÂÂÅÎÅ ÎÏÎ 

ÓÔÁÔÉÓÔÉÃÁÍÅÎÔÅ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÁȟ ÄÅÌÌȭÅÆÆÉÃÉÅÎÚÁ ÒÅÐÌÉÃÁÔÉÖÁ ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ .73Ⱦσσ ÉÎ entrambi i 

modelli cellulari.  
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2. ANALISI DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 IN CORSO DI INFEZIONE 

SPERIMENTALE DEL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI 

MAMMIFERO 

2.1. Analisi del livello di espressione e fosforilazione di citocheratina 8  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å della fosforilazione di citocheratina 8 nelle cellule LLC-MK2 e 

A549 è stata effettuata mediante saggio di immunofluorescenza indiretta  (Figura 3).  

 

 
&ÉÇÕÒÁ σȢ !ÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å della  fosforilazio ne di citocheratina 8 in cellule LLC-
MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) venivano fissate e, in seguito, sottoposte 
a reazione di immunoflorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e citocheratina 8 
fosforilata (C, D). I preparati venivano osservati con microscopio a fluorescenza 
(ingrandimento 500x). 

 

I risultati ottenuti confermano la minore espressione e organizzazione in filamenti di 

citocheratina 8 nelle cellule LLC-MK2, rispetto ad A549 (Figura 3A vs 3B). 
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Per quanto riguarda la componente fosforilata di citocheratina 8, è stato osservato un 

esiguo livello di espressione in entrambi i modelli cellulari, sebbene lievemente più 

accentuato in cellule A549 (Figura 3D vs 3C). Inoltre, tale componente presenta una 

distrib uzione citoplasmatica più omogenea nelle cellule A549, rispetto a LLC-MK2, dove si 

notano degli addensamenti della proteina nella regione perinucleare di numerose cellule 

del monostrato (Figura 3D vs frecce nella Figura 3C). 

 

2.2. Effetti della replicazione ÄÅÌ ÖÉÒÕÓ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁ !Ⱦ.73Ⱦχχ ÓÕÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å 

fosforilazione di citocheratina 8  

Allo scopo di appurare il coinvolgimento di citocheratina 8 nel ciclo replicativo virale 

nelle cellule LLC-MK2 e A549, sono stati successivamente valutati gli effetti indotti su tale 

proteina ÄÁÌÌȭÉÎÆÅzione con il virus NWS/33Ȣ ! ÔÁÌ ÆÉÎÅȟ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÖÅÎÉÖÁ ÃÏÎÄÏÔÔÁ ÐÅÒ 

diversi intervalli di tempo (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula; 2 ore, 4 ore, 8 ore e 24 ore) (Figura 4). 

DalÌȭÁÎÁÌÉÓÉȟ ÅÆÆÅÔÔÕÁÔÁ ÍÅÄÉÁÎÔe saggio di immunofluorescenza indiretta, emerge che la 

ÒÅÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÖÉÒÁÌÅ ÎÏÎ ÃÏÍÐÏÒÔÁ ÄÅÌÌÅ ÓÏÓÔÁÎÚÉÁÌÉ ÍÏÄÉÆÉÃÁÚÉÏÎÉ ÎÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å 

organizzazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli cellulari, se non in fasi tardive 

ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅȢ )ÎÆÁÔÔÉȟ Äopo 24 ore di infezione si osserva una diminuzione 

deÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ 8 e la perdita della sua consueta conformazione radiale. 

Inoltre, si evidenzia un collasso dei filamenti di citocheratina 8 nella regione perinucleare 

di numerose cellule (frecce nelle Figure 4O e 4P). 

Per quanto riguarda, invece, citocheratina 8 fosforilataȟ ÉÎ ÆÁÓÉ ÔÁÒÄÉÖÅ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ (i.e. a 

partire da 8 ore e fino a 24 ore di infezione) nelle cellule LLC-MK2 si osserva una parziale 

ÐÅÒÄÉÔÁ ÄÅÌÌȭÁÄÄÅÎÓÁÍÅÎÔÏ ÐÅÒÉÎÕÃÌÅÁÒÅ Å ÄÅÌ livello di espressione presenti in cellule non 

ÉÎÆÅÔÔÁÔÅȟ ÃÏÍÅ ÁÎÃÈÅ ÎÅÌ ÃÏÒÓÏ ÄÉ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ɉ&ÉÇÕÒÅ τ- Å τ1 vs 4C e 4G). 

Al contrario, nelle cellule A549, ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÔÁ ÁÕÍÅÎÔÁ 
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progressivamente in corso di infezione, a partire già da 2 ore (dati non mostrati) e 

raggiunge la massima espressione a 24 ore (Figure 4H, 4N e 4R vs 4D). Tale aumento si 

osserva soprattutto a livello della regione perinucleare della maggior parte delle cellule 

del monostrato. 

 

 
&ÉÇÕÒÁ τȢ !ÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å della fosforilazione di citocheratina 8 in corso di infezione 
con il virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 venivano 
non infettate (A-D), oppure infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 2 u.f.p./cellula) (E-R) 
per 2 ore (dati non mostrati), 4 ore (E-H), 8 ore (I-N) e 24 ore (O-R), rispettivamente. Le cellule 
venivano successivamente sottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per rivelare 
citocheratina 8 (A, B, E, F, I, L, O, P) e citocheratina 8 fosforilata (C, D, G, H, M, N, Q, R). I preparati 
venivano osservati con microscopio a fluorescenza (ingrandimento 500x). 
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3. EFFETTI DELLA MODULAZIONE DELLA FOSFORILAZIONE DI CITOCHERATINA 8 

INDOTTA DA SOSTANZE CHIMICHE 35,,ȭ).&%:)/.% 30%2)-%.4!,% $%, 6)253 

INFLUENZA A/NWS/33 IN MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO 

3.1. Effetti del trattamento con acido okadaico  e con 12-O-tetradecanoilforbo lo-13-

acetato (TPA) ÓÕÌÌȭÁÓÓÅÔÔÏ e sulla fosforilazione di citocheratina 8  

Dal momento che i risultati precedenti hanno messo in luce delle differenze per quanto 

riguarda la fosforilazione di citocheratina 8 nei due modelli cellulari  allo studio, sia in 

condizioni fisiologiche sia in corso di infezione virale, è stato successivamente impiegato 

un inibitore delle fosfatasi 1 e 2A (acido okadaico), allo scopo di valutarne le 

ripercussioni in cellule non infettate o infettate. 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta,  degli effetti indotti dal 

trattamento con acido okadaico è mostrata nella Figura 5. In particolare, è possibile 

osservare che nei due modelli cellulari allo studio il livello di fosforilazione di 

citocheratina 8, che è di lieve entità (Figure 5A e 5B), viene modulato in maniera 

differente dal trattamento con la sostanza, applicata ai monostrati cellulari per 4 ore. 

Infatti, nelle cellule LLC-MK2 trattate con acido okadaico si osserva in circa il 20% delle 

cellule del monostrato un lieve aumento della fosforilazione, soprattutto nella regione 

perinucleare (frecce nella Figura 5C vs 5A). Al contrario, nelle cellule A549 sono state 

osservate delle modificazioni di grande rilievo, ossia la comparsa di Ȱgranuliȱ ÄÉ 

citocheratina 8 fosforilata di dimensioni variabili, e, conseguentemente, la perdita della 

sua conformazione radiale (Figura 5D vs 5B). 



  

68 

 

 
Figura 5. Analisi della modulazione della fosforilazio ne di citocheratina 8 mediant e 
trattamento con acido okadaico e TPA  in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, 
C, E) e A549 (B, D, F) venivano non trattate (A, B) o trattate con acido okadaico (0,05 µg/ml) 
(C, D) per 4 ore oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM) (E, F) per 1 ora e 20 minuti . 
Le cellule venivano, in seguito, sottoposte a reazione di immunoflorescenza indiretta per 
rivelare citocheratina 8 fosforilata. I preparati venivano osservati con microscopio a 
fluorescenza (ingrandimento 500x). (D) Un ingrandimento, pari a 4 volte (2.πππØɊȟ ÄÅÌÌȭÁÒÅÁ 
contrassegnata con una linea tratteggiata viene mostrato nella parte inferiore destra 
ÄÅÌÌȭÉÍÍÁÇÉÎÅ. 

 

Successivamente, sono stati sondati gli effetti del trattamento con TPA, un attivatore 

dellȭÅÎÚÉÍÁ ÐÒÏÔÅÉÎ-chinasi C (PKC), che veniva applicato ai monostrati cellulari per 1 ora 
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e 20 minuti (25 nM nelle cellule LLC-MK2 e 50 nM nelle cellule A549). Il tempo di 

trattamento con TPA è stato individuato sulla base di esperimenti preliminari (dati non 

mostrati), che hanno evidenziato come la comparsa di modificazioni dei filamenti 

intermedi richieda tempi assai brevi (1 ora circa). 

Il trattamento con TPA causa la depolimerizzazione dei filamenti di citocheratina 8 

fosforilata in entrambi i modelli allo studio, oltre a un addensamento degli stessi in 

regione perinucleare (frecce nelle Figure 5E e 5F vs 5A e 5B). Inoltre, la sostanza 

determina un aumento della fosforilazione di citocheratina 8 in entrambi i modelli 

cellulari (Figura 5E vs 5A e 5F vs 5B) e, in maniera più evidente, nelle cellule A549 (Figura 

5F vs 5E).  

 

3.2. Effetti del trattamento con acido okadaico e con TPA ÓÕÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ del virus 

influenza A/ NWS/33 

In una fase sperimentale successiva, sono stati saggiati gli effetti  indotti dalle sostanze 

acido okadaico e TPA sul ciclo replicativo del virus NWS/33.  

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ, mediante saggio di immunofluorescenza indiretta, degli effetti indotti dal 

trattamento con acido okadaico (Figura 6A) ha rivelato un aumento, sebbene non 

statisticamente significÁÔÉÖÏȟ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ .0 ÎÅÌÌÅ cellule A549 infettate con il 

virus NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), qualora la sostanza venga 

applicata per 2 ore prÉÍÁ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ e mantenuta per le prime 2 ore della stessa. Il 

tempo di trattamento con la sostanza è stato individuato sulla base dei risultati ottenuti 

in cellule non infettate, dove il tempo di trattamento era pari a 4 ore.  

Al contrario, nelle cellule LLC--+ς ÔÒÁÔÔÁÔÅ ÃÏÎ ÁÃÉÄÏ ÏËÁÄÁÉÃÏ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ NP 

diminuisce, sebbene in maniera non statisticamente significativa (Figura 6A). 
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Figura 6. Analisi degli e ffetti indotti dal trattamento  con acido okadaico e TPA sul ciclo 
replicativo del virus influenza A/NWS/33 in cellule LLC -MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e 
A549 venivano non trattate (NT) o pre-trattate con la sostanza acido okadaico (0,05 µg/ml) 
(OA) per 2 ore oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM) (TPA) per 40 minuti  e, 
successivamente, infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 0,1 u.f.p./cellula; 24 ore) in 
assenza (NT) o in presenza di acido okadaico per le prime 2 ore ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ o di TPA per i 
primi 40 minuti della stessa. Nei grafici sono rappresentati: (A) la percentuale di cellule positive 
per la NP, che veniva determinata mediante reazione di immunofluorescenza indiretta, rispetto 
alla popolazione cellulare totale; (B) i valori logaritmici dei titoli della progenie virale emersa, 
che venivano determinati mediante il saggio TCDI50. I valori di significatività ( * = P < 0,05 e n.s. = 
P > 0,05) sono stati calcolati con il test t di Student, rispetto ai relativi controlli. 

 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉȟ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÓÁÇÇÉÏ ÄÉ immunofluorescenza indiretta,  degli effetti indotti dal 

trattamento con TPA (Figura 6A) nei due modelli cellulari allo studio, infettati  alle 

condizioni sopra descritte, ha rivelato degli esiti simili  a quelli ottenuti con acido 

okadaico. Infatti, nelle cellule LLC-MK2 è stata osservata una riduzione statisticamente 

significativa ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ .0ȟ ÃÏÎÔÒÁÒÉÁÍÅÎÔÅ Álle cellule A549, dove è si assiste a 

un aumento statisticamente significativo, qualora la sostanza venga applicata per 40 

ÍÉÎÕÔÉ ÐÒÉÍÁ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ɉÐÒÅ-trattamento) e mantenuta per i primi 40 minuti della 

stessa. Il tempo di trattamento con la sostanza è stato individuato sulla base dei risultati 

ottenuti in cellule non infettate, dove il tempo di trattamento era pari a 1 ora e 20 minuti.  

Le condizioni sperimentali adottate avevano lo scopo di indurre delle modificazioni 

evidenti ÄÅÌÌȭÁÓÓÅÔÔÏ ÄÅÉ ÆÉÌÁÍÅÎÔi interm edi durante le fasi precoci del ciclo replicativo 

virale, evitando, al contempo, ÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÅÆÆÅÔÔÉ ÔÏÓÓÉÃÉȟ ÃÏÍÅ ÁÐÐÕÒÁÔÏ ÎÅÌ ÃÏÒÓÏ ÄÉ 
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esperimenti preliminari  (dati non mostrati)  in cui la sostanza veniva applicata per tempi 

più prolungati . 

In parallelo, i titoli della progenie virale emersa dalle cellule LLC-MK2 e A549, trattate o 

non trattate con acido okadaico e TPA, come sopra descritto, venivano determinati con il 

saggio TCDI50 (Figura 6B). ,ȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÉ .0 ÏÓÓÅÒÖÁÔÏȟ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÓÁÇÇÉÏ ÄÉ 

immunofluorescenza indiretta, in cellule A549 trattate con acido okadaico è correlato a 

un aumento, sebbene non statisticamente significativo, ÄÅÌÌȭÅfficienza replicativa del virus 

NWS/33  (Figura 6B). In parallelo, nelle cellule LLC-MK2 si osserva una riduzione della 

replicazione virale, sebbene non statisticamente significativa (Figura 6B). Il trattamento 

con TPA comporta un aumento, sebbene non statisticamente significativo, ÄÅÌÌȭÅÆÆicienza 

replicativa del virus NWS/33 nelle cellule A549, contrariamente a LLC-MK2, dove si 

osserva una riduzione statisticamente significativa della stessa. 

 

3.3. Analisi dÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ 8 e della sua componente fosforilata in 

condizioni fisiologich e e in corso di infezione con il virus influenza A/NWS/33  

Allo scopo ÄÉ ÁÐÐÒÏÆÏÎÄÉÒÅ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ di citocheratina 8 e della sua 

componente fosforilata nelle cellule LLC-MK2 e A549, ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ è stata 

esaminata mediante saggio di Western blotting.  

I risultati ottenuti hanno messo in luce ÃÈÅ ÌȭÉÍÐÉÅÇÏ ÄÉ ÓÏÓÔÁÎÚÅ ÃÈÉÍÉÃÈÅ ɉÁÃÉÄÏ 

okadaico e TPA) determina delle modificazioni di espressione di citocheratina nei due 

modelli cellulari esaminati (Figura 7). 
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Figura 7. Analisi degli eff etti indotti dal trattamento con acido okadaico e 
TPA suÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ Å ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÔÁ ÉÎ 
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) non infettate 
(NO INF) venivano non trattate (cc) o trattate con acido okadaico (0,05 µg/ml; 
+OA) per 4 ore, oppure con TPA (LLC-MK2: 25 nM; A549: 50 nM; +TPA) per 80 
minuti. In parallelo, le cellule LLC-MK2 e A549 venivano inoculate (INF) con il 
virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 1 u.f.p./cellula; 24 ore) non applicando (24 h) 
o applicando acido okadaico (24 h +OA) per 2 ore e TPA (24 h +TPA) per 40 
minuti  prima dellȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅ. Le sostanze venivano mantenute per le 
prime 2 ore (OA) e i primi 40 minuti (TPA) di infezione, rispettivamente. In 
seguito, le cellule venivano analizzate mediante saggio di Western blotting per 
rivelare citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata. 

 

In particolare, nelle cellule LLC-MK2 trattate con acido okadaico (Figura 7A) e TPA 

(Figura 7C) il livell o di espressione di citocheratina 8 è di entità pressoché paragonabile a 

quello presente in cÅÌÌÕÌÅ ÉÎ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÈÅ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ!ȡ ȰϹ/!ȱ vs ȰÃÃȱ Å &ÉÇÕÒÁ χ#ȡ 

ȰϹ40!ȱ vs ȰÃÃȱɊȢ ,ȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÔÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎÁ diminuisce leggermente in seguito a 

infezione con il virus NWS/33 (m.o.i. = 1 u.f.p./cellula; 24 ore di infezione), sia in assenza 

ɉ&ÉÇÕÒÅ χ! Å χ#ȡ Ȱςτ Èȱ vs &ÉÇÕÒÅ χ! Å χ#ȡ ȰÃÃȱɊȟ ÓÉÁ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ!ȡ Ȱςτ ÈϹ/!ȱ Å 

Figura 7C: Ȱςτ ÈϹ40!ȱ vs &ÉÇÕÒÅ χ! Å χ#ȡ ȰÃÃȱɊ ÄÉ ÔÁÌÉ ÓÏÓÔÁÎÚÅȢ 

Nelle cellule A549 il trattamento con acido okadaico (Figura 7B) e TPA (Figura 7D) non 

ÍÏÄÉÆÉÃÁ ÉÎ ÍÁÎÉÅÒÁ ÓÏÓÔÁÎÚÉÁÌÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ"ȡ ȰϹ/!ȱ vs ȰÃÃȱ 

Å &ÉÇÕÒÁ χ$ȡ ȰϹ40!ȱ vs ȰÃÃȱɊȢ !Ì ÃÏÎÔÒÁÒÉÏȟ ÓÉ ÏÓÓÅÒÖÁ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÓÕÁ ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÉÎ 

seguito a infezione con il virus NWS/33, sÉÁ ÉÎ ÁÓÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÅ χ" Å χ$ȡ Ȱςτ Èȱ vs Figure 

7B e 7D: ȰÃÃȱɊȟ ÓÉÁ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ"ȡ Ȱςτ ÈϹ/!ȱ Å &ÉÇÕÒÁ χ$ȡ Ȱςτ ÈϹ40!ȱ vs Figure 

χ" Å χ$ȡȰÃÃȱ) di tali sostanze.  
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Per quanto riguarda il livello di fosforilazione di citocheratina 8, il saggio di Western 

blotting ha evidenziato che nelle cellule LLC-MK2 sia il trattamento  con acido okadaico 

ɉ&ÉÇÕÒÁ χ!ȡ ȰϹ/!ȱ vs ȰÃÃȱɊ ÓÉÁ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÃÏÎ ÉÌ ÖÉÒÕÓ .73Ⱦσσ ÉÎ ÁÓÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ!ȡ       

Ȱςτ Èȱ vs ȰÃÃȱɊ Ï ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ!ȡ Ȱςτ ÈϹ/!ȱ vs ȰÃÃȱɊ ÄÉ ÔÁÌÅ ÓÏÓÔÁÎÚÁ ÎÅ ÃÁÕÓÁÎÏ 

una lieve diminuzione. Il trattamento con TPA determina, invece, un aumento del livello 

di espressione di citocheratina 8 fosforilata (Figura 7C: ȰϹTPAȱ vs ȰÃÃȱ). Inoltre, in seguito 

a infezione con il virus NWS/33, il livello di espressione di citocheratina 8 fosforilata 

rimane di entità pressoché paragonabile a quello presente in cellule in condizioni 

fisiologiche ÓÉÁ ÉÎ ÁÓÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ#ȡ Ȱςτ Èȱ vs ȰÃÃȱɊȟ ÓÉÁ ÉÎ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ#ȡ              

Ȱςτ ÈϹ40!ȱ vs ȰÃÃȱ) di tale sostanza. 

Nelle cellule A549, la fosforilazione di citocheratina 8 aumenta considerevolemente 

qualora vengano trattate con ÁÃÉÄÏ ÏËÁÄÁÉÃÏ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ"ȡ ȰϹ/!ȱ vs ȰÃÃȱɊ Å ÃÏÎ TPA (Figura 

χ$ȡ ȰϹ40!ȱ vs ȰÃÃȱɊȟ ÓÉÁ ÉÎ ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÈÅȟ ÓÉÁ ÉÎ ÃÏÒÓÏ ÄÉ infezione con il virus 

.73Ⱦσσ ɉ&ÉÇÕÒÁ χ"ȡ Ȱςτ Èȱ Å Ȱςτ ÈϹ/!ȱ Å &ÉÇÕÒÁ χ$ȡ Ȱςτ Èȱ Å Ȱςτ ÈϹ40!ȱɊȢ 

 

4. ANALISI DELLA LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DELLA NUCLEOPROTEINA 

VIRALE A CONFRONTO CON CITOCHERATINA 8 E CITOCHERATINA 8 FOSFORILATA 

IN MODELLI CELLULARI DI MAMMIFERO IN CORSO DI INFEZIONE SPERIMENTALE 

CON IL VIRUS INFLUENZA A/NWS/33 

4.1. Analisi della localizzazione subcellulare di citocheratina 8 e citocheratina 8 

fosforilata  

.ÅÌÌȭÏÔÔÉÃÁ ÄÉ ÁÎÁÌÉÚÚÁÒÅ ÌÁ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÓÕÂÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ Å ÄÅÌÌa sua 

componente fosforilata, è stata condotta ÕÎȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÉÁ ÃÏÎÆÏÃÁÌÅȟ ÐÒÅÖÉÏ ÓÁÇÇÉÏ 

di immunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLC-MK2 e A549 (Figura 8). 
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&ÉÇÕÒÁ ψȢ !ÎÁÌÉÓÉ ÉÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÉÁ ÃÏÎÆÏÃÁÌÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ Å 
organizzazione  di citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata  in 
cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 (A, C) e A549 (B, D) 
venivano fissate e, in seguito, sottoposte a reazione di 
immunofluorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e 
citocheratina 8 fosforilata (C, D). I preparati venivano osservati con 
microscopio confocale. Barra: 10 µm. 

 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÈÁ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÏ ÕÎȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏÓÁ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ Á ÌÉÖÅÌÌÏ 

citoplasmatico in entrambi i modelli cellulari (Figure 8A e 8B). Si conferma, inoltre, che 

citocheratina 8 è maggiormente espressa nelle cellule A549, dove peraltro i suoi filamenti 

sono più pronunciati, rispetto alle cellule LLC-MK2 (Figura 8B vs 8A).  

,ȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÔÁȟ ÃÈÅ ÒÉÓÕÌÔÁ ÄÉ ÓÃÁÒÓÁ ÅÎÔÉÔÛȟ ÒÉÓÐÅÔÔÏ Á 

citocheratina 8, in entrambi i modelli cellulari (Figure 8C e 8D vs 8A e 8B), è comunque più 

accentuata nelle cellule A549, dove presenta una ricca organizzazione filamentosa (Figura 

8D vs 8C). 
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4.2. Analisi della localizzazione subcellulare della nucleoproteina virale a confronto 

con citocheratina 8 e citocheratina 8 fosforilata in  corso di infezione con il virus 

influenza A/NWS/33  

Successivamente, è stata condotta ÕÎȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÎ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÉÁ ÃÏÎÆÏÃÁÌÅȟ ÐÒÅÖÉÏ ÓÁÇÇÉÏ ÄÉ 

immunofluorescenza indiretta, nelle cellule LLC-MK2 e A549 infettate con il virus 

NWS/33, allo scopo di valutare la co-localizzazione della NP virale con citocheratina 8 

(Figura 9) e citocheratina 8 fosforilata (Figura 10). In particolare, è stato scelto un tempo 

di infezione funzionale a osservare una prevalente localizzazione citoplasmatica della NP. 

Pertanto, sono stati esaminati tempi di infezione lievemente differenti nei due modelli 

(i.e. 1 ora e 30 minuti nelle cellule LLC-MK2 e 1 ora nelle cellule A549). Infatti, dati 

sperimentali precedenti 46,168 hanno attestato che nelle cellule LLC-MK2 il tempo 

impiegato dal virus per entrare è maggiore. Allo scopo di ottimizzare la visualizzazione 

del virus infettante, rivelato mediante marcaggio in immunofluorescenza della NP, le 

ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÉÎÆÅÔÔÁÔÅ ÃÏÎ ÕÎȭÁÌÔÁ ÍÏÌÔÅÐÌÉÃÉÔÛ ÄȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ɉÍȢÏȢÉȢ Ѐ ρπ ÕȢÆȢÐȢȾÃÅÌÌÕÌÁɊȢ 

$ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓi in microscopia confocale è emerso cÈÅ ÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ Å ÌȭÅÓÐÒÅssione di 

citocheratina 8 non vengono pressoché modificate ÄÕÒÁÎÔÅ ÌÅ ÆÁÓÉ ÐÒÅÃÏÃÉ ÄÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ 

del virus NWS/33 nei due modelli cellulari, rispetto a quanto osservato in cellule non 

infettate (Figura 9A vs 8A e 9B vs 8B).  

La proteina NP (Figure 9A1 e 9B1) presenta una prevalente localizzazione citoplasmatica 

con un assetto granulare e disomogeneo, mentre citocheratina 8 presenta un assetto 

filamentoso (Figure 9A e 9B). 

Citocheratina 8 co-localizza parzialmente con la NP a livello citoplasmatico nelle cellule 

A549 (Figura 9B2). Tale co-localizzazione si esprime anche nelle cellule LLC-MK2, 

ÓÅÂÂÅÎÅ ÃÏÎ ÕÎȭÉÎÔÅÎÓÉÔÛ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ Äecisamente minore (Figura 9A2). 
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In parallelo, è stata esaminata la localizzazione subcellulare di citocheratina 8 fosforilata 

a confronto con la NP in corso di infezione con il virus NWS/33 nelle cellule LLC-MK2 e 

A549. In accordo con le precedenti osservazioni sperimentali (si veda Figura 4), 

ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÔÁ ÁÕÍÅÎÔÁ ÌÉÅÖÅÍÅÎÔÅ ÄÏÐÏ ρ ÏÒÁ ÄȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ 

nelle cellule A549 (Figura 10B vs 8D), ma non nelle LLC-MK2 (Figura 10A vs 8C). Inoltre, 

nelle ÃÅÌÌÕÌÅ !υτω î ÅÖÉÄÅÎÔÅ ÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÉÎ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ ÄÉ ÃÉÔÏÃÈÅÒÁÔÉÎÁ ψ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÔÁȟ 

che invece non è osservabile nelle cellule LLC-MK2 (Figura 10B vs 10A).  

Relativamente alla sovrapposizione dei piani focali, sono stati evidenziati deboli segnali 

di co-localizzazione tra citocheratina 8 fosforilata e NP nella regione perinucleare delle 

cellule A549, a differenza delle cellule LLC-MK2, dove invece non si osservano segnali di 

co-localizzazione (Figura 10B2 vs 10A2). 
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Figura 9. Analisi della co -localizzazione tr a citocheratina 8  e NP in corso di infezione 
con il virus influenza A/NWS/33  in cellule LLC-MK2 e A549. Le cellule LLC-MK2 e A549 
venivano infettate con il virus influenza A/NWS/33 (m.o.i. = 10 u.f.p./cellula) per 1 ora e 30 
minuti (A, A1, A2) e 1 ora (B, B1, B2), rispettivamente, e, in seguito, venivano sottoposte a 
rezione di immunofluorescenza indiretta per rivelare citocheratina 8 (A, B) e NP (A1, B1). 
Nelle immagini A2 e B2 è mostrata la sovrapposizione dei piani focali A e A1, e B e B1, 
rispettivamente. Le aree di co-localizzazione tra le proteine oggetto di studio appaiono in 
colore giallo/arancio. I preparati venivano osservati con microscopio confocale. Nei 
diagrammi a dispersione (A3, B3), derivanti ÄÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅlle immagini A2 e B2, 
ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅȟ î ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÏ ÉÌ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ ȰÐÉØÅÌȱ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅÎÔÉ ÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ 
del fluorocromo RITC, ÒÁÐÐÏÒÔÁÔÉ Á ÑÕÅÌÌÉ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅÎÔÉ ÁÌÌȭÅÍÉÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ 
fluorocromo FITC. I coefficienti di co-localizzazione ponderata sono stati ottenuti con 
software Zeiss LSM 510 META (canale verde: Ch2-T1; canale rosso: Ch3-T2). Barra: 10 µm. 

 


